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Résumé

Interactions physicochimiques et biologiques entredes nanoparticules
manufacturées et des bactéries de I'environnement.

Grace a leurs propriétés particulieres dues agetite taille, les nanomatériaux (dimension <
100 nm) sont utilisés dans de nombreuses applicatioand public (cosmétique, matériaux
nanostructurés,...). Cependant, leur présence gsamdes inquiete car leur impact potentiel
sur les humains et I'environnement reste mal corDette étude est consacrée a une
compréhension approfondie des interactions phykiodques et biologiques entre deux
modeles cellulaires présents dans I'environnem8&yhechocystiécyanobactérie contribuant
au maintien de la biosphere)Etcherichia coli(bactérie des intestins des mammiferes) avec
des nanoparticules d’oxyde de cérium (abondancecemementale croissante, ex : additif au
diesel).

La complexité de [I'étude des nanoparticules némessine approche différente
(multidisciplinaire) de celle des tests de toxiaitilisés pour les composés classiques. En
effet, nous montrons que les parameétres physicaoghas (stabilité, agrégation, dissolution et
état de surface) des nanoparticules dans le midkecontact, influencent fortement la toxicité
observée sur les cellules. De plus, les interastmitysicochimiques (floculation, adsorption,
mécanismes redox) sont liées au modeéle biologigr, particulier a la présence
d’exopolysaccharides (ch&ynechocystjscomme barriere naturelle entre la paroi cellelair
et les nanoparticules. La composition du miliewdpersion des nanoparticules (notamment
son pH) a aussi une influence majeure sur la tiéx{survie et intégrité membranaire). Tandis
que pourE. coli ce sont majoritairement les nanoparticules qoveguent la mortalité
(confirmé par analyses métabonomiques par RMN).

Physicochemical and biological interactions betweenmanufactured
nanoparticles and environmental bacteria.

Thanks to their particular properties due to teee, the nanomaterials (dimension < 100 nm)
are widely used in many industrial applications ilfdacare products, nanostructured
materials...). However, their growing use frighterecd&use of their uncertain impact on
humans and environment. This study is dedicatedataleep understanding of the
physicochemical and biological interactions betwesvo cellular models from the
environment:Synechocystigcyanobacteria essential for the biosphere) Escherichia coli
(bacteria of mammalian intestines) with cerium exinoparticles (ex: diesel additive).

The complexity of the study of nanoparticles regsiia different approach (multidisciplinary)
from those of toxicity tests of classic compoundasdeed, we showed that the
physicochemical parameters (stability, aggregataissolution and surface chemistry) of
nanoparticles in the contact medium, strongly erfice the toxicity. Furthermore, the
physicochemical interactions (flocculation, adsmamt redox mechanisms) are linked to the
biological model and especially the presence ofpeksaccharides (foBynechocystjsas
natural barrier between the cell wall and the nantigdes. Moreover, the composition of the
nanoparticles dispersion medium (particularly th® pas a major influence on the toxicity
(survival and membrane integrity), whereasEoicoli, the nanoparticles are the main culprits
for the mortality (confirmed by metabonomic studies NMR).






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier Eric Elliot eardeDaillant pour leur accueil au sein,
respectivement, du Service de Chimie Moléculair@etLaboratoire Interdisciplinaire sur
I'Organisation Nanométrique et SupramoléculaireC#HA Saclay.

Ce travall a été realisé dans le cadre du prograBE@G@O financé par ’Agence Nationale de
la Recherche.

Je remercie Chen-Cai Zhang ainsi que Laurent Midtavoir accepté d'étre rapporteurs de
cette these ainsi que Dominique Langevin et Val€abuil d’avoir fait partie du jury. Merci
beaucoup pour vos conseils et remarques sur caltrav

Un grand merci a mon quatuor de chefs : Olivierli@p&ranck Chauvat, Antoine Thill et

Corinne Cassier-Chauvat. Chacun de vous a éténprasges moments différents mais clefs
de ma thése pour fournir conseils, écoute et souieit en me laissant suffisamment
d’autonomie pour gérer ces recherches. Olivier r@nék, je vous suis particulierement
reconnaissante d’avoir accepté de corriger mon swituavec rapidité et efficacité et me
permettre ainsi de soumettre dans les temps. Ast@iespere n'avoir pas trop dénaturé ta
vision initiale de ce sujet.

Ce travail a l'interface de plusieurs discipline&anamené a rencontrer des gens de tous
horizons et spécialités, chaque rencontre a ét€mgment enrichissante. Un grand merci
notamment a : Nicolas Menguy, pour les magnifiquesges de microscopie et cartographie
gue tu as réalisées dans un froid sibérien a Bautimais avec gentillesse et bonne humeur ;
Jean Daraspe pour la beauté de tes coupes deidmatalisées pour les images TEM a
l'iBiTec-S et pour nos discussions enflammées subiblogie cellulaire et l'orfevrerie ;
Pascale Jegou pour tes nuits au SPCSI a passéchmdillons d’XPS et m’avoir remonté le
moral dans des périodes de doutes.

Un immense merci également a Gaspard Huber duceeRNN, grace a ta motivation et ton
acharnement nous avons finalement pu faire palardtabonomique.

Les expériences de chimie lors de ma these ontgdéz limitées, néanmoins je tiens a
remercier Corinne Chanéac de m’avoir gentiment [gerde@ compenser ce manque en
m’aidant a synthétiser des nanoparticules dansambiance conviviale au CMC.

Merci a Clarisse Mariet pour son aide, son protessilisme et sa bonne humeur lors des
expériences d’ICP.

Les expériences réalisees a BM30b n’auraient jamaise faire sans I'implication et l'aide
précieuse d'Olivier Proux et Jean-Louis Hazmanntiehes €également a remercier Mélanie
Auffan, qui m’a précédée sur ce sujet, et JéromeeRin CEREGE pour leurs conseils avisés
sur 'EXAFS et le XANES donnés avec gentillessbaine humeur aussi bien au soleil d’Aix
gu’'a 2h du matin a 'lESRF.

Merci aux deux autres thésardes du projet ECCOérMaSiron et Angélique Rousseau. J'ai
été contente de faire votre connaissance et deopraenfin discuter de ce sujet avec des






personnes qui en ont également éprouvé toutesiffeiltés ! Bon courage pour la suite.
Merci également a Roseline Iliou pour ses congaitinents et son aide sr coli.

Bien évidemment, je souhaite remercier toutes éesgmnes travaillant dans mon laboratoire
officiel (le LIONS) et dans mon laboratoire d’adiopt (le LBI). Je ne pense pas qu'il y ait eu
une personne de ces deux équipes que je ne puasseemercier pour son accueil, sa
gentillesse ou une aide ponctuelle.

Je tiens a remercier en particulier Elodie Collammtamment pour ses conseils pour dompter
I'électrophorese capillaire et son efficacité paacélérer les commandes. Un grand merci a
Olivier Taché pour avoir su résoudre avec rapigiitéfficacité des milliers de problemes plus

Oou moins importants qui sont survenus au coursette these. Olivier : tu es une perle pour

un laboratoire. Je remercie également Lauren Matg,tu as non seulement toujours été
présente et efficace dans l'aide que tu m’as appaas laboratoire mais également comme
amie pendant tous les moments de déprime ou d’esid®Eme que j'ai traversés.

Enfin, spéciale dédicace a tous les thésards,duust- stagiaires et autres non-permanents que
jai cotoyés pendant ces 3 ans et qui les ont residalaisants, alors en essayant d’oublier
personnes, pour les physicochimistes, merci add,iMathilde, Céline, Youlia et Perrine (je
suis plus que contente d’avoir fait votre connaissales filles et jattends avec impatience
nos prochaines soirées) ; Fred, Fabien, NicolagjaBen, Pierre, Luc, Sylvain, Aurélie,
Debassis, Pang Hung, Wolfram, Caroline, Agnes,, &rtin, Daniel, Markus et Stephan.

Et pour les biologistes, merci a: Martial (mere oh’avoir tout de suite accueillie dans la
cyanoteam et de m’avoir montré I'étendue des atilims de la carboglace), Cyril (je ne
pourrai jamais suffisamment te remercier pour tmitjue tu m’as appris en génétique et sur
les grues cendrées, les corneilles, les poulesidlea verres luisants...), Kinsley, Sandrine,
Pierre, Antoine, Cédric (merci pour ton aide), Jany et Arounie (et les boules coco).

Merci a tous et bonne chance pour I'avenir.

Pour finir je voudrais remercier profondément masepts (merci pour votre amour, votre
soutien et toutes les relectures de cette thesa)aeFloflo adorée. Un grand merci plein
d’amour a mon petit chimiste Bavarois (merci paugéentillesse, tes sourires et de m’avoir
supportée dans tous les sens du terme pendantares. 3

Enfin, une petite pensée tendre pour celles qus o quittés trop tot : Colette et Annette.






Table des matieres

Abréviations

12

Introduction

13

. Contexte — Présentation de I'étude

17

1.1 Le monde des nanos

[.1.1  Définition et propriétés caractéristiques des nanigpules

21
21

I.1.2  Impact des nanotechnologies sur I'économie

25

1.2 Risques potentiels des nanotechnologies

29

I.2.1  Bases d'une réflexion scientifique

29

[.2.2  Conséquences : de nombreux débats de sociétgmpettagouvernementaux

31

1.3 Etudes sur la « nanotoxicité » et difficultés renaatrées

33

I.3.1  Origine des difficultés liées a la « nanotoxicité »

33

1.3.2 Particularités de la toxicité environnementale

37

1.4 Présentation de I'étude

1.4.1  Description du modéle

39
39

I.4.2  Les études de nanotoxicité appliquées aux bactéries

49

1.5 Références bibliographiques

Il. Présentation des modeéles

61

67

1.1 Présentation des modéles biologiques

[1.1.1  Synechocystis

71
71

1.L1.2  Escherichia coli

77

1.2 Présentation des nanoparticules de CeQ

79

11.2.1  Applications industrielles de nanoparticules (N&s)CeQ

79

[1.2.2  Caractéristiques morphologiques des NPs de,Qé&lisées lors de cette étude

1.3 Matériels et méthodes

1.3.1 Milieux tests

83

89
89

11.3.2 Cultures cellulaires

89

11.3.3 Préparation des cultures pour les tests avec NPs

91

I1.3.4 Préparation des nanoparticules et ions

91

1.4 Références bibliographiques

[ll. Physicochimie des nanoparticules

95

97

.1 Stabilité physicochimique des nanoparticules

101



1.2

1.3

.4

V.1

V.2

V.3

V.4

IV.5

.11 Introduction a la stabilité colloidale 101
.1.2 Importance de la stabilité lors des tests de ttaxici 107
Caractérisation de la stabilité des nanoparticulegse CeQ 115
.2.1 Agrégation 115
.2.2 Oxydoréduction - Diagramme de Pourbaix 119
.2.3 Suivi cinétique de la dissolution par ICP-MS 123
1.2.4 Modele de réduction/dissolution 123
Matériels et méthodes 131
.3.1 Diffusion de lumiere dynamique (DLS) 131
1.3.2 Spectrométrie de masse quadripolaire a source pldGR-MS) 131
1.3.3 Spectroscopie de photoélectron X (XPS) 133
Références bibliographiques 137
IV. Physicochimie des interactions entre nanoparticulest cellules. 141
Echelle macroscopique : floculation cellulaire en gsence de nanoparticules 145
IvV.1.1 Observation de la floculation en présence de natiopkes 145
IvV.1.2 Impact de la floculation dans un contexte enviraneetal 149
Echelle microscopique : interactions spécifiques éhaque modele biologique 153
IvV.2.1 Différents modéles d’adsorption des nanoparticsigdes cellules 153
v.2.2 Localisation a I'échelle de la cellule 161
Iv.2.3 Influence des exopolysaccharides (EPSydeechocystis 169
Mécanismes d’oxydoréduction lors d’'un contact nanogrticules/cellules 185
Iv.3.1 Analyses XPS 185
IvV.3.2 Analyses XANES 187
IvV.3.3 Conclusions sur les mécanismes d'oxydoréduction 191
Matériels et méthodes 195
IvV.4.1 Electrophorese capillaire 195
IvV.4.2 Mobilité électrophorétique 197
IvV.4.3 Microscopie électronique en transmission (MET) 199
IV.4.4 Microscopie électronique a balayage (MEB) 199
IV.4.5 Analyse dispersive en énergie (XEDS) 201
IV.4.6 Spectroscopie d’absorption des rayons X (XANES) 203
Références bibliographiques 205
V. Différents mécanismes de toxicité 209

V.1

10

V.11

Toxicité liée a un contact indirect avec des nanopiécules : le cas deSynechocysti®15

Premiére approche sur la toxicité des nanoparscule

215



V.1.2 Un mécanisme indépendant de I'effet « nano » 225

V.1.3 Conclusion sur les toxicités indirectes 231
V.2  Toxicité due a un contact direct avec les nanopadules : le cas d&. coli 231
V.2.1 Augmentation de la mortalité bactérienne par cdrdaect avec des NPs 233
V.2.2 Mise en évidence d’interférences liées aux nanmpdes dans les tests de fluorescence 235
V.3  Toxicité des nanoparticules : début de réponse gréa la métabonomique. 239
V.3.1 Principe de I'étude 239
V.3.2 Analyse des résultats 243
V.3.3 Conclusion sur I'analyse métabonomique 253
V.4  Etude de l'influence des exopolysaccharides : comsttion de mutants. 255
V.4.1 Construction des mutants d’EPS $lgnechocystis 255
V.4.2 Résultats 259
V.5  Matériels et méthodes 269
V.5.1 Tests de survie en milieu solide (« test en gouffes 269
V.5.2 Test de survie : dénombrement de colonies (CFU) 271
V.5.3 Test d'intégrité membranaire (LIVE/DEAD) 273
V.5.4 Métabonomique 275
V.5.5 Construction des mutants 279
V.5.6 Extraction et analyse des exopolysaccharides 287
V.6  Références bibliographiques 289
Conclusion et perspectives 293
Tables des matieres des figures 299
Table des matiéres des photographies 303
Table des matieres des tableaux 305
Annexes - Résultats 307
Annexes - Méthodes 321

11



Abréviations

ACP Analyse en composantes principales

Asp Aspartate

ATP Adénosine triphosphate

CFU Nombre de colonies formées

E. coli Escherichia coli

EDS Spectroscopie d’analyse dispersive en énergie
EPS Exopolysaccharides

GIn Glutamine

Glu Glutamate

GSH Glutathion

His Histidine

lle Isoleucine

Lac Lactate

Leu Leucine

MEB Microscopie électronique a balayage

MET Microscopie électronique en transmission
NPs Nanoparticules

PLS/DA Analyse discriminante des moindres carrés
Pro Proline

RMN Résonnance magnétique nucléaire

Thr Thréonine

Trp Tryptophane

Tyr Tyrosine

Val Valine

XANES Spectroscopie d’absorption des rayons X greseulil

XPS Spectroscopie de photoélectrons X



Introduction

La fin du XX*™® et le début de XXI" siécles ont vu I'apparition d’'un nouveau genre de
matériaux : les nanoparticules, c’est-a-dire deiquaes de dimensions inférieures a 100 nm.
Nous n’évoquerons pas dans cette étude les narmmest d’origines naturelles, issues des
volcans ou des incendies, qui existent depuis dénares, mais les nanoparticules

manufacturées intentionnellement par 'hnomme.

Malgré leurs compositions et leurs tailles tréesedses, elles sont toutes regroupées sous le
terme générique de « nanoparticule ». Cette casagion en fonction de la taille n’est pas
courante, elle prend cependant tout son sens &g considére I'importance de la taille
sur I'ensemble des propriétés (électroniques, ntagres, catalytiques, mécanigues ou
encore biologiques) que présentent les nanopatic@elles-ci offrent des avantages dans
des domaines tres variés, ce qui explique queusage, déja dans plus de 600 applications
grand public (produits cosmétiques, optiques, pmagalytiques,...), va étre amené a

s’amplifier et se diversifier dans les vingt proictes années.

Parallelement a cet engouement scientifique etsimidl; leur toxicité potentielle inquiete. En
effet, il existe une incertitude réelle quant ar$eimpacts sur les humains et I'environnement.
Les raisons de cette inquiétude scientifigue somtébs sur la meéconnaissance des
interactions existantes entre les nanoparticuléssesystéemes biologiques. En effet, les tests
classiques de toxicité ne permettent pas de répaguak questions spécifiquement liées a
'aspect « nano ». Par exemple, la taille, la §taben suspension ou la chimie de surface sont
des parameétres habituellement non pris en compie aqu@ dans ce contexte, revétent une
importance cruciale. Bien que les gouvernementslest sociétés de consommateurs
commencent également a étre sensibilisés a cegonebil n’existe, a I'heure actuelle, aucune
législation ni protocole de toxicité spécifiquesl'atilisation des nanoparticules. Ceci
s’explique par le fait que les interactions obsesyélans les études existantes, semblent étre
explicables au cas par cas suivant le type de raatioyles et le systeme biologique étudiés et
le test employé. Elles sont souvent difficilemeainparables entre elles et de ce fait parfois
méme contradictoires. Il est donc impossible deckkma de maniére générale sur les risques

réels liés a leur utilisation.
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Des études scientifiques récentes dediées a céeprebmettent en exergue la nécessité de
comprendre en profondeur les mécanismes mis eavj@ot de tenter une uniformisation des
protocoles. C’est ce a quoi nous tacherons de dkpatans cette étude en utilisant pour cela
deux systemes biologiques bien représentés dangvirbenement: Synechocystis
(cyanobactérie, impliquée dans le maintien de tssiiere) etEscherichia coli(bactérie
colonisatrice des intestins de mammiféres et ptésatans I'environnement) et des
nanoparticules de Ce@argement utilisées notamment dans les potsytafaés). Aprés une
revue des travaux permettant d’établir le conteeteette étude, nous présenterons, dans une
premiere partie, les modeles biologiques et nariopéires. Puis la physicochimie de ce
type d’étude, et notamment dans le cas particdisrnanoparticules de CgQera discutée
dans une deuxieme partie. Les interactions physiooques et biologiques entre
nanoparticules et cellules seront étudiées resennt dans une troisieme et une quatrieme
partie en fonction des parameétres physicochimigdesnodéle biologique et du milieu de
contact. Nous conclurons sur les différents paresaét prendre en compte lors d’'un contact
nanoparticules-cellules, ainsi que sur les mécagssde toxicité mis en jeu et leur éventuel

impact environnemental.
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|. Contexte — Présentation de I'étuds
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Figure 1 lllustration de la structure d’un fullerene nC60.(crédit : Chris Ewel3

Figure 2 lllustration de la corrélation entre taille et surface spécifique.
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Contexte — présentation de I'étude

Les motivations générales de ce travail sont ptéssndans ce chapitre. Les deux aspects
principaux qui seront traités concernent d’'un edté montée en puissance de l'utilisation des
nanoparticules pour des applications grand pulilideel’autre une incertitude scientifique,

mais également sociétale et politique quant aitepact sur le monde de demain.

.1 Le monde des nanos

1.1.1 Définition et propriétés caractéristigues des nanoqules

Les nanoparticules sont des objets relativemeqgu@éts. Il existe en effet différentes sources
de production des nanoparticules : les sourceseaiksi (incendies, éruptions volcaniques ...),
les sources accidentelles (feux de bois, gaz d@mraent de véhicule, freinage,...) et les
sources industrielles (nanoparticules manufacturéestionnellement par ’lhomme). Ce sont

sur ces derniéres que nous allons nous focalissrgsécisément dans cette étude.

1.1.1.1 Pourquoi une définition par I'échelle ?

Le terme de « nanoparticule » est utilisé lorsquedrticule a au moins une de ses dimensions
inférieure a 100 nm. Le rayon typique d'un atomeanétde l'ordre de 0,1 nm, une
nanoparticule peut-étre constituée de quelquesnéizaa plusieurs centaines d’atomes. Par
exemple, les nanoparticules les plus célebredulesenes, sont constituées de seulement 60
ou 70 atomes de carbone (Figure 1). Leur trésepdditle donne aux nanoparticules des
surfaces spécifiqgues trés importantes. Pour s’aemvaincre il suffit de considérer une
microparticule cubique d’un micrométre de cotéydume de cette microparticule sera de : 1
um’ et sa surface spécifique de 6 pm2. Si I'on comsidérésent que cette microparticule (de
1 un?) est composée de nanoparticules cubiques de lenodté (soit 1Dnnt), la surface
spécifiqgue cumulée de toutes les nanoparticules deB-1dnnt, soit 6-16 umz2. A volume
égal, la surface spécifique développée par les paatioules est donc 1000 fois plus
importante que celle d’une microparticule (Figuje Re méme, le nombre d’atomes de
surface augmente avec la diminution de la taille danoparticules et la réactivité étant
souvent liée a des propriétés de surface, celaigewepll’intérét développé pour les

nanoparticules.

La définition par I'échelle ne suffit cependant pas décrire tous les aspects des

nanoparticules. En effet, leur réactivité est épalet fortement liée a leur composition qui
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Figure 3 Agrandissement d'une assiette antique dére d’'un palmier. Cette décoration utilise la

technique du lustre (ici vert et marron).
Sur I'image B la surface de I'échantillon a été innée pour mettre en lumiere le reflet doré du luste vert

et son absence sur le lustre marron. (Pradell 2008)
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peut étre trés variée. On distingue par exemplendé®particules organiques (constituées
majoritairement de polymeres), des métalliques : (@anoparticules d’or ou d’argent),
d’'oxydes métalliques (ex : F@s, TiO,) ou encore des composites (ex : quantum dots CdSe-
ZnS).

1.1.1.2 Quelques propriétés des nanoparticules

Les nanoparticules, jonction entre I'échelle atamicet le matériau, ont des particularités
structurales tres spécifiques. En effet, contragmmaux matériaux classiques, les
nanoparticules voient leurs propriétés changeoantion de leur taille. Elles sont soumises a
la fois aux phénoménes de la physique classiqua eeux de la physique quantique
lorsqu’elles sont de trés petite taille. Les prades propriétés des nanoparticules sont :
optiques, électriques, catalytiques, thermiques,gnétiques, mécaniques ou encore

biologiques.

Nous allons présenter quelques unes de ces p&gpa@h d’expliquer I'intérét que présentent
les nanoparticules mais aussi l'origine des ingations sur leur éventuelle toxicité. Les
propriétés optiques des nanoparticules sont condepsis le 9" siécle en Mésopotamie.
Les artisans utilisaient en effet des nanopartecydeur donner un aspect brillant a leur
poterie. Cette technique, conservée au Moyen Adge pua Renaissance, était basée sur
I'utilisation de sels métalliqgues (notamment devoeiiet d’argent) qui, mélangés a de I'argile
puis placés dans une atmosphére réductrice, migraiela surface de la poterie pour
finalement étre réduites dans leur état fondamenéaallique et former des nanoparticules de
cuivre et d’argent a l'origine de l'effet brillarftustre), Figure 3 ; (Padovaeit al., 2003,
Pradell et al., 2008). Par la suite, les premieres suspesst® nanoparticules étudiees
scientifiquement sont attribuées a Faraday (18#8tablit le lien entre les couleurs (doré,
bleu, noir ou encore rouge vif) de solutions ddipales d’or (appelées « sols » d’or) et leur
taille. Cette propriété était depuis longtemps eix@eé pour donner leurs couleurs vives aux
vitraux. Certaines nanoparticules d'oxydes meétadig] ont également la particularité
d’absorber dans les UV. Les nanoparticules de Z2nD@ sont notamment utilisées dans les
produits cosmétiques (cremes solaires) car ilsésgmtent une bonne protection contre les
UV tout en ayant 'avantage d’étre transparents [gs nanoparticules ont des dimensions
inférieures aux longueurs d'onde de la lumiére blsi400-700 nm). L’'exposition aux

nanoparticules est donc déja bien réelle.
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Figure 4 Nombre de produits utilisant des nanotechologies répertoriés par le PEN (project on emerging
nanotechnologies).
De haut en bas : totalité des produits commerciakés contenant des nanotechnologies, sous-catégore d

produits : santé, sport et cosmétique, et les compés principaux des nanotechnologies.
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Les nanoparticules possédent également des peprdectriques particulieres. L'ajout de
nanotubes de carbone a des matrices compositeg\(g®s;, Zhanetal., 2003a, Zhart al.,
2003b) augmente par exemple trés significativemantonductivité du matériau. Ces
propriétés, dues a la proximité de leurs niveawénergie occupés et vacants (confinement
guantique), font d'elles des candidates idéales pmwcatalyse (Kamat, 2002). C’est par
exemple le cas pour les nanoparticules de,, TEDO et Ce®; elles sont incorporées a des
surfaces pour leur donner des qualités « autoraitey ». Des industries trés variées les
emploient a ces fins aussi bien dans le batimeatejtextile (Qietal., 2006 et Vigneshwaran
et al., 2006). Les nanoparticules de Gegeuvent par ailleurs changer facilement de degré
d’oxydation et constituer ainsi des pieges a oxggéinradicaux libres (voir chapitre 11.2.1.).
La pertinence du choix de l'oxyde de cérium danstrewail trouve ici une premiére

démonstration.

Les propriétés meécaniques des nanoparticules sgalkerdent impressionnantes. Elles
s’étendent de la superplasticité (ex : matériawstitu® de cuivre nanocristallin, (Let al.,
2000) a des résistances décuplées (ex : renfor¢cedeemmatrices par des nanotubes de
carbone, (Qiet al., 2003). En effet, la dureté de nanotubes de carlmounkiparois peut
atteindre celle du diamant.

La petite taille des nanoparticules leur permentdiiagir de fagon particuliere avec les
systemes biologiques (protéines, membranes, cglluléutilisation des nanoparticules a des
fins thérapeutiques a été envisagée il y a déjavinggaine d’années et continue de susciter
des recherches actives dans ce domaine notammerst lda libération controlée de
médicaments (Couvreur and Puisieux, 1993 et Moghkinal., 2005) ou I'amélioration des
techniques d’imagerie médicale (Getoal.,2004 et Bertorellet al.,2006). Cependant, une
utilisation courante des nanoparticules pour dediggiions de diagnostic, d’'imagerie, voire
curatives ne sera envisageable qu’une fois quedtnité des nanoparticules aura éte vérifiée

par des tests de toxicité menés en amont.

1.1.2 Impact des nanotechnologies sur I'économie

Les nanotechnologies présentent, grace a leursri@iép particulieres, un large spectre
d’applications. D’aprés une estimation de la comaui@ européenne, le revenu mondial
généré par les nanotechnologies était supérieQmailfards d’euros en 2001 (Figure 4).
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Electronique et

Santé et beauté . : Maison et jardin Aliments et boissons Autres
informatique
Pansements Ecran d'ordinateur Peinture Revetement antlledherence Revétements
pour poéle
Tests de grossesse
Dentifrice Jeux Oreillers antibactériens Ref_rlgergt_eurs Lubrifiants
antibactériens

Club de golf

Raquette de tennis Matériel informatique Coussins autonettoyants Huile de canola
Skis
Chaussettes

antibactériennes

Habits autonettoyants
Cosmétiques
Filtre & air

Creme solaire

Tableau 1 Exemples de produits utilisant des nanotlnologies et des nanomatériaux. (Source : Woodrow
Wilson Consumer Products Inventory)
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Figure 5 Nombre de brevets publiés par le bureau aémicain (USPTO), européen (EPO) et japonais
(JPO) de 1976 a 2006. (Chen 2008)
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Il devrait atteindre plus de 700 milliards d’eusss2008 et jusqu’a 1000 milliards d’euros par
an en 2010-2015, ce qui représente 34 % de l'imgaonomique global. Les impacts
économiques les plus importants des nanotechneloggesituent, sans surprise, dans le
domaine des nanomatériaux (34 %), puis dans Ii@eicue (30 %) et dans la
pharmaceutique (18 %) (rapport Affsset 2006). Cdpat) de nombreux secteurs industriels
sont concernés par le développement des nanometériéenvironnement, I'énergie, le
textile, la chimie des matériaux, les cosmétiglesanté, I'automobile, 'aéronautique et le
spatial, I'électronique et les communications, dlistrie du verre, des céramiques et des

matériaux de construction, le caoutchouc, la méik et la défense.

Le projet sur les nanotechnologies émergeantes (PHRNoject on Emerging
Nanotechnologies, www.nanotechproject.org/) répierten effet plus de 600 produits déja
commercialisés utilisant des nanotechnologies @abll). Une partie de ces produits est
listée dans le rapport de I'Afsset. On peut pange citer les produits a base de :
* Oxyde de cérium : catalyseurs automobiles (Oxonicti,
 Oxyde de titane : revétements antipollution et aetimyants (Shenzen Become
Industry and Trade Co., Ltd) et anti-UV dans ure solaire (ColorScience®)
* Oxyde d’aluminium : nettoyant ménager (Lion® Cogtan)
* Oxyde de silicium : cosmétiques de soin pour laugeancome®)
* Nanoparticules d’'argent: vétements antimicrobi€Bsnith & Nephew), savons
purifiants (GNS Nanogist)
* Nanotubes : amélioration des performances de tagugy onex®, Babolat®)
* Fullerénes : soin anti age (Vitamin C60 BioRese&olporation)

» Titane : clubs de golf a qualité structurale amréio(Maruman® & Co., Ltd.).

Des bases de données des fournisseurs de nan@wateont également fréquemment mises

a jour sur le net (ex : http://nanowerk.com).

De plus, limportance des nanoparticules dans Héome se traduit aussi par une
augmentation fulgurante du nombre de brevets dépaséine vingtaine d’années (Figure 5).
Les brevets américains arrivent largement en @teerjet al., 2008), mais la France est au

premier rang des dépbts de brevets européens (Haahg2003).
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Waorker Exposure Consumer Exposurs
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Indusirial ermiz=ions

Human Popuistion and E-cu!ng-:a.! Exposure

Figure 6 lllustration du cycle de vie des nanopartiules et des risques engendrés. (Source : Agence
américaine de protection de I'environnement, EPA)
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.2 Risques potentiels des nanotechnologies

1.2.1 Bases d’une réflexion scientifique

Parmi les impacts potentiels des nanomatériautesmonde de demain, l'interaction avec le
vivant constitue une interrogation majeure carplexpriétés particulieres aux nanoparticules,
qui les rendent si intéressantes, peuvent potkrtieht représenter un danger non
négligeable pour les hommes et I'environnement. &ffet, si certaines de leurs
caractéristiques sont prometteuses pour le traitedemaladies ou I'élaboration de systémes
a libération contrélée, elles pourraient avoir despacts inattendus dans d’autres
circonstances. La petite taille des nanoparticylesrrait par exemple leur permettre de
pénétrer dans les tissus et passer la membrandagell Une fois dans la cellule, leurs
propriétés catalytiques pourraient genérer descespeadicalaires (ROS : Radical Oxygen
Species) et causer de sérieuses altérations dDBI [{ce qui constituerait un facheux effet
secondaire de I'utilisation des cremes solairesy hanoparticules sont également suspectées
de pouvoir franchir la barriere hémato-encéphaliqoe les conséquences de leur
accumulation dans le cerveau ne sont pas encorauesnDe plus, il existe un risque non
négligeable de toxicité par inhalation tout pailténement pour les personnes travaillant dans
des industries fabriquant des nanoparticules. lza%t la premiere barriere aux particules,
malheureusement seules les plus grosses d’entge lkont arrétées. Les nanoparticules
ultrafines et les nanotubes de carbone pourraient ¢’accumuler dans les poumons et y
provoquer des effets déléteres comparables a deser@s dans le cas de 'amiante. En ce
qui concerne I'environnement, la libération incéi#e de nanoparticules (ex : combustion
des fiouls, ruissellement des nanoparticules @8bs dans les facades autonettoyantes)
pourrait avoir de graves conséquences environnetasntCertaines nanoparticules sont
méme envisagées pour des utilisations en dépallytear exemple pour le piégeage des
halogénures, arsenic, mercure, etc. (Elliott andngh 2001 et Tratnyek and Johnson, 2006),
leur présence dans I'environnement, notamment apugatne serait donc pas anecdotique
(Figure 6).

Il est cependant possible que la plupart des natiopias ne représente pas un réel danger
pour I’'homme et I'environnement, mais en I'absedeedonnées toxicologiques précises et

spécifiques, le principe de précaution doit étneligpé.
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1.2.2 Conseéquences : de nombreux débats de sociétgmerts
gouvernementaux

Faisant suite aux nombreuses interrogations enhtesaisur la sécurité des nanomatériaux,
relayées a la fois par les scientifiques et lesoomimateurs, de nombreux rapports d’agences
gouvernementales et non gouvernementales ont yaule On peut tout d’abord citer le
rapport de la Royal Society publié en 2004 : « Idarmences and nanotechnologies :
opportunities and uncertainties », ainsi que I@oapeuropéen, issu du programme Nanosafe,
« Technological Analysis, Industrial application dnomaterials — chances and risks ». La
méme année, 'EPA (agence ameéricaine de protea®r’environnement) organisa un
premier atelier de travail sur le sujet. En 200&ntspubliés le « Canadian Stewardship
Practices of Environmental Nanotechnology » et apport du gouvernement britannique
intitulé « Characterising the potential risks pbbg engineered nanoparticles ». Cette année
la a également eu lieu un atelier de travail deCDE (Organisation de Coopération et de
Développement Economiques) sur la slreté des ndédoewx manufacturés. Puis I'Afsset a
publié en juillet 2006 «Les nanomatériaux : effestisr la santé de I'homme et sur
I'environnement ». En février 2007 'EPA a mis @nk « Nanotechnology White Papers » et
depuis les ateliers sur le sujet se multiplient DEC 2007 et 2008). Dans leur multitude, ces
rapports sont néanmoins agencés de maniere a geidpntique :

» Définitions, caractérisations et propriétés desonsatériaux

» Applications industrielles

* Meéthodes de productions

» Technigues de détection

» Etudes des risques (exposition) pour les humaihsratironnement

» Gestion des risques (prévention)

* Recommandations et listes des projets de rechérdreés sur le sujet.

lls éliminent également I'argument simpliste quinsiste a affirmer que le principal danger
des nanoparticules réside dans leur invisibilitéutTd’abord car beaucoup de toxiques en
solution sont invisibles (ex : métaux lourds, cy@arsenic...), mais également parce qu'il
existe des méthodes adaptées a la visualisatioraxeobjets (microscopes électroniques a

effet tunnel ; microscopie électronique a transiaigsou a leur caractérisation (diffusion de
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lumiere, diffusion des rayons X). En ce qui conedendétection de nanoparticules dans l'air,
le rapport de I'Afsset répertorie et commente Hfférentes méthodes analytiques
actuellement sur le marché (exemple pour la medardistribution en taille : batteries de

diffusion, analyseurs par impaction électrique lgs®urs de mobilité électrique).

Les débats publics ne sont pas non plus en restee Eimitant uniquement a la France, les
nanotechnologies et leurs utilisations et dangetsentiels ont déja fait I'objet de nombreuses
attentions ces trois derniéres années. On peumnudat citer plusieurs manifestations qui
leur ont été entierement dédiées: une émissionad® grand public (France Inter), une
emission de télévision (Direct 8), une expositioangl public sur le nanomonde (cité des
Sciences), un débat national citoyen (avec l'irdation d’experts et de consommateurs), un
débat organisé par la mairie de Paris (réunissesegperts et des opposants) ainsi qu’un café
philosophique (VivAgora). Cette liste n’est pas axstive mais elle est représentative d’'une
réelle prise de conscience de I'enjeu des nanotdéothies et d’'une mobilisation qui touche

aussi bien les pouvoirs publics que les citoyens.

Le nombre et la qualité des rapports, ateliersoatérences est la preuve que ce sujet est au
cceur d’'un débat mondial de société. Chaque conwnisshaque rapport, s’appliqgue a
trouver des stratégies communes d’évaluation dsgues. Les conclusions demeurent
finalement similaires : ils préconisent le finane#inde programmes de recherche sur le sujet
et I'application du principe de précaution en cascértitude. En effet, la méthodologie des

tests de toxicité spécifiques aux nanoparticulsterencore a développer.

.3 Etudes sur la « nanotoxicité » et difficultés rartodes

1.3.1 Origine des difficultés liées a la « nanotoxicité »

Il n'existe aucune réglementation spécifiquemege Ia la synthése et manipulation des
nanoparticules. Les industriels travaillant actraént sur ce type de composés ont
généralement deux attitudes opposées : soit llsarit les données de sécurité des matériaux
dont sont faites les nanoparticules sans plus dsidération pour leurs caractéristiques
particulieres ; soit ils considérent les nanopaléis comme des substances potentiellement

dangereuses et les manipulent avec les équiperiansiques de sécurité (qui ne sont
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cependant pas toujours adaptés). Pourquoi n'eiist@dcune donnée officielle relative a la
toxicité des nanomatériaux ? Premierement parcesgubensemble des substances présentes
sur le marché, peu dentre elles ont réellementtéséées in-vitro et in-vivo dans des
conditions adaptées. En effet, d’apres André Neat, les 80 000 produits chimiques
enregistrés sur le marché américain, seuls 538ubis des tests sur la toxicité a court terme,
et seulement 70 sur la toxicité a long terme (N2@08). De plus, les procédés d’évaluation
des toxiques dits « classiques » ne s’appliqguestapa nanoparticules. En effet, I'or est, par
exemple, connu pour étre un métal inerte mais &®particules d’or sont loin de I'étre :
lorsque leur taille diminue, elles deviennent degucteurs puissants. C’est pourquoi dans le
cas des nanoparticules il est nécessaire de gremdcompte certains parametres spécifiques,
qui sont totalement absents des tests de toxicigssiques. Ces paramétres sont
principalement des parametres physicochimiquesols$ résumés dans le tableau suivant :

Taille

Taille Surface spécifique

Distribution en taille

Forme Forme

Composition chimique

Pureté

Composition chimique
Structure cristalline

Propriétés électroniques

Réactivité de surface

Fonctions chimiques en surface

Structure de surface
Recouvrement inorganique ou organiqye

Porosité

Solubilite

Stabilité physicochimique
Agrégation

On peut noter que certains de ces parametres s@ntiépendants (ex : taille et solubilité).
Une fois ces parameétres connus, il faut aussi peead compte ceux, plus classiques, mais

non moins importants, des tests de toxicité ine\étrin-vivo a savoir :
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? RE: realistic scenario; HE: high emission scenario.

nano-Ag nano-Ti0; CNT
unit RE HE RE HE RE HE
air ug m—3 1.7 x 1073 4.4 x 1073 1.5 x 1073 4.2 x 1072 1.5 x 1073 2.3 x 1073
water ug L1 0.03 0.08 0.7 16 0.0005 0.0008
soil g kg™’ 0.02 0.1 0.4 4.8 0.01 0.02

Tableau 2 Exemples de prédiction des concentratiomvironnementales en nanoparticules d’argent,

d’oxyde de titane et de fullerénes dans l'air, I'ea et le sol.

RE : Estimation réaliste, HE : Estimation en cas ddortes émissions (Mueller 2008)
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la dose testée
la durée d’exposition
la voie d’administration

la cible biologique

o O O O o

la composition de I'environnement dans lequel &ieeul’exposition.

La complexité de la matrice des parameétres éclairéifficulté a obtenir des données
standardisées pour I'ensemble des nanoparticulie$ors considére que chaque test de
toxicité doit étre réalisé au cas par cas, celaésgmterait une quantité énorme de tests et
engendrerait des colts colossaux. La toxiciténde®particules ne peut cependant pas étre
simplement extrapolée a partir d’autres systemga dtudiés. En effet, les résultats de
toxicité obtenus pour les particules ultrafines FPU ne sont pas automatiquement
transposables aux nanoparticules puisqu’elleséseptent sous forme d’aérosols hétérogenes
en taille et en polydispersités et que le contaeicales cellules pulmonaires s’effectue
directement dans le milieu de dispersion des PUEowtrario, les nanoparticules, qu’elles
soient synthétisées par voie liquide ou par voieegae, doivent subir un changement de
milieu au moment du contact avec les cellules pubires, ce qui peut entrainer une perte de

stabilité et des interactions nanoparticules-cediuifférentes (Colvin, 2003).

|.3.2 Particularités de la toxicité environnementale

Dans un passeé récent, les ateliers de recherchER¥ avaient mis en évidence des lacunes
dans les données nécessaires a une évaluationsdassr environnementaux. Elles étaient
résumées en trois interrogations : quelles quantétequels types de nanoparticules sont
produits dans I'industrie ? A quelles doses undilur est-il susceptible d’étre confronté?
Quelle est la voie la plus probable d’expositidbeé?nombreux rapports tendent aujourd’hui a
répondre de plus en plus précisément a ces questibrreste néanmoins encore des
interrogations notamment sur les doses a testdesunodeéles environnementaux. En effet,
ces études étant préventives, il n'existe a ceaogune base de données sur les quantités de
nanoparticules qui seraient potentiellement liberéans I'environnement. Quelques études
prédictives ont été réalisées sur la base de lduptimn actuelle de nanoparticules (par
exemple pour Ti@comme présenté dans le Tableau 2, Mueller and bkov2®08) ou encore
en extrapolant des mesures réalisées dans I'eméroent pour CefXParket al.,2008). De

plus, il est également possible de faire une distin entre les nanomatériaux dispersés
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(exemple d’applications : cosmétiques, lessiveslicagnents) et non disperseés (utilisés dans
les traitements de surface). Les nanoparticulgsediges ont potentiellement beaucoup plus
de chance d’étre retrouvées dans I'environnemeeétat de leur recouvrement de surface sera
déterminant et pourra, selon le contexte, induite augmentation ou une diminution de la
toxicité (Reijnders, 2006). Dans le cas ou les partcules sont sous forme non dispersée,
elles peuvent se retrouver dans I'environnemerésagvoir été détachées de leurs supports ou
matrices par une utilisation répétée, I'érosioncdarosion ou un nettoyage (ex : 60 % des
nanoparticules d’argent contenues dans les tissusperdues aprés 20 lavages, Reijnders,
2006).

Une nouvelle catégorie de chercheurs spécialisés ¢ « nanotoxicité » a vu le jour.
Plusieurs revues publiées par certains d’entre reeent en exergue les précautions et
recommandations a prendre en compte dans ce t@iedds. On peut notamment citer :
Hochella, 2002 ; Colvin, 2003 ; Dreher, 2004 ; Qldesteret al., 2005 ; Reijnders, 2006 ;
Barnard, 2006 ; Maynard, 2006 ; Kuzma, 2007 ; Kdadlet al., 2007 et Neal, 2008. lIs
insistent néanmoins sur le fait de considérer gradence toute tentative d’uniformisation
des protocoles sans une compréhension préalaliendeodes parametres mis en jeu (Colvin,
2003 et Nekt al.,2006).

.4 Présentation de I'étude

|.4.1 Description du modele

Le choix d’'un modeéle est une tache difficile. Erieefil doit étre a la fois adapté aux
exigences des protocoles expérimentaux, capablerégpendre a la problématique
fondamentale posée et cohérent d’'un point de vir@memental. Plusieurs aspects du
modele seront successivement discutés : le typeudeparticules étudiées, le choix du milieu

de contact, la cible biologique, et les durées pbsition et doses appliquées.

1.4.1.1 Choix des nanoparticules

Il existe une grande diversité de nanoparticulga démmercialisées qu'il serait intéressant
de tester. Dans cette étude nous avons choisi de cansacrer plus particulierement aux

nanoparticules d’'oxyde de cérium (G2CCes nanoparticules, dont les caractéristiquemte
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décrites dans le chapitre 11.2.2., ont été choipm# plusieurs raisons. Tout d’abord, elles se
présentent spontanément sous forme d'une dispestairie de nanoparticules de 7 nm
lorsqu’elles sont dans I'eau. Cette stabilité neessite I'ajout d’aucun composant additionnel
de type tensioactif ou polymere qui pourrait égaetrinteragir avec la cible biologique. Ce
sont donc des nanoparticules adaptées a une a@uodanfientale sur la compréhension des
interactions purement dues aux nanoparticules.Uf® oelles sont de plus en plus largement
utilisées (et envisagées) dans de nombreux prodwitsmerciaux (voir chapitre II) et
notamment comme additifs pour le diesel mais almsss les cigarettes (AMR Technologies
Inc. 2005 et brevets de Philip Moris USA, Inc.).phiori, leur utilisation va tendre a se
développer fortement dans les 10 prochaines anh&es. concentration dans les nappes
phréatiques et les sols augmentera alors également.

Il existe différentes voies de libération des namtpules dans I'environnement. Si les
nanoparticules se présentent sous forme d'aérogals exemple les gaz des fumées
d’échappement) elles toucheront en premier liewdsss respiratoires et les muqueuses. Les
risques engendrés par une inhalation de nanopagiae Ce®@ ont été évalués sur des
modéles cellulaires (Limbaokt al., 2005) et sur des modéles animaux (Retril., 2008) .
Nous les commenterons plus tard. Cependant, lésydas ne sont pas stables dans l'air a
long terme car la gravité et les précipitations agphériques les entrainent inévitablement

dans I'eau et les sols.

1.4.1.2 Choix du milieu liquide

Nous avons choisi d’étudier les interactions ebtetéries et nanoparticules dans un milieu
liquide. En effet, 'eau et I'air sont les transganrs les plus classiques des polluants dans
'environnement. Hommes, plantes, animaux et besédépendent de l'eau et sont
directement touchés par les toxiques qu’elle cahia cas de contamination. En outre, c’est
dans I'eau que la plupart des substances monganfrincipal impact sur I'environnement.
Elles peuvent y étre transformeées, dégradées aumatées de diverses manieres (Colvin,
2003). Nous ne disposons pas encore de donnéegssgsrésur les concentrations en
nanoparticules de CeQlans l'eau, cependant, des études prédisent umemation de
nanoparticules d'oxydes de Ti(plus importante dans I'eau que dans les autregeunil
(Mueller and Nowack, 2008). Si ce résultat estapdtable aux nanoparticules de Ged

confirme encore une fois la cohérence d’un modeélke @ontact a lieu dans I'eau.
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Dans cette étude nous avons choisi trois miliegxidies pour la mise en contact :

* le milieu de culture : milieu optimum et connu pos cellules mais pouvant
potentiellement interagir avec les nanoparticubes tles tests,

* I'eau synthétiqgue modérément dure : une des eaxmmandées par 'EPA (I'agence
ameéricaine de protection de I'environnement). Ckemnise rapproche des conditions
environnementales. Moins riche que le milieu deutalde laboratoire, elle contient
cependant plus d’ions que I'eau ultrapure et eatdunoins défavorable aux cellules,
et,

» l'eau ultrapure : milieu peu favorable aux celluhegis permettant une compréhension

fondamentale des interactions mises en jeu.

L’eau naturelle est un modéle environnemental adapis elle nécessite d’en connaitre sa
composition exacte. En effet, il existe une tréande variété d'eaux sur Terre et leurs
compositions, tres diverses, ont un impact crustialles conditions de vie de la flore et de la
faune environnantes. Il n’est évidemment pas plessib les tester dans leur intégralité, de
plus elles varient selon les conditions environnaiades (précipitations, température, etc.).
Pour pallier a cet inconvénient, I'EPA (I'agenceétitaine de protection de I'environnement)
a établi la liste des eaux synthétiques « modelg®wce, moyennement dure, dure...) et les
protocoles de préparation qui leur correspondeati fermet aux toxicologues d’avoir une
base commune de milieux tests pour comparer légtstats.

Notons également que de nombreuses études soiseesatians des milieux de culture de
laboratoire (ex : de bactéries ou cellules humjness derniers ne sont pas représentatifs
d’'un milieu environnemental naturel. En effet, centsdes milieux optimaux pour le
développement des cultures, c’est-a-dire richeawtriments ou/et minéraux (parfois méme
antibiotiques) qui peuvent interférer avec lesdoes testés. lls sont toutefois intéressants a
étudier car la biologie des cellules y est en gangarfaitement connue et maitrisée. Il est

donc plus aisé de comparer I'impact de différeoxsques.

1.4.1.3 Choix des organismes modeles

Potentiellement, une grande variété d’organismesdodiques pourrait étre la cible des

nanoparticules. Lorsque la toxicité étudiée esttoreité par voies aériennes, les études sont
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en général basées sur des animaux (ex : ratsspetrquelques fois sur des humains (ex :
effet des nanoparticules émises par le dieselsEiEcessitent un grand nombre d’individus
pour étre représentatives et sont, de ce faitémdment colteuses. Elles peuvent également
étre réalisées directement sur les cellules pulimesiamais donnent, dans ce cas, des
informations limitées au contact direct entre lemaparticules et la cellule. Elles ne
fournissent aucune donnée sur l'arrivée effecties thanoparticules jusqu’aux alvéoles
pulmonaires, ni sur leur état d’agrégation et déase au moment du contact avec la cellule.
De méme, il est difficile, a partir de données tolagiques réduites a I'étude de cellules du
derme, de conclure quant a une toxicité par voiange. Il faudrait préalablement vérifier la
pénétration des nanoparticules dans les couchésisuges de I'épiderme. Ceci nécessite des
coupes de peau en bon état (ce qui est colteud$peind de plus fortement des tensioactifs
utilisés pour stabiliser les nanoparticules. llstsen effet déterminants lors de la pénétration
cutanée.

Notre étude étant a visée environnementale, noumsawchoisi une cyanobactérie,
Synechocystiset une bactérie Escherichia coli comme modéles biologiques cibles.
Synechocysti@ppartient a la famille des cyanobactéries. Soit gé€nome entierement
séquence fait également d’elle un modéle d’étu@a lsonnu au laboratoire. De plus, les
cyanobactéries font partie du phytoplancton. Bibegnissent de ce fait une grande partie de
la biomasse aquatique et jouent un rble importantsdle maintien de la biosphére.
Escherichia coli,quant a elle, est une bactérie d'origine intestindlien connue par les
biologistes car elle sert souvent d’'organisme nmadéh effet, son génome est entierement
connu et séquencé et elle est 'outil de prédibecties biologistes moléculaires. Présente au
cours de sa vie, dans les intestins des mammifgues dans I'environnement, elle est

adaptable a des conditions de vie (pH, salinitépeas.

Ces deux organismes sont donc largement représedéds I'environnement et

particulierement dans l'eau. Premier maillon de daaine alimentaire aquatique, ils
constituent la porte dentrée des toxiqgues dangntmnde animal notamment par des
phénomenes de bioaccumulation. Fréquemment obsdaréele cas des métaux lourds, la
bioaccumulation est la capacité d’'une substance, qggradable et peu métabolisable, a
s’accumuler dans un organisme. Elle s’accentue @aoutong de la chaine alimentaire, les
prédateurs en bout de chaines alimentaires somt ckunx qui seront les plus touchés. On

comprend de ce fait pourquoi une toxicité des nartaules vis-a-vis des (cyano)bactéries
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Cérium %*8Ce

* Nom : CeO,
* Taille : 7nm de diametre
» Utilisation: aditif du diesel

Image de microscopie aforce atomigue (mode
Tapping) d'une monocouche de nanoparticules de
Cel,

Synechocysis PCC6803

Cyanobactérie photosynthetique
{Gram -)
de forme sphérique, @ ~1um

Figure 7 Choix du modéle d’étude : cycle de vie deanoparticules de CeQ et impact environnemental
potentiel.
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aura un impact indirect, a plus ou moins long tersue toute la chaine alimentaire ; chaine

alimentaire dont nous faisons partie (Figure 7).

1.4.1.4 Choix de la dose et du temps d’incubation

La dose administrée et le temps d’incubation sestghrametres fondamentaux lors des tests
de toxicité. lls sont difficiles a choisir lorsgu’'n’existe encore aucune donnée sur les
concentrations environnementales et donc sur upes#ion éventuelle. D’'apres le profil
chimique de l'oxyde de cérium, établi en 2006 patedrated Laboratory Systems pour
différents instituts de santé européens, il n'exiaticune donnée sur la concentration des
nanoparticules de Ce(Qdans l'eau. lls estiment cependant que les souetegoies de
libération des nanoparticules dans I'environnenmsarit similaires a celles du Cg@on
nanométrique. D’apres ce rapport, la concentradesiterres rares (dont le cérium fait partie)
ne dépasse pas le ng/L dans les eaux de surfagevémnche, jusqu’a 1,7 ppm de cérium ont
été retrouves dans des eaux souterraines contampaéaine fuite d’eaux usees rejetées par
une mine en Californie. Au Japon, 35,4 ppm de c&érant été retrouvés en 2001 dans des
boues d’épuration. Aucune trace de cérium n'a cdpeinété trouvée dans les boues de
stations d’épuration américaines jusqu’a présefapi@s les mesures réalisées par Rarki.
(2008), l'air ambiant, a proximité de zones urbaingilisant des additifs diesel aux
nanoparticules de CeQOcontient dans le pire des cas mesurés (Newcdsbelg de cérium
par n? d'air. Ce sont des concentrations extrémementeitnais qui ne sont pas forcément
en rapport avec les concentrations trouvées deas.'Malgré le manque d’informations sur
les risques d’exposition réels, nous considérerpriscipalement dans cette étude des
concentrations inférieures ou égales a 700 ppmed®.CCes concentrations surestiment, a
priori, trés largement les concentrations attendias I'environnement. Nous restreindrons,
dans certain cas, les intervalles de concentratims$ées pour nous consacrer a la

compréhension des phénomenes aux plus faibles.doses

En ce qui concerne les temps d’incubation, étamndoque la majorité des tests ont été
effectués dans I'eau ultrapure et que les bactéreepeuvent pas y supporter un séjour
prolongé, les temps d’incubation seront limités la En effet, pour des temps plus longs, le
nombre de cellules viables dans les témoins chatendniere trop importante. Les tests
réalisés dans les milieux de culture ont été résliapres 3 h mais également 24 h

d’incubation.
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1.4.2 Les études de nanotoxicité appliqguées aux bactéries

Avant de commencer a commenter notre étude, ndassaétablir une revue rapide des
études qui ont été réalisées a ce jour sur degsrsgstproches du nbtre. Les mises en contact
(milieu solide, liquide), les tests de toxicité ifgaage de colonies, croissance, perméabilité
membranaire...), le type de nanoparticules (taibbemnie, dispersant) et les bactéries different
selon les auteurs. Cette diversité rend la congraraifficile, nous allons cependant tenter
d’en extraire des conclusions générales pour lespeticules suivantes : oxydes de zinc,

oxydes de titane, argent, or et oxyde de cérium.

La toxicité des nanoparticules d'oxyde de zinc (ZaCeté étudiée a la fois en milieu solide,
le contact avec les bactéries s’effectuant suremijélosé( Huanet al.,2008 et Reddet al.,
2007), et en milieu liquide (Braynet al., 2006, Frankliret al., 2007, Reddet al., 2007, et
Zhang et al., 2007). Les nanoparticules de ZnO étant égalemanisagées pour des
applications textiles (coton autonettoyant), cedaiests ont été réalisés par immersion de
tissus imprégnés de nanoparticules dans de I'deapute avec les bactéries (Vigneshwaran
et al., 2006). De méme que pour les nanoparticules de Fr¥nanoparticules de TiGont
etudiées pour leur effet bactéricide sous diff@eribrmes : en suspension liquide (ébal.,
2005 et Verraret al.,2007), en dispersion sur milieu gélosé (Adanal., 2006), adsorbées
sur des fibres de coton (Daoatlal., 2005 et Qiet al.,2006) ou bien encore sur des couches
minces fonctionnalisées pour un effet bactériciddalifard et al., 2007, Kiwi and
Nadtochenko, 2005 et Sunaetal.,2003). Nous avons déja ici un apercu de la mudtipl
des protocoles appliqués dans ce type d’étudediffieulté qu’elle engendre pour comparer

les résultats.

1.4.2.1 Présence de nanoparticules intra- et extraceksair

Huanget al.,2008, et Brayneet al.,2006, observent la présence d’inclusions riclhnezrec a
l'intérieur de bactéries mises en présence de ratioples de ZnO. Celles-ci, de composition
cristalline différente de celle des nanoparticusesit attribuées a une probable dissolution des
nanoparticules, puis a l'internalisation et préeipon des ions Zii dans les bactéries. En
effet, contrairement aux cellules eucaryotes dantmlembrane cellulaire est capable
d’'invagination (endocytose, phagocytose), les canemmiques bactériens sont, dans la

majorité des cas, trop petits pour permettre uneernalisation des nanoparticules
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(Moore, 2006). Les ports les plus larges sont adilisés lors de la sécrétion de protéines

destinées a la membrane extérieure de la bacieéaedtre libérées dans le milieu de culture.

Ces pores sont théoriguement suffisamment largesr gmermettre le passage de
nanoparticules de 1-9 nm, mais également la parteytoplasme cellulaire. Il est donc
probable qu’ils soient fermés et donc inaccessialesnanoparticules (Neal, 2008). Certains
cas d'internalisation de nanoparticules (d’argeditn®n) sont cependant observés chez des
bactéries traitées aux antibiotiques. Celles-ct purs perméables aux nanoparticules que les
bactéries non traitées (>ai al.,2004).

Dans I'environnement, les bactéries sont parfdisrggine de la formation de nanoparticules
« naturelles », intracellulaires ou précipitées w# polysaccharides extracellulaires. Elles
sont en général le résultat d’'une détoxificatiamnme dans le cas des nanoparticules de U,
Pb, Cu, Al, Cd (détectées en présenc8alillus sphaericusPolimanret al.,2006) ou d’'une
biominéralisation, (exemple des nanoparticules dieeschez la bactérieShewanella

oneidensis,Furukawa and O'Reilly, 2007).

Dans notre cas il sera donc intéressant de reakretahprésence ou non de nanoparticules
intracellulaires et, dans le cas positif, vérifigr elles sont dues a une dissolution des

nanoparticules.

1.4.2.2 Influence de la taille, dissolution et agrégati@s danoparticules

En milieu solide, la toxicité des nanoparticuleZt® de 100 nm est trés importante pour les
fortes concentrations (supérieures a 12 mM) (Huztngl., 2008). Or Braynekt al., 2006,
montrent que des nanoparticules de 10-15 nm pesenn effet bactéricide pod. coli a
des concentrations nettement plus basses : 1,3Q@elendant, d’apres Franklat al., 2007,

il N’y a pas d'influence de la taille des nanoparis, ils observent en effet des toxicités
identiques pour des nanoparticules de ZnO de 3quepour des microparticules de ZnO ou
pour la forme ionique : Zngl De méme, pour Zhanet al., 2007, la concentration des
nanoparticules de ZnO est plus importante que liltes. Les ions Zii libérés lors de la
dissolution des nanoparticules semblent de noug&aua l'origine de I'effet bactéricide. Ce
phénomene de dissolution est aussi mis en exem@uErpnklinet al., 2007. Dans notre cas,
les nanoparticules de Ce@e sont pas connues pour étre tres solubles raaislevra étre a

vérifier.
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Comme pour les nanoparticules de ZnO, il existecdesradictions quant a I'effet joué par la
taille des nanoparticules de HiGPour Adamset al., 2006, et Verraret al., 2007, elle n'a
aucun effet, tandis que pour €lial.,2006, la toxicité augmente lorsque la taille din@nCes
différences proviennent probablement des différert®e composition des nanoparticules et
des conditions dans lesquelles les tests de téxicit été réalisés, les nanoparticules peuvent

notamment avoir tendance a s’agréger (Veetaal.,2007).

De méme, les nanoparticules d’'argent s’agrégens das électrolytes forts. Par ajout
d’albumine de sérum bovin (BSA) I'agrégation esité® et I'activité bactéricide conservée
(Lok et al.,, 2007). Sondi and Salopek-Sondi, 2004, observerdlegent que les
nanoparticules d’argent métalliques sont toxiqguaguement lorsque le contact a lieu sur un
milieu solide contrairement au milieu liquide o8 e notent qu'un retard de croissance.
D’aprés ces auteurs, I'explication tient a I'agima des nanoparticules d’argent avec les
composants intracellulaires des cellules morte® 1dis les nanoparticules agrégeées, elles ne
sont plus bactéricides, ce qui permet aux autretébas du milieu de se développer
normalement. A noter que la présence de peptidgsogéines extracellulaires provoquent
également la précipitation des nanoparticules (sloet al.,2007).

Comme pour la dissolution, l'agrégation est un tygénstabilité courant pour les

nanoparticules, nous I'étudierons lors des tests 8s NPs de CeO

1.4.2.3 Toxicité engendrée par la production d’espécesataires oxydantes
(ROS)

Les nanoparticules de Ti(présentent systématiquement un effet bactéricide apmme
celui des nanoparticules de ZnO (Adaghsal.,2006), est accru sous I'effet d’'une irradiation
(Adamset al., 2006 et Daouet al.,2005). Les nanoparticules sont en général adseée
la paroi cellulaire par des forces électrostatiques toxicité serait alors provoquée par la
proximité des nanoparticules avec la membranelaetuet par la libération de ROS (especes

radicalaires) produites lors des réactions suasant
TiO, +hv — TiO, (0" +¢€)
e+ 00— Oy
Oy +2H +€ — HyO,

H,O, + O —*OH + OH+ O,
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0"+H0— ‘OH +H

En effet, les ROS générées par I'oxydation des panicules (TiQ et ZnO notamment)
provogueraient des réactions radicalaires en chalestructrices (peroxydation lipidique)
dans la couche de lipopolysaccharides bactériezs d€rniers résistent par ailleurs moins
bien a l'irradiation en présence de Fique les peptidoglycanes (analyses par ATR-FTIR,
Kiwi and Nadtochenko, 2005). Sunaglaal.,2003, démontrent notamment qu’il y a
destruction de la membrane externe puis interke ablien présence de nanoparticules de
TiO,.

Dans certains cas, la présence de nanoparticulieslei@nes (Fangt al.,2007) entraine une
modification dans la synthese des acides gras rEmsePseudomonas putiddiminue la
synthése des acides gras « classiques » au piafities gras cyclopropaniques, tandis que
Bacillus subtilissynthétise plus d’'acides gras monosaturés. Ce#igadidns sont supposées
étre induites afin de protéger la membrane cefelldes ROS. La fluidité membranaire est
augmentée dans les deux cas. Des particules de ddgplémentées en £{Stoimenovet

al., 2002) semblent provoquer également des dommagesbrapaires importants.
Cependant, les étapes de lavages a l'acide chlogod et ascorbique utilisées de fagon
préliminaire aux observations en microscopie ébmitjue et a force atomique, jouent

vraisemblablement un réle non négligeable surltésations observées par les auteurs.

Nous Vérifierons donc les mécanismes d’oxydorédactngendrés lors des interactions
nanoparticules-cellules par des techniques analsigpermettant de définir la spéciation des

atomes de cérium.

1.4.2.4 Influence de la composition des nanoparticules

Les nanoparticules d’argent sont déja courammeligégs pour leurs propriétés bactéricides.
Lok et al., 2007, ont cependant démontré que I'état d’'oxydaties nanoparticules joue un
grand r6le dans leur pouvoir bactéricide. En efetjles les nanoparticules d’Ag contenant la
forme oxydée sont toxiques au contraire des natioplkas métalliques (de degré d’oxydation
nul). La toxicité augmente lorsque la taille demagarticules diminue ce qui est directement
corrélé avec une augmentation de la fraction d'idg5adsorbée en surface des particules. A
contrario, les nanoparticules de maghémite®Fet de magnétite (B&*) sont moins
bactéricides que les nanoparticules de fer au dgrgdation zéro (these de Mélanie Auffan
2007). Selon les mémes auteurs (Aufenal. 2006), les nanoparticules de maghémite

stabilisées par un tensioactif (DMSA : acide dimaptosuccinique) ne montrent aucune
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toxicité sur des fibroblastes. Ceci est attribudaaprésence du tensioactif qui limite

l'interaction électrostatique entre les nanopaltisiet la membrane cellulaire.

Des nanobatonnets d’or fonctionnalisés avec deisoaps bactériens spécifiques et sous
irradiation (Normaret al.,2008) montrent une toxicité importante. En revanda présence
de ces nanobatdnnets d’or non fonctionnalisésret seadiation n'a aucun effet toxique sur
les mémes bactéries. L'effet bactéricide nécessite une proximité des nanoparticules avec
la paroi bactérienne et une activation lumineusgofhs également, qu'il n’existe pas, a notre
connaissance, d’'études ayant démontré des diffiésematables de toxicité bactérienne pour

des nanoparticules de composition identique mafsraees différentes.

Dans cette étude, nous testerons notamment I'mfliele la présence d’'un polymere (I'acide

polyacrylique) en surface des nanoparticules de,Geala toxicité cellulaire.

1.4.2.5 Comparaison toxicité humaine et bactérienne — @ad’'akyde de
cérium
En ce qui concerne la toxicité des nanoparticulesyde de cérium contenues dans le diesel,
elle a été récemment investiguée par Rardl., 2008. lls ne concluent a aucun effet toxique
lors des tests d'irritation de la peau, des tegtstoxiques sur des cellules épithéliales, et a
aucune mutagénése bactérienne (test de Ames). &Homémes auteurs, a 1000 pM le
cérium n'aucun effet sur la viabilité cellulairentmirement aux oxydes de cuivre, de zinc et
de titane. En revanche, Limbadt al., 2005, montrent une importante absorption des
nanoparticules de Ce@ans des fibroblastes. L'absorption est dépenddaté taille des
nanoparticules et de leur capacité a former deégags qui seront absorbés. L’absorption
cellulaire semble dépendre du potentiel zéta despwticules de CePatil et al., 2007).
En effet, les nanoparticules de potentiel zétatihesdsorbent plus facilement sur la BSA au
contraire des nanoparticules chargées négativergantsont, elles, préférentiellement
absorbées par les cellules. Cette absorption nblesarependant pas néfaste puisque plusieurs
publications tendent a démontrer un effet bénéfigae nanoparticules de Cg®ur des
neurones de rat (Dast al., 2006), des rétines de rat (Chenal., 2006b) et (Cheret al.,
2006a) et des cellules nerveuses (Schudieat., 2006).

Les publications concernant la toxicité des nanopdes de Ce@sur les bactéries ne sont
pas aussi nombreuses et il est impossible d’exgapomplement une toxicité ou son absence
sur des cellules de mammiféeres (cellules eucary®e)0 um capable d’endocytose) a une
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toxicité bactérienne (cellules procaryotes de 1 merpratiquant pas d’endocytose). Ceci a
notamment été montré dans la publication de Reeldyl., 2007, ou la toxicité des
nanoparticules de ZnO est nettement plus importpote les bactéries que pour les cellules

humaines.

Le but de l'étude qui va suivre est d’investigueass |interactions biologiques et
physicochimiques entre nanoparticules et bactédies de comprendre les mécanismes de
toxicité qu'implique I'échelle du nanometre. Nousmparerons les résultats obtenus avec la
cyanobactéri&ynechocystia ceux obtenus avec la bactégiecoli afin d’étudier I'impact du
choix du modele biologique, et ceci dans différemiBeux de contact pour une meilleure
compréhension des phénomeénes susceptibles de s@irpradans I'environnement en
présence des nanoparticules. Nous prendrons notaimpagticulierement en compte les
phénomenes susceptibles d’'induire une agrégatiatissolution des nanoparticules, ainsi que

leur état d’oxydation lors d’'une interaction aves tellules.
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Chapitre Il : Présentation des modeles

.1 Présentation des modeles biologiques

Dans la partie suivante, nous allons présententiieles biologiques de cette étude a savoir :
Synechocystiscyanobactérie appartenant au phytoplancton é&ri@ihe d’'une importante
partie de la biomasse pour les chaines alimentameatiques et I'hnomme ; &scherichia

coli, entérobactérie colonisatrice de l'intestin desnméféeres.

1I.L1.1 Synechocystis

Le premier modele bactérien que nous avons utdiséde cette étude eSynechocystiBCC
6803. Cette bactérie appartient a la famille desobpactéries, organismes qui jouent un réle
tres important pour le maintien de la biosphere. &fet, riches en protéines et
polysaccharides elles participent a la productiemacbiomasse pour la chaine alimentaire, et,
en tant qu'organisme photosynthétique, au renoemwalht de I'oxygéne de I'atmosphere et a
limitation de I'effet de serre (Partenskyal.,1999 et Zehet al.,2001).

11.1.1.1 Cyanobactéries

» Description générale
Comme les plantes et les algues, les cyanobactffextuent la photosynthése oxygénique.
Pour cela, elles utilisent des pigments collectelertumiére tels que la chlorophylle (pigment
vert) et la phycocyanine (pigment bleu typique dganobactéries). Ceux-ci captent et
convertissent I'énergie solaire en énergie « biglag » (ATP) qui permet I'assimilation du

carbone atmosphérique en matiéres biologiquesgsucr

L’abondance de la cyanophycine, relativement a Herophylle, est responsable de la
coloration bleue-verte des cyanobactéries. C’esuideur a valu pendant longtemps leur
nom d’algues « bleues » ou cyanophycées (enlgracossignifie « bleu »). Elles ont par la
suite été rebaptisées cyanobactéries lorsqu'ilapgiaru qu’elles ne possédaient pas de
membrane nucléaire entourant leur génome, au @antde tous les eucaryotes (algues,
plantes, animaux). Plus précisément, les cyanobestsont des procaryotes de type « Gram
négatif », c’est-a-dire que leur paroi bactérieniest pas capable de fixer la coloration dite
de « Gram » au contraire d’autres bactéries dit8sa positif ».

Il existe une grande diversité d'especes de cyatéhas qui représentent un groupe

génetiquement et morphologiquement tres hétérogene.
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Photo 1 — Quelques exemples de la diversité morplogique présente chez les cyanobactéries. [Crédit :
http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/index.html]

Oscillatoria

Efflorescence de Microcystis dans un parc
de Pekin.

Stromatolites
Photo 2 — Quelques exemples de la présence de cyzawiéries dans I'environnement. [Crédit :
http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/index.html]

72



Chapitre Il : Présentation des modeles

Les cyanobactéries peuvent se présenter sous forioelulaire ou filamenteuse (les cellules

filles restent accrochées aux cellules méres)sBEmnt planctoniques ou agrégées en biofilm
(Photo 1). Les divers pigments (chlorophylles \&rtaroténes orange, xanthophylles jaunes,
phycocyanine bleue et phycoérythrine rouge) quidesiposent peuvent leur donner des

couleurs trés variées (jaune, noir, vert, bleunhri.

* Habitat
Trés présentes dans les océans et les lacs, sjalknt un réle important notamment dans le
cycle de l'azote, les cyanobactéries sont présatars de nombreux environnements (Photo
2). Elles se retrouvent aussi bien dans les milegeux (mer, lac), que dans les sols ou des
environnements extrémes : glaces polaires, sost@sdes et sables du désert (Garcia-Pichel
and Pringault, 2001). Leur croissance est favons¥eune eau alcaline riche en minéraux et
autres éléments nutritifs. Les cyanobactéries seldgpent également bien dans divers
milieux pollués par l'activité humaine (surabondarde phosphates et nitrates ou métaux
lourds) et ont de ce fait un vrai potentiel poubilaremédiation (pour exemple voir Dogti
al., 2007).

* Génome

Leur information génétique est portée en majeurégppar une grande molécule circulaire

d’ADN (acide désoxyribonucléigue) qui code la pldpdes fonctions biologiques des

cyanobactéries. En plus de ce chromosome, la plaesr cyanobactéries possedent un ou
plusieurs plasmides qui sont de « petites » modéscdlADN capables de se répliquer de
facon indépendante du chromosome. Ce(s) plasmide@@(nt) pour diverses fonctions qui

peuvent avantager la propagation des cyanobactédass certaines conditions

environnementales.

Nous utiliserons ces caractéristiqgues génétiqussd® la construction de mutants.

11.L1.1.2 Synechocystis PCC6803

bY

Nous allons nous consacrer a présent plus padremfient aux particularités de la
cyanobactéri&synechocysti®BCC6803 qui a été utilisée lors de cette étude.&€té choisie
car son génome est, depuis plusieurs années, tparéit séquenceé et manipulable. Elle est

de ce fait couramment utilisée pour étudier lest@sces aux toxiques.
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Photo 3 - Photographie en microscopie optique d’'uneulture de Synechocysti$¥CC 6803 en phase
exponentielle. Présence de cellules en division (diets) et de cellules individuelles (singulets).

Membranes 1
thylakoides |

Phycobilisomes

Ribosomes

Photo 4 - Photographie MET, d’une coupe de bactéri8ynechocysti®CC 6803 obtenue au laboratoire et

interprétée d’apres les travaux de Van de Meenet al, 2005.
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» Description générale
Synechocysti$CC6803 (Pasteur Culture Collection 6803) estedgaht déposée dans la
collection américaine sous le numéro ATCC27184 p(Hirww.lgcpromochem-
atcc.com/common/catalog/numSearch/numResults.d¢fmlge pour la premiére fois en 1968
dans un lac d’eau douce, elle est une des cyar@lmctes plus étudiées. Sa capacité a
pousser aussi bien de facon autotrophe qu’hét@imerden I'absence de lumiére mais en
présence de glucose), ainsi qu’a étre facilenmamisformable par de 'ADN exogéne (elle
adsorbe naturellement 'ADN du milieu extérieurjy fait un modele privilégié pour les
études sur la photosynthése ou I'adaptabilité tacm stress environnemental (Koksharova
and Wolk, 2002).

* Habitat
Synechocystigst une cyanobactérie d’eau douce mais elle stgppependant des salinités
deux fois supérieures a celle de I'eau de mer @adoret al., 1983). En laboratoire, elle est
généralement cultivée dans le milieu BG 11, mitiehe en minéraux, ou dans le milieu MM
(ce qui est le cas de cette étude) qui est unumBi&11 enrichi en carbonate de sodium et

tamponné a un pH Iégérement alcalin (pH=7,5) (Matériels et méthodes).

* Morphologie
Synechocystifait partie des cyanobactéries unicellulaires eghés de diamétre 1 a 2 um
(Photo 3). La Photo 4 présente les principaux domasits de sa structure cellulaire (résultat
obtenu au laboratoire par une observation MET agnégtion, coloration et coupes
microtomes d’une culture d&ynechocystiPCC 6803). L'interprétation a été réalisée d’apres
les travaux de van de Meeetal.,2006.
Comme toutes les bactéries Gram négatives, leugl@mpe cellulaire est composée d’'une
couche mince de peptidoglycanes adjacente a la namelrytoplasmique. Elles possédent
€galement une membrane extérieure composée delygapcharides et de phospholipides
de charge de surface négative. Les cyanobactérigéreral, eBynechocystien particulier,
contiennent un systéme complexe et trés organiséméenbranes internes appelées
thylakoides (structure en forme de sacs aplatiaipsDes thylakoides ont lieu les mécanismes
de transfert d’électron pour la respiration et totpsynthese. Cette derniere s’effectue par
lintermédiaire des phycobilisomes, complexes pout€és contenant les pigments
photosynthétiques.
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£ = W

Photo 5 BactériesE. coli observées en MEB. [Crédit : Rocky Mountain Laboratries, NIAID, NIH]
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[1.1.2 Escherichia coli

Le deuxieme modéle biologique que nous avons é@fitiss de cette étude est I'entérobactérie
Escherichia colRR1. Modele bactérien privilégié des laboratoites;oli se distingue par sa
rapidité de culture (temps de génération de 20-30) mt par un génome entierement

séquence et bien connu.

» Description générale

Escherichia coliappelée égalemeBt coli) est une bactérie Gram négative de la famille des
Enterobacteriaceagui colonise I'intestin des mammiféres. Tres catgachez I'étre humain,
elle a été découverte en 1885 dans des selleswutassons. Certaines souches peuvent étre
pathogenes et a l'origine de gastroentérites, fitfias urinaires, méningites ou septicémies.
Les souches non pathogenes constituent la florefi@mne dominante des intestins de leur
hote. Elles peuvent leur fournir de la vitamine éf2es protégent d’invasion par des bactéries
pathogenes. L’'ancienneté de la découverte de setiehe ainsi que sa facilité de culture en

font le modeéle bactérien le mieux connu actuelledmen

* Habitat
Leur habitat normal est I'intestin des mammiferaajs elles peuvent également survivre dans
un environnement extérieur. La présenck. dtoli donne alors des renseignements sur la
contamination fécale d’'un endroit.
E. coli peut vivre aussi bien de maniere anaérobie qué&Eret double sa population en 20
min. Cette caractéristique permet d’obtenir desuces en phase stationnaire en moins de
deux heures apres repiquage. Afin de se rappraananieux des conditions naturelles de
croissance (intestinsk. coli est cultivée au laboratoire a 37°C a l'obscuritéagitée. Le
milieu de culture utilisé est riche en nutrimemsans cette étude nous avons utilisé un milieu

classique : Luria Bertani (LB) (voir matériels eétimodes et Sambrook 1989).

* Morphologie
Escherichia Coliest une bactérie en forme de batonnet (bacilldpigueur moyenne 1 a 2
um et de diametre d’environ 0,4 um (Photo 5). Nawusns utilisé la souche sauvage RR1

(voir matériels et méthodes). Elles sont, comme&yasobactéries, gram négatives.
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1.2 Présentation des nanoparticules de £eO

11.2.1 Applications industrielles de nanoparticules (N&sCeQ

Les nanoparticules utilisées dans cette étude destnanoparticules d’oxyde de cérium

CeQ.

» Généralités sur le cérium
Le cérium fait partie de la famille des lanthaniégmlement appelés terres rares (nom peu
approprié car certains éléments ne le sont pag)étiem est I'élément le plus abondant de ce
groupe.
Découvert en 1803, le cérium est un métal grisrdargent le nom fait référence a I'astéroide
Céres découvert deux années auparavant. Il e&rfemit malléable, s’oxyde rapidement a

I'air et réagit facilement au contact de I'eau e$ @cides.

Il posséde deux niveaux d’oxydation :'Cet C&".
Ces deux oxydes possedent des réactivités tréseatites :
o Cé" : réducteur fort en milieux basiques

o Cé" : oxydant fort en milieux acides

Carte d’identité du cérium

= Numéro atomique : 58

= Configuration électronique : [Xe] <

= Masse atomique : 140,116 u.

» Présence : dans certains minerais tels que la riter@@e(PQ)

» Utilisations industrielles de I'oxyde de cérium
La premiére utilisation de l'oxyde de cérium a s$eé&v la fabrication de manchons
incandescents servant a I'éclairage pour le gadliée Il est encore utilisé dans la fabrication
de I'éclairage au gaz pour le camping.
Les oxydes de cérium sont tres présents dans $tnidudu verre et des céramiques. lls sont

notamment utilisés sous forme de suspensions agsi@asir polir les verres d’optique (ils
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remplacent actuellement les suspensions d’oxydefenleDe plus ils servent d’agents de
décoloration des verres. En effet, 'oxyde de gérgert & oxyder les ions £gtrés colorés)
en ions F& (pouvoir colorant plus faible). Grace a leurs piéggs d’absorption des UV, les
oxydes de cérium sont également utilisés dans éeew de lunette. Dans les émaux et
céramiques, les oxydes de cérium sont utilisés a@rmopacifiants au méme titre que les

oxydes de titane.

Couramment utilisés en catalyse, les oxydes deurbérse retrouvent parfois dans le
revétement des parois des fours autonettoyantsofis plus largement utilisés dans les pots
catalytiqgues des voitures ou ils jouent le rolerégulateurs de la teneur en oxygene grace a
leurs caractéristiques redox. lls permettent aifisiugmenter le rendement des pots
catalytiques qui assurent la conversion du CO ep &@@es hydrocarbures imbrdlés en,CO
et HO. lls permettent de diminuer les fumées noires gEs d’échappement. Ils sont

eégalement utilisés comme additifs au diesel.

» Utilisations industrielles des nanoparticules d’oxgle de cérium
Les utilisations industrielles des nanoparticulasyble de cérium (Ceg sont proches des
utilisations des oxydes de cérium.
Oxinica commercialise notamment un additif constitie nanoparticules de Cefabilisées.
L'utilisation de cet additif ne nécessite pas dedifier le moteur. Son ajout (5 ppm) a du
diesel permet de réduire les émissions de fuméeagtomiser le diesel grace aux qualités de
catalyseur d’oxydation et de combustion des natiopées d'oxyde de cérium. Cette
entreprise dit avoir pratiqué des tests environméaux et toxicologiques prouvant
innocuité de leurs produits.
Rhodia est également producteur de produits a d@s@noparticules de CeQtilisées dans
un additif pour diesel ainsi que dans un revéteraatitUV pour le traitement du bois.
Les nanoparticules d’aluminium modifiées par deseterares (dont le cérium) permettent
d’améliorer la stabilisation thermique des fuelzd®@a, 2006). Les nanoparticules d’oxyde de
cérium ont également des applications potentietlass la formation d’alliages a base
d’aluminium ou chrome pour des applications a htengpérature (Patét al.,2002), dans les
cellules photovoltaiqgues des panneaux solairesnf€at al., 2004), ou encore comme

traitement antireflet pour les optiques( Krognedal.,2005).
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Les nanoparticules d’oxyde de cérium offrent dondange spectre d’applications (additifs de
fuel, catalyseurs, traitement anti-UV et antirgfebutilisation courante. Ces applications vont
probablement se diversifier encore dans les proeBaannées grace aux récents travaux
portant sur leurs caractéristiques particulieregamment leurs qualités de protection et de
régénérescence des cellules neuronales (Tarnetzal, 2005 et Daset al., 2006). Leur
présence dans I'environnement n'est pas rare d@tnaamenée a s’amplifier, il est donc
important d’étre parfaitement conscient de leutsractions avec I'environnement et de leur

toxicité potentielle.

11.2.2 Caractéristiques morphologiques des NPs de,Qélsées

lors de cette étude

11.2.2.1 Obtention des suspensions de NPs

Les nanoparticules d’oxyde de cérium utilisées degtte étude ont été synthétisées par
Rhodia. Elles ont été obtenues par précipitaticnsis de nitrate de cérium TENO3 ),
dans une solution de pH tres faible (Chane — Chirexjet européen 1987).

Le précipité a la formule globale suivante :
CeQ(HNO3z)o,5(H20) 4.

Les nanopatrticules utilisées dans cette étude pagarées par remise en suspension du
précipité (fourni sous forme de poudre jaune) dém$eau ultrapure. Si la concentration en
nanoparticules est assez élevée, le pH de la ssispeest suffisamment acide (entre 0,5 et
2,5) pour permettre une dispersion spontanée esuspension stable transparente de couleur
jaune pale. La poudre dispersée, a une concemratn CeQ@ égale a 20 g/L, donne
systématiqguement une dispersion a un pH de 2.

Il est possible d’obtenir des nanoparticules d'exyde cérium par d’autres procedes :
mécanismes méchanochimiques étial., 2005), chauffage par microondes et sonochimie
(Wanget al.,2002), synthése hydrothermique (Mdial.,2005), etc. Les formes et tailles des
nanoparticules obtenues différent suivant le moelesghthése utilisé. Pour un exemple de
nanotiges d’'oxyde de cérium obtenues au laborapairda méthode hydrothermique (M#i

al., 2005) voir en annexe (p.309).
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0,1 1 10 100
Diameétre (nm)

Figure 8 Distribution en volume du diameétre hydrodynamique de nanoparticules de Ce©d'une
suspension a 10 g/L. Analyse multimodale.

Photo 6 Image AFM de NPs de Cefdéposées sur lame de mica. Les images ont été abis en mode
tapping.
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11.2.2.2 Morphologie des NPs

La mesure en diffusion de lumiére (Figure 8) etodervation en microscopie a force
atomique (AFM) de nanoparticules déposées sur lameesmica (Photo 6), montrent une
distribution assez homogene de tailles (5 a 7 tmlpdorme. Des mesures de potentiel zéta
donnent un point de charge nulle (voir chapitrg all10,2 pour la poudre humide (Nabavi
al., 1993).

La morphologie des nanoparticules a été plus prgwmsat caractérisée par diffusion centrale
des rayons X. Le diagramme d’'une suspension a 2dg/CeQ est reporté dans la Figure 9.
La gamme de q (vecteur de diffusion entre le raymrident et le rayon diffusé) est
suffisamment large pour que I'on observe a petifs'est-a-dire a petits angles de diffusion)
la saturation de I'intensité (et donc I'ensembldalparticule), et la limite de Porod a grand g
qui permet alors de mesurer la surface des pagtcllanalyse a été effectuée comme suit. A
g=0, lintensité diffusée par une suspension detifra volumique@ de nanoparticules de
volume moyen (en volume) <V> vaut :

1(q=0)=p<V>(Lp)y 1)
OuAp est le contraste de densité de longueur de diffusitre la particule et I'eau.

On peut calculer I'intégrale Q:
Q= lg’dg 2)
0

qui, d'apres un théoréme général, vaut également:

Q=27¢(1- ) BpY 3)

En couplant (1) et (3) on obtient aisément une meedu volume <V> de la particule:
<V >= 277 % (4)

Dans le cas des particules étudiées, les donndadidare 2 conduisent a :
1(0)=1925m" et Q=1,06 18 m™, d’ou I'on déduit :
<V>=36 nn?’
Ce résultat ne nécessite pas la connaissance filactioon volumique ni de la densité de

longueur de diffusion de CeO
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Figure 9 Courbe de diffusion des rayons X (SAXS) bdenue pour une suspension de nanoparticules

d’oxyde de cérium a 20 g/L.
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On peut cependant pousser I'analyse plus loin. @ampy, la densité de I'oxyde de cérium

ona:

P2

M

CeQ w

p=C et Bp=p(Ceq)-p(H,0= ("

o M. ) ()

H,0

ol Z2* est le nombre effectif d'électrons diffusants deOg (respectivement ) qui
peuvent étre obtenus a partir de table de ladiitée. (NB : ce nhombre varie légerement avec
la longueur d’'ond@ du rayonnement X utilisé).

En injectant les relations (5) dans I'’équation (8)voit que I'on peut obtenir la densité de

'oxyde de cérium a partir des données expérimestadn obtiento, =7,2 g/cni en accord

avec la densité nominale de I'oxyde de @2 g/cni). On en déduit que les particules
d’oxyde de cérium sont donc bien denses et nonupess On peut ainsi calculer leur masse
moyenne par mole de particules :

Mw=<V>p,=155000 g/mol

Il existe un second théoréme de la diffusion cémtlas rayonnements qui permet de calculer
la surface spécifique des particules. Il utilisedécroissance observée aux grands angles ou

lintensité décroit comme™ On a alors :

P=li Igq* =2 Span Ap)? 6
=lim,_, 19" = ﬂwv—( 0) (6)

part

Expérimentalement, nous obtenons P=310, ce qui, attendu les valeurs de fraction
volumique et de contraste obtenues par les éqeatnconduit a :

S
Pt = 275nm* ou encore<Span> =99nn? (7)

part
On peut également relier la surface spécifiquepdeticules a leur masse et obtenir :

3 =380m2/g

Finalement, la forme des particules peut étre alggrar un calage de l'intensité diffusée a
tout angle. Ce calage (non détaillé) est obtenu des ellipsoides aplatis de grand biaxe
7nm et petit axe 1,75nm On retrouve naturellement par calcul le volumeenb par

'analyse directe.
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MILIEU MM
(Bgll+ NaCOst+ Hepes)

Solution mére concentrée deux fois:

pH avant autoclavage: 7,3

pH apres 7,5

H3BO;
MnCl,.4H,0
ZnSQ,.7H,0

Na,M00,.2H,0
CuSQ.5H,0

COo(NOy),.6H,0

Calcul de la force ionique du milieu MM

1) NaNG, 3g/l
2) KoHPO, 80 mg/I
3) MgSQ, 7H,0 150 mgl/l
4) CaC} 2H,0 72 mg/l
5) Acide citrique 12 mg/l
6) Ammonium citrate ferrique| 12 mg/l
7) EDTA 2 mg/l
8) NaCGO; 400 mg/I
9) Solution A5: 2 ml/l
Milieu prét a I'emploi:

1/2 vol HO

1/2 vol solution mere

1,43 g/l final Hepes acide (Modification : 1,439 pour 2 Litrg

Autoclaver 30" a 120°C sous pression 1 bar

Pour un litre de A5, ajouter successivement:

2,86 g
1,81 g
0,222 g
0,390 g
0,079 g
0,0494 g

0,053 mol/l

Soit pour la solution diluée deux fois:

0,027 mol/l

Figure 10 Composition et force ionique du milieu MM
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1.3 Matériels et méthodes

11.3.1 Milieux tests

L’eau ultrapure a 18,2 B-cm de résistivité est obtenue par un appareillBoi@&lga). L'eau
synthétique modérément dure a été préparée a pditiau ultrapure selon les
recommandations de 'EPA. Elle a la compositiorvanie : NaHC@96 mg/L; CaSQ 2H,0O
60 mg/L; MgSQ 60 mg/L et KCI 4 mg/L. Le milieu MM, utilisé poBynechocystjest un
milieu minéral BG11 (Rippkat al.,1979) supplémenté avec 0,2 §-tle NaCO; (Labarreet
al., 1989) et tamponné a pH=7 avec 6 mM d’HEPES (ai®hydroxyéthylepipérazine-N-
éthane-sulfonique) (Figure 10). Le milieu LB u#ligpour Escherichia coliest le milieu
classique Luria-Bertani (Sambroekal, 1989).

Tous les milieux sont stérilisés par autoclavagenautilisation.

[1.3.2 Cultures cellulaires

» Synechocysti#CC 6803

La souche sauvage @&ynechocysti®CC6803 provient de la collection de linstitutsiaur
(Paris). En conditions standards, elle est cultiaé®0°C dans le milieu minéral MM. Les
cultures sont effectuées en milieu liquide, dansagitateur orbital (180 rpm) a rampes
lumineuses (Infors Multitron 11) ou sur milieu séi, obtenu par ajout de 10 g-te Bacto
Agar (Difco). La lumiére blanche est obtenue pas t#hes néons (Mazda TF 16 W) et
l'intensité lumineuse standard de culture est fix@e2500 lux £31,25 PUE/m?/s). La
concentration cellulaire est déterminée par tutéidi 580 nm (une unité de Densité Optique
(DO) correspondant & 5-1@ellules/mL). La vitesse de croissance de la seubd type
sauvage (temps de doublement du nombre de celiskell’environ 10h a 2500 lux. Les
cultures sont maintenues en phase exponentiellepfguages minimum) et utilisées a BO
0,5 lors des tests en présence de nanoparticulastidiotique utilisé pour sélectionner la
présence de plasmides d’expression ou de casdettiétion est la Kanamycine (Km) a une

concentration de 50 a 300 pg/mL.
» Escherichia coliRR1
La souche dEscherichia coli(E. col) RR1 recA” [F, hsdS20 @, mg), leuBs, ara-14,

proA2, lacY1, galk2, xyl-5, mt-1, rpsL20(SnT), ginv44, °, {mcrB-mrr}], a été utilisée
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comme souche sauvageEdoli. Les cultures sont effectuées en milieu LB liquidans un
agitateur (200 rpm) maintenu a I'obscurité, dansiikeu de culture LB a 37°C. Les cellules
sont remises en culture dans du milieu LB propaeyeille des expériences, a partir de
cultures conservées au congélateur a -80 °C. desstests en présence de nanoparticules,
elles sont utilisées en phase de ralentissemendofR 2).

La souche . coli TOP10 [F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC)p80lacZ AlacX74 nupG
recAl araD139 A(ara-lel)7697 galE15 galK16 rpsL(StrY) endAl A-] (Invitrogen) a été
utilisée pour I'amplification de plasmides lors degnstructions génétiques et clonages.

L’antibiotique utilisé pour sélectionner la présentes plasmides est I’Ampicilline (Amp :100

pag/mL).

11.3.3 Préparation des cultures pour les tests avec NPs

Les cultures cellulaires ont été systématiquensaréds trois fois dans le milieu de contact de
'expérience (eau ultrapure ou eau synthétique mémdént dure ou milieu de culture) avant
ajout des nanoparticules ou des toxiques, de tnfagivante :

* une fraction de culture d8ynechocystien phase exponentielle (entre 10 et 40 mL
suivant les tests) est prélevée, lavée 3 fois ¢patrifugation de 10 min a 4500 g,
20°C, puis le culot est resuspendu dans le milietedt) et la concentration cellulaire
ajustée a 2,710 cellules/mL (DQgonm= 0,5).

* Une fraction de culture dg&. coli (entre 10 et 40 mL suivant les tests) en phase
stationnaire (mise en culture la veille du test} pegtlevée, lavée 3 fois (par
centrifugation de 3 min a 4500 g, 20°C, puis resasn du culot dans le milieu du

test) est ajustée aAC° cellules/mL (DQoonm= 2).

11.3.4 Préparation des nanoparticules et ions

* Nanoparticules de CeQ
Les nanoparticules de CeOnt été synthétisées par Rhodia. Elles se prégesbeis forme
d'une poudre jaune, référence: OPAL 18 bis, 180192/99, de composition suivante :
CeQ(HNOs)/2, 4H,0. Les suspensions ont été préparées par ajoult del2au ultrapure a
0,32 g de la poudre de nanoparticules afin de foume suspension mere a 10 g/L de £€eO
(soit 58 mM). La suspension est agitée manuellentprdlques minutes ; elle forme
naturellement une suspension stable (nanopartiaiasyées positivement). La suspension

est ensuite laissée a reposer pendant 24h puéefgur filtre stérile 0,22 um. Les dilutions
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de la suspension mere sont préparées juste agaeisks par dilutions successives (en général

de 2 en 2) dans de I'eau ultrapure stérile.

* Nanoparticules de Ce@-PAA
Les nanoparticules de Ce@nctionnalisées (par physisorption) par de I'egmblyacrylique
(PAA) ont été obtenues par la méthode de Seéigal., 2005. La suspension mere est stable
et contient 3,5 g/L de CeOLes nanoparticules sont chargées négativemestdiligions de
la suspension mére sont préparées juste avamsisspar dilutions successives (en général de

2 en 2) dans de I'eau ultrapure stérile.

« Solution de Cé&*
Les solutions de CGé sont préparées a partir de 0,5 g de CejN®H,O (97%, Rectapur)
dans 20 g d’eau ultrapure. La solution obtenue enbBde cérium est filtrée sur filtre stérile
0,22 pm puis diluée juste avant les tests paridilatsuccessives (en général de 2 en 2) dans

de I'eau ultrapure stérile.
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l1I.1 Stabilité physicochimique des nanoparticules

[11.1.1 Introduction a la stabilité colloidale

Les colloides sont des suspensions de particulepetiee taille (allant du micron au

nanometre). Dans notre étude, les systemes calloidgtudiés sont des suspensions de
nanoparticules d’'oxyde de cérium. Elles sont soemigs deux phénoménes majeurs
d’instabilité : I'agrégation et la dissolution quipus I'avons vu, sont susceptibles d’avoir un
impact sur les interactions observées avec legleslINous mettrons donc I'accent dans cette
section, et la section suivante sur la stabilite miEnoparticules en commencant par un rappel

des principaux concepts de la stabilité colloidale.

[11.1.1.1 Phénomeénes d’'agrégation : la théorie DLVO

Lorsque I'on considére la stabilité d'un systemdoidal, la théorie la plus couramment
évoquée est la théorie DLVO. Ce sigle est I'abrdwmde Derjaguin, Verwey, Landau et
Overbeeck qui élaborerent cette théorie en 1948. théorie DLVO repose sur
'approximation du potentiel d’interaction entre udte particules par la somme des
contributions répulsives et attractives qui agissem ce systéeme. Les interactions agissant
sur le systeme sont majoritairement de deux types :

» forces de Van der Waals,

» forces électrostatiques.

Les forces de Van der Waals sont présentes dansstdes molécules (polaires et non
polaires), et elles proviennent principalemental@uctuation des charges a I'intérieur d’'une
particule qui produit un dipble temporaire dans ur@écule induisant lui-méme un dipble
temporaire dans la molécule adjacente. Pour catt®mr elles sont également appelées :
attraction entre dip6les induits. Ce sont des forairactives a longue distance. Pour de
petites particules sphériques de méme rayon g stiat définies par la relation suivante :
rA
Yvaw() = - 12h - 2r)
avec r, rayon de la particule
A, constante d’Hamaker

h, distance entre les particules (de centre a gentre
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Figure 11 Potentiel d’interaction (U) entre particdes sphériques chargées en fonction de la distarnde

séparation entre particules.
D’aprés la théorie DLVO, U est la somme de gL, (forces électrostatiques répulsives) ety (forces de

Van der Waals).

Séparation h (A)
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Les forces électrostatiques résultent de la présdiune double couche ionique a la surface
de la particule (résultat d'une séparation de awmeqx interfaces). Ces forces sont présentes
lorsque les particules sont chargées, par exempkyu’elles portent des groupements
ioniques ou sont recouvertes d’especes chargéestéasioactifs) adsorbées a leur surface.
La répulsion électrostatique entre deux spheredéditie par :
72| e—/((h—2r)
Urep(h) = h : .
(L + A1)

avec k, inverse de la longueur de Debye (épaisseur d¥oldole couche ionique
autour de la particule)
Z, charge effective du colloide
Lg, longueur de Bjerrum (longueur pour laquelle Biratction électrostatique
entre deux colloides est egalégd ; soit 7.1A pour des solutions aqueuses a

température ambiante)

Le potentiel d'interaction U (Figure 11) entre detndloides est défini par la somme des

interactions électrostatiques et des interactiengah der Waals :

U = Ugp(h) +U, 4, (M)

La théorie DLVO montre qu’il y a un puits attractf courte distance, et un maximum
d’énergie a une distance intermédiaire. Un secouoils pde potentiel peut également
apparaitre a courte distance en présence d’'uédcaintage (atténuation) électrostatique. Afin
d’assurer la dispersion des particules et évitar ¢eagulation (chute dans le premier puits de
potentiel), le potentiel d’interaction entre nanajgales doit étre plus élevé que I'énergie
thermique KT (ou k est la constante de Bolzmanhlattempérature absolue). Des arguments
cinétigues (Verwey et Overbeek) permettent de neongu’un potentiel U > 15kT est
suffisant pour maintenir la stabilité colloidalea barriere de potentiel pour des particules
nanometriques est de cet ordre de grandeur, edleguvent donc pas, en principe, rester sous
forme stable éloignées les unes des autres. En plifis un systéme a une surface spécifique
importante (ce qui est le cas des nanoparticup#g}, la tension de surface est importante.

L’agrégation des nanoparticules permet une réductecette tension de surface (diminution
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de la surface spécifique lorsque I'on passe deafeparticule a I'agrégat) et une diminution
de I'enthalpie libre du systéme. L’agrégationdmstc I'évolution naturelle d’'une suspension
nanométrique. Le fait d’observer des dispersionsaeoparticules stables dans le temps
implique qu’il existe une répulsion obtenue parpl@sence de gros ions, molécules ou
macromolécules adsorbées en surface des nanopestiDe plus, la longueur de Debye (voir
principe du potentiel zéta en annexe) fait inteivéa valence (Z) des ions en surface des
nanoparticules. Ceux-ci ont également un réle ingmbrdans la stabilité des suspensions. En
effet, en jouant sur le pH et la force ionique diliem, il est possible (en augmentant les
répulsions électrostatiques) de stabiliser parfagt® et durablement une suspension de
nanoparticules.

La valeur du pH pour laguelle les nanoparticulesume charge de surface nulle est appelée
point de charge nulle (PCN). Lorsque le pH se ragpe de cette valeur, les nanoparticules

s’agrégent.

Les nanoparticules sont soumises au phénomene flisialhh (mouvement Brownien).
D’apreés la formule de Stockes-Einstein (1905),ifeusion d’'une particule dans un fluide est
décrite par I'équation suivante :
p=_ RT
677N p, r
avec R constante des gaz parfaits
n viscosité du fluide

Nav  Nombre d’Avogadro

La diffusion est inversement proportionnelle a ddlé des particules. Les nanoparticules
diffusent donc beaucoup plus rapidement que lesopacticules. La probabilité de rencontre
et de choc entre deux nanoparticules est doncétesge, et diminue avec I'augmentation de

la taille des agrégats.

[11.1.1.2 Phénomeénes de dissolution

La dissolution augmente lorsque la tension de sarfugmente et le rayon des particules
diminue. Les nanoparticules possédant, par déimitin tres petit rayon et une importante

tension de surface sont donc particulierement brssaux phénomenes de dissolution.
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Meulenkamp a notamment montré la dépendance dedaldtion de nanoparticules d’oxyde
de zinc en fonction de la taille des particules (Mekamp, 1998). La cinétique de
dissolution peut étre plus ou moins rapide suil@ebmposition de la nanoparticule, le pH le

solvant, et la concentration des ions en solution.

l11.1.2 Importance de la stabilité lors des tests de ttici

Nous avons évoqué précédemment I'importance detemirune bonne stabilité colloidale
lors des tests de toxicité avec des nanopartic@@este considération est cependant tres
rarement prise en compte lors des tests décrits lddittérature.

En effet, les nanoparticules sont en général sim@ie caractérisées par des observations de
leur forme en microscopie électronique, qui ne @mmue des informations partielles sur les
nanoparticules et aucune indication sur I'état dgpatsion. En effet, les observations en
microscopie €électronique sont réalisées sur deandilbns séchés. Lors du séchage, le front
d’évaporation du solvant induit des forces cap#igiqui agrégent les nanoparticules en
paquets. Les observations ne permettent pas dadtiffier les agrégats obtenus a cause du
séchage, des agrégats déja présents initialemesal @ion.

Seules des mesures en milieu liquide permettenttiger la stabilité de la suspension sous
forme nanométrique. Les principales techniquessatk sont la diffusion de lumiere et la
diffusion de rayons X. Elles donnent toutes lesxdatceés a la taille des nanoparticules ainsi
gu’a leur forme pour la diffusion des rayons X. {@eres études de toxicité ont utilisé ce type
de mesures, mais en se limitant a la mesure dwaldli® des solutions de nanoparticules
initiales. Rares sont les études qui mesurent ggaidela dispersion des nanoparticules dans
le milieu de culture utilisé lors de la mise en taah Pourtant cette donnée de stabilité est
essentielle pour comprendre les phénomeénes erojsulés interactions avec des modéles
vivants, ainsi que pour valider I'impact réel d’'uaéle nanométrique.

Comme, nous l'avons vu précédemment, il existe detmes principales d’instabilité pour

une suspension de nanoparticules : I'agrégatiten dissolution.

[11.1.2.1 Impact de I'agrégation

L’'agrégation est un phénoméne particulierement rfiago dans le cas des systéemes
nanometriques par leur grande énergie de surfate mbuvement Brownien. L’agrégation

des nanopatrticules lors des tests de survie pgatraibre soit dés I'origine (la suspension
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fournie ou synthétisée se présente déja sous fagnégée), soit instantanément lors de
l'introduction des nanoparticules dans le milieu adture du test. Certaines conclusions
d’études récentes tendent & minimiser ce problemeéwquant la forte probabilité
d’agrégation des nanoparticules dans I'environnémigrest alors proposé de vérifier la
toxicité lorsque les nanoparticules sont sous wrend coagulée. Néanmoins, les études
réalisées sur ce type de nanoparticules agrégéds dans la grande majorité des cas,
dépourvues d’informations quant & la distributientailles des agrégats ainsi qu’a leurs effets
cytotoxigues potentiels associés. Ces données mmmtant cruciales comme le montrent
Limbach et al., 2005. lls étudient les effets toxiques d’agrégdés nanoparticules de
différents oxydes et différentes tailles sur ddtulss pulmonaires. lls montrent notamment
gu’aucune nanoparticule ne pénétre dans la cefloles sa forme nanométrique d’origine,
mais que toutes s’agregent en agrégats plus ousmuoiportants suivant la taille des
nanoparticules. Pour les « nanoparticules » déetplus imposante (200 nm), seules les
particules individualisées sédimentent puis somagmeées par les cellules. lls montrent que
la taille des nanoparticules a indirectement unaichgen fonction de leur capacité a former
des agrégats) sur la toxicité, tandis que la cdnggon initiale en particules et leur surface
spécifique totale n'ont qu’une influence mineure.

Si I'étude de l'impact toxique des agrégats a unpoartance, elle ne renseigne que sur la
toxicité de particules de tailles importantes etutte I'information liée aux caractéristiques
réellement nanométriques des nanoparticules. Datte étude, nous avons volontairement
utilisé un modeéle ou les nanoparticules ne renteentontact avec les bactéries que sous

forme nanométrique. Cela nous a permis de nouseotres sur le véritable effet « nano ».

[11.1.2.2 Impact de la dissolution

La seconde cause d'instabilité d’'une suspensiocotleides est la dissolution. En effet, une
grande partie des atomes constitutifs des nanopkasi (50 % dans le cas de la suspension de
Ce(Q que nous avons étudiée) sont des atomes de suittasent de ce fait accessibles lors

des phénomenes de dissolution.

Connaitre le degré de dissolution des nanopartictiediées est trés important pour plusieurs
raisons. Premiérement, si les nanoparticules selgent avec le temps, leur taille diminue, et
leurs propriétés nanométriqgues s’accentuent. Pamplbe, il peut y avoir une différence de
toxicité (éventuellement liée a une différence déndtration cellulaire) entre des

nanoparticules de 7 nm et des nanoparticules ae. Druxiemement, certains ions
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constitutifs des nanoparticules peuvent étre pixsqties sous leur forme ionique que les

nanoparticules elles-mémes.

La toxicité de certains ions métalliques enversbiastéries n’est en effet plus a démontrer.
Lors de tests in-vitro (Derfust al., 2004), il a été démontré que le cadmium libérédes
nanoparticules de CdS était plus toxique que leticpées elles-mémes. Franklet al., 2007

ont également démontré que la toxicité de diff@engarticules a base de zinc (ZnO, ZnO
nanoparticulaires, et Znglmontraient la méme toxicité vis-a-vis d’'une malgue que la
guantité équivalente de zinc préalablement dissobe méme, Brunneet al., 2006, ont
montré linfluence de la solubilité sur la réponsgtotoxique a différents oxydes et
notamment une toxicité accrue de certains compadébles (ZnO et FeO) comparée a celle
de nanoparticules de solubilité plus faible (exeOget TiO,) . La rapidité de dissolution des
nanoparticules de ZnO est en effet un problémerréculors de I'étude de ce type de
particules. Ces nanoparticules sont pourtant tréissaes dans de nombreux produits
commercialisés et notamment dans les cremes solaire

A contrario, certaines bactéries sont connues lgarcapacité a « capter » les radionucléides
et des métaux toxiques. Pollmaen al., 2006, ont notamment démontré I'accumulation
d’uranium, plomb, cuivre, aluminium, cadmium etta@rs métaux nobles dans des bactéries
Bacillus sphaericus Ces bactéries sont capables de fabriquer des pagitules
(intracellulaires) a partir d’ions de métaux nokeslladium, platine et or).

La dissolution peut également avoir un impact awldirance (volume de plasma totalement
débarrassé d’'une substance donnée par unité de)teegpnanoparticules. Par exemple, dans
le cas des cellules pulmonaires, il a été montre dgs nanoparticules (TiPsont moins
facilement phagocytées que des particules de fille importante mais que leur dissolution

et donc leur clairance est favorisée (Bermugtea.,2004).

Les nanoparticules de Ce(nhe sont pas connues pour étre des particuleserfiaerit
solubilisables ; cependant la présence du milietébi@n pourrait modifier cette donnée.

[11.1.2.3 Impact d’'une stabilisation stérique

Afin d’éviter les phénomeénes d’agrégation et deilsidisation, il est possible d’avoir recours
a la stabilisation stérique des nanoparticulesr ela, I'adsorption de molécules telles que
les tensioactifs et polymeéres sont nécessaireprésence de certains polymeéres est
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notamment nécessaire dans le cas des nanopartitrgéeées a des systemes de libération
contrdlée in vivo. La présence, par exemple, de RiB/éthyléne glycol) est connue pour
rendre les nanoparticules « furtives » c'est-aidivisibles aux macrophages. Il est cependant
essentiel d’avoir conscience que ces composéstjauerdle trés important lors du contact
cellulaire. Certaines études ont notamment moniimgpdrtantes différences de toxicité selon
gue les nanoparticules étaient recouvertes ou agolymeres et suivant le type de polymere
utilisé (Berryet al.,2004) .

Dans cette étude, nous avons majoritairement @tidiss nanoparticules non stabilisées par
des polymeres afin de dissocier l'effet de leursaciristiques intrinséques de celui
dépendant du type de polymeres utilisés. Nous avepsndant comparé les résultats obtenus
pour des nanoparticules non recouvertes a cewnodtpour des nanoparticules recouvertes
d’acide polyacryliqgue (PAA) afin de vérifier I'infence de la charge de surface (positive dans

le cas non recouvert, négative en présence de B&ARs interactions observeées.
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Photo 7 - De 1 a 3 : ajout progressif de nanopartites de CeQ (10 g/L) a une solution de MM (100 %), il
y a formation d'un précipité blanc. 4 : agrandissemant du précipité blanc obtenu.
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Figure 12 - Mesures DLS de I'évolution du diamétrdydrodynamique de nanoparticules de Ce®(5 g/L)
en fonction de la concentration en milieu de cultie MM.
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Figure 13 - Histogramme des diamétres hydrodynamioes d'une solution de CeO2 (5 g/L) en présence des

sels constitutifs du milieu MM (a leur concentration dans le MM).

Mesures effectuées immédiatement aprés mélange (#)apres 2 jours (J+2).
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[11.2 Caractérisation de la stabilité des nanoparticides
Ce(,

l11.2.1 Agrégation

Nous l'avons vu précédemment, il est primordial cd@naitre I'état de la dispersion des

nanoparticules lors de leur contact avec les bastér’est-a-dire dans leur milieu de culture.

Une simple observation visuelle (Photo 7) met eidenhce la précipitation tres rapide de
guelques gouttes d’une suspension de nanopartidel€eQ (10 g/L) dans une solution de

MM (formation d’un précipité blanc). L'importantgéxipitation observée est due a la forte
concentration ionique du MM (26,6 mM) et a « I'efte gouttes » lors de l'introduction des
nanoparticules. En effet, méme si quelques goutéemanoparticules dans un volume de
guelques millilitres de MM représentent une susjpenassez diluée, au moment de l'ajout
les nanoparticules sont concentrées dans la gatttdinterface entre la goutte de

nanoparticules et la solution de MM est alors fabte aux phénomenes d’agrégation.

Nous avons alors cherché s’il existait une diluttm@quate de MM pour permettre la survie
de Synechocystidans de bonnes conditions sans provoquer d’adgmégaes nanoparticules.
Ces expériences ont été réalisées par diffusiolurd&re dynamique (DLS). Les résultats
obtenus (Figure 12) représentent la mesure du diarhgdrodynamique des nanoparticules
en fonction de la concentration en MM. Il existeplateau jusqu’a 2,6 % de MM pour lequel
le diametre des nanoparticules reste inchangé gaport au diamétre initial. Pour toutes
concentrations supérieures a 2,6 %, le diamétrendegparticules augmente rapidement en
fonction de la concentration : agrégation rapide feoins d’une minute) des particules.
Malheureusement 2,6 % de MM ne permettent pas dmifoaux cellules des conditions

optimales pour leur croissance.

L’influence individuelle de chaque sel contenu daes MM sur l'agrégation des

nanoparticules a été quantifiée dans une deuxietape.é Pour cela, la taille des
nanoparticules a été mesurée en présence de ssligadines des sels composant le MM
(Figure 13). Immédiatement apres ajout,Gla; est le principal responsable de I'agrégation

observée lors de I'ajout du MM.
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Figure 14 Histogramme représentant I'évolution desliamétres des nanoparticules de CeQle différentes
dilutions dans I'eau en une semaine.
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Figure 15 Histogramme représentant I'évolution desliamétres des nanoparticules de CeQle différentes
dilutions dans I'acide nitrique (10 M) en une semaine.
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Cependant les autres sels contribuent égalemeagiédation des nanoparticules (aprés 2
jours), sauf pour Caglou la solution A5 (mais présente en trés faibleceatration dans le
MM). L'utilisation du MM lors de la mise en contadPs-cellules est donc remise en cause.

Les expériences realisées dans le milieu LB (milteu culture dE. coli) aboutissent
également a I'obtention d’un précipité blanc loesl@jout de nanoparticules de Ce@ans
ce cas, en plus du sel, le milieu LB contient égalet des molécules organiques ainsi que
des polyélectrolytes et il est probable que ceusg*adsorbent sur les nanoparticules et

modifient leur chimie de surface (Spalla, 2002).

A la suite de ces expériences, les mises en contauparticules-bactéries ont donc été
réalisées préférentiellement dans de lI'eau ne pantepas de sels ni de molécules
organiques : eau ultrapure et eau modérément dorg (a composition est donnée dans la
partie matériels et méthode du chapitre Il), afiévider I'agrégation des nanoparticules, et
pendant un temps de contact court (3 h), pour dima mortalité bactérienne due au stress

osmotique.

La stabilité des nanoparticules dépend de la farmgue du milieu et de son pH. Nous avons
comparé la cinétique d’agrégation de suspensionsadeparticules de CeQ@liluées dans
'eau (sans ajustement de pH) a celle de suspenditirées dans de I'acide nitrique (pH=2).
Les résultats obtenus au bout d'une semaine (mes|pees agitation des solutions) sont
présentés Figure 14 et Figure 15. Les nanopart@daservent un diametre hydrodynamique
compris entre 6,5 et 7,5 nm que ce soit dans lidaapure ou dans 'acide nitrique : il n’'y
aucune formation d’'agrégats. Le pH des suspensiongs concentrations, ne joue donc pas
un réle primordial sur I'agrégation des nanopatésuApres environ un mois, on ne détecte
toujours aucun agrégat dans les suspensions deertdositons supérieures a 2,5 g/L. En
revanche, les suspensions contenant moins de R,8egCeQ ne sont plus mesurables en
DLS car I'intensité diffusée est nulle et ce aumen dans I'eau que dans I'acide nitrique. Les
phénomenes de dissolution des nanoparticules de @ I'eau ultrapure (acidifiée ou non)

prédominent, a long terme, sur les phénoméenesé&tjagon.
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Figure 16 Echelle de potentiel de quelques coupld®léments.
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La dissolution partielle des nanoparticules de £g€lt étre en partie comprise en examinant
le diagramme de stabilité potentiel/pH du cériunmsdéa fenétre de l'eau. En effet, les

nanoparticules de Ce@ont composées de cérium au degré d’oxydation |4, réduction

au degré d’oxydation 3 produit des ions plus swbldas pH. Le phénomene de dissolution
observé est donc probablement lié a une réactioxydbréduction transformant les atomes

Cé" des nanoparticules en ions*Ce

[11.2.2 Oxydoréduction - Diagramme de Pourbaix

Le diagramme de Pourbaix théorique (ou diagrammtengiel-pH) du cérium permet de

mieux comprendre les phénomenes redox mis en jesi lda suspensions de nanoparticules.
La partie ci-apres présente les équations et amestdvoir également Figure 16) qui ont servi
a établir ce diagramme (pour une description détaile I'établissement de ce diagramme

Voir en annexe).

* Equations mises en jeu :

E°/V :
Ce(OHY +2H +€ 5 Ce" +2H,0 1,73
Ce(OH}"+H ' +e 5 Ce" + H,0 1,715
Cé'+1e 5 ce* 1,72
Ceé"+36 5 Ce -2,336
Ceé" + 40H 5 Ce(OH) (précipité) Ks = 18
Ce* +30H & Ce(OH) (précipité) Ks = 10%
H,O Ke = 16*
* Equations de précipitation :
0 Cé" +30H 5 Ce(OH) (s):  pH, = |og[c ]
0 CE"+40H S Ce(OH)(s):  pH, = 125 - ilog[Ce‘“]
. Equations des potentiels d’oxydoréduction
o Cce'/ce’: E; = E° = 172

ce?t /1 cedt
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Figure 17 Diagramme potentiel — pH du cérium étalblpour trois concentrations de cérium.
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Figure 18 Diagramme potentiel-pH, de différentes g&ces solubles, décrit par Tamilmani et al. 2003

(logiciel STABCAL).
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o Ce*'/Ce: E, = -2336 + 0'0359 Iog[Ce3 1
0 Ce(OH}/Ce: Ez = -192 - 0,059pH

0 Ce(OH)YCe": E, = 2015- 0,236pH — 0,059log[Ce>*]

0 Ce(OHYCe(OHY: E5 = 0,77€ — 0,05¢pH
Les équations E = f(pH) ont été établies pour tooiscentrations différentes enteC, =
5,18-10°M; C;=2-10°M et G = 3- 10° M.

0 HyO/H;: E; = —-0,059pH

0 Oy/HO: Ep, = 1,229 - 0,059pH

Pour des raisons cinétiques,:£0,4 V< zone de stabilité de I'eauE,- 0,2 V

* Interprétation
Le diagramme potentiel-pH obtenu pour le cériungyFé 17) concorde globalement avec
celui proposé par Tamilmaet al.,2003 (Figure 18). Les différences proviennent dthoix
différent dans les espéeces considérées. En effetohe du Ce(OH)ne correspond pas
exactement a celle du Ce@uisqu’il est hydraté par deux molécules d’easi.fdint de plus
apparaitre I'espéce Cehau lieu du Ce ce qui conduit a un diagramme a gadentiel
[égerement différent.
Les conclusions sont cependant identiques dardel®escas :
o Cé" (dissous), Ce(OH)et Ce(OH) sont les trois espéces les plus stables dans
la région de stabilité de I'eau (délimitée parpemitillés discontinus).
o Ce* prédomine aux pH trés acides (inférieurs & 2) pous les potentiels de
la zone de stabilité de I'eau.
0 Ce(OH) est stable en milieu acide (2<pH<7), oul il coexiatec C¥& et en

milieux neutre et basique ou il coexiste avec CeOH

Plus la suspension est concentrée en cérium, plasrle de stabilité dans I'eau de Ce(PH)
(et donc de Ceg§) est agrandie. Ainsi, un pH acide favorise ladison de 'oxyde en C&,
mais une concentration élevée en cérium (mémdesiezid le pH plus acide dans notre cas a
cause de la présence d’acide nitrique) ainsi qecdaditions oxydantes (eau bien aérée)
favorisent la stabilité de lI'oxyde. Dans les coimlis de contact avec les cellules, les
nanoparticules seront a un pH compris entre 4 ee®ui, si on prend le cas de la zone de

stabilité de I'eau, favorise la stabilité des naemticules.
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Figure 19 Cinétique de dissolution de trois suspeims de nanoparticules de concentrations : 2,5 ;25 et
0,6 g/L de CeQ. Concentration en cérium dissous au cours du temps
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Figure 20 Cinétique de dissolution de trois suspeims de nanoparticules de concentrations : 2,5 ;25 et
0,6 g/L de CeQ. Concentration en pourcentage de cérium dissougar rapport au cérium total au cours

du temps.
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Notons cependant que ce diagramme ne fournit quhteeprétation théorique des réactions
Redox mises en jeu et ne prend pas en compte édiquie de ces réactions. Une seconde
étape consiste donc a mesurer la solubilité au scalu temps a différents pH et

concentrations.

[11.2.3 Suivi cinétique de la dissolution par ICP-MS

Les suspensions suivies en cinétique par ICP-M8c{spmetre de masse quadripolaire a
source plasma) ont les concentrations suivanteggmm : 1,45 10°M ; 7,3- 10°M ; et 3,5
10°M (pH entre 3,5 et 4,5). Elles se situent donceets deux concentrations les plus
élevées du diagramme de la Figure 17. Aux pH ded& il y a donc coexistence entre
I'oxyde de cérium Ce@et I'ion Ce". Des prélévements de ces suspensions ont étéésali
puis ultrafiltrés a intervalles de temps régulipendant 45 jours et les filtrats analysés par
ICP-MS.

Les Figure 19 et Figure 20 présentent la concéotran ions C& dosés en solution en
fonction du temps et de la concentration initiate r@noparticules. La quantité de cérium
dissous dépend de la concentration initiale deuspension de nanoparticules et donc
également du pH. En effet, & mesure que celuifmirdie, la quantité de cérium dissous
augmente (Figure 19). Cette observation est enrdaeec le diagramme de Pourbaix qui
montre une prépondérance de la formé&*@eax pH acides. Cependant, la fraction dissoute
représente une fraction de plus en plus grandesanamgue la concentration initiale diminue.
Pour la suspension la plus diluée (0,6 g/L) quastr2® % des atomes sont solubilisés en 45
jours (Figure 20). Cela expliquerait donc pourgles dilutions de nanoparticules les plus

faibles (inférieurs a 2,5 g/L) n’étaient plus meshles en DLS aprés quelques semaines.

111.2.4 Modéle de réduction/dissolution

Afin de vérifier si la dissolution des nanopartiesil est effectivement couplée a des
phénomeénes d’oxydoréduction, nous avons utilissb&ctroscopie des photoélectrons induits
par rayons X (XPS). C’est en effet une techniquendlyse adaptée a la mesure de I'état
d’oxydoréduction des atomes de surface. Pour e¥atiss expériences, des lamelles de mica
ont été recouvertes d’'une monocouche de nanopladidioxyde de cérium (voir matériels et

méthodes). Les interactions entre les nanoparticatele mica sont irréversibles dans les
conditions de [I'expérience (Spalla and Kekichef97). Les micas recouverts de

nanoparticules ont séjournés dans I'eau ultrapenelant des durées déterminées (de 5 min a
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Figure 21 Spectres XPS de mica recouvert de NPs @eO, couvrant la zone d’énergie 3d du cérium. Les
pics pleins du modéle représentent les pics attriléis pour A : au C&' et B : au Cé".

124



Chapitre Ill : Physicochimie des nanoparticules

3h). Apres ce temps d’incubation, les lamelles étét rincées puis séchées avant d’étre
analysées en XPS. Le faisceau de I'XPS a une pilefontypique d'irradiation dans un

solide de quelgues um. Par contre les photoélextdmn faible énergie émergent d’'une
profondeur de quelques nanometres seulement. Uneaooche de nanoparticules de GeO
faisant au maximum 7 nm, I'XPS est donc une tedmitptalement adaptée a ce type

d’analyse de surface car I'ensemble de la nana@pdetest mesuré.

Un exemple de spectres obtenus par XPS (sourcexAUIB6,6 eV) est montré Figure 21. Les
spectres représentent la variation d’amplitudetefinité (nombre de coups) en fonction de
I'énergie de liaison (eV). Ces spectres, une feibruit de fond retiré (méthode Shirley du
bruit de fond non linéaire), ont été modélisésaide du logiciel Vision processing a partir
des données sur les pics de photoémission du cémwwvées dans la littérature (Zhaeteal.,
2004 et Mullinset al., 1998). La méthode de modélisation consiste a délies rapports

""Cet du C¥&, puis de faire varier

entre chaque pic de photoémission du
proportionnellement tous les pics appartenant amenénsemble (Ceou C&’). La position

des pics reste fixe. La Figure 21 montre deux exesnple spectres XPS de la zone
correspondant au niveau énergétique 3d du céries échantillons A et B sont des lamelles
de mica recouvertes de nanoparticules de;@&t@yant incubé pendant des durées différentes
dans l'eau. Entre le spectre A (incubation 1h da®i) et le spectre B (incubation 3h dans
I'eau) on observe une augmentation de la concémran C& pour le spectre B. Cela se

traduit par une diminution de I'amplitude des gi£s, U”, U, V", V" et V.

La quantification des especes présentes est régla€intégration de l'aire sous la courbe de
chaque pic de photoémission correspondant & urizestpnnée (Ceou Cé’ dans le cas
présent). Les aires obtenues sont normaliséesapport a I'aire du pic de photoémission 2s
du silicium. Celui-ci sert en effet d’étalon internar il est présent en concentration constante
dans le mica. Les données obtenues lors du sugtigiie sont présentées dans le Tableau 3.
La concentration en cérium diminue au cours du &g plus, la quantité de cérium au
degré d’oxydation 4 est quatre fois plus faibleeap2h d’incubation dans I'eau. En revanche
la quantité de cérium au degré d’oxydation 3 dimihégérement pendant les premiéres 30
minutes puis reste constante. Ces observationesemfgun modele de réduction-dissolution
des nanoparticules. Les nanoparticules sont méadligFigure 22), par des cylindres de

diamétre 7 nm et de hauteur 1,75 nm. Notons néarsmpie le volume de cette géométrie est
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Nom c\écr):; Tte(:ﬁ) Aire ceV | Aire ce" | AireSi2s| Cetotal/Si| céV/si | cé'/si | Celll/Cetotal
Cinétique 5 min 2 188940 113420 4898 62 39 23 0,38
Cinétique 30 min 2 140964 93542 6639 35 21 14 0,40

Cinétique 1h 2 148312 113749 7445 35 20 15 0,43
Cinétique 2h 2 74140 102513 7338 24 10 14 0,58

Tableau 3 - Tableau résumant les conditions des éatitillons analysés pour la cinétique de dissolutian

Par colonne, de gauche a droite : le nom des échdions, le volume d'eau ultrapure utilisée, l'aire
intégrée correspondant aux pics d’émission 3d du ¢e du Cé" et 2s du Si. Les colonnes suivantes :
rapport des aires du cérium total, C& et Cé" par rapport a I'aire du silicium. Derniére colonne : rapport
des aires entre le cérium au degré d’oxydation 3 & cérium total.

e
i

Figure 22 - Modélisation schématique d’'une nanopaitule d’oxyde de cérium sur une couche de mica.

Le cceur de la nanoparticule est constitué de €eet sa surface de CE. A(t) est I'épaisseur latérale de la
couche de CH, a(t) est la hauteur totale de la nanoparticule, () son diamétre et b(t) la hauteur de la
couche de CH.

a(t) haulile;zr:ﬁ;olle de la ¢(t) rayon de la NP (nm) b(t) hZ:t(Z;uern?E()nliq;OUChe A(t) ép:(i,sézlﬁ (Eir(]enlg couch
Cinétique 5 min 1,7 3,4 0,5 0,4
Cinétique 30 min 1,3 2,9 0,4 0,4
Cinétique 1h 1,3 2,9 0,3 1,2
Cinétique 2h 1,0 2,8 0,5 0,6

Tableau 4 - Résultat de la modélisation de la rédtion-dissolution d’'une nanoparticule d’'oxyde de

cérium.
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légerement surestimé par comparaison a celui dddaitnesures SAXS. Le modele est établi

comme Ssuit :

Variables : A(t), a(t), b(t) et c(t), dimensionsaetéristiques de la nanoparticule,

» Données : les rapports des aires intégrées a gagispectres de photoémission

ce" ce ce"
a=——,f[=——ety= ,
Si S| Ce..

Equations :

V_, =7b(t)c(t)? + 27A(t)(a(t) - b(t))

Celll

Vv = ma(t)c(t)” -V,

eIII

Restrictions : (avee(a,b) : écart-type entre a et b)
b(t) < a(t)
A(t) <c(t)
a(t)=a(t+n)

( VC Ul ) .
o(——=——))=min
VCelll +VCeIV

oV ;@) =min

o(V v ;B)=min

Les résultats (Tableau 4), obtenus par itératiomscessives, montrent une diminution
progressive de la hauteur a(t) de la nanoparticale cours du temps, jusqu’a atteindre
presque la moitié de sa taille initiale. En revamdh diametre c(t) de la nanoparticule semble
peu varier au cours du temps.

Cette modélisation suggére deux phénomeénes pamlléine réduction de Eeen Cé&' a
linterface entre la nanoparticule et I'eau et digsolution du C& libéré sous forme de &e
en solution. Il est probable que les nanoparticdie£eQ soient recouvertes d’'une couche
d’épaisseur constante de cérium au degré d’oxya&isimilaire aux couches de passivation
existantes chez certains métaux (ex: aluminiumigufeé 23). Conjointement a ce
phénomeéne, les atomes de"'Csubissent un phénoméne de dissolution qui leselisdus
forme d'ions C& en solution. La cinétique de dissolution dépendvdiume d’eau, de la

concentration en nanoparticules et de celle desearsolution.
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Figure 23 - Evolution du volume d’une nanoparticulede CeQ et du volume de C# présent dans la
nanoparticule en fonction du temps dans I'eau ultrpure.
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Figure 24 - Proposition d’un modéle de réduction-$solution d’'une nanoparticule de Ce@au cours du
temps dans I'eau.
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La Figure 24 propose un schéma de dissolution dhemgoparticule de CeQdans I'eau
d’apres les données de la modélisation (TablealLadhanoparticule conserve un diamétre
pratiquement inchangé en revanche son épaisseumwtiniortement au cours du temps. La
guantité de cérium au degré d’oxydation 4 dimiraredis que la couche de cérium au degré
d’'oxydation 3 reste quasiment constante. Cela ooefi’hypothese faite sur les mesures
DLS (lll. 2.1), a savoir que la diminution de volamaffectant uniquement I'épaisseur de la
nanoparticule, le diamétre hydrodynamique mesigt identique.

En revanche, on constate qu’aprés seulement 2butbation dans I'eau plus de la moitié de
la nanoparticule a été dissoute. Les mesures diECmontraient pas de telles concentrations
dissoutes. Cependant les conditions sont diffésecée dans le cas présent la concentration
maximale en nanopatrticules est de 1,5 ppm (quadtitéanoparticules comprise sur les deux
faces du disque de mica de diamétre 1 cm et plendéas 2 ml d’eau) tandis que la
concentration minimum étudiée en ICP était de 6@@.pA cette concentration, 400 fois plus
élevée, la solution contenait déja 30 ppm d& @issous aprés 24 h. Ceci représente 20 fois
plus que la concentration initiale des échantillanslysés en XPS et justifie I'importante
diminution de volume des nanoparticules dans deditions beaucoup plus diluées.

A cause de ces phénomenes de dissolution, lesienpés (floculation, tests de survie, etc.)
ont par la suite été réalisées dans cette étudetia gpe suspensions de Ce®10 g/L agées
au maximum de deux jours et diluées quelques nsnsgelement avant la mise en contact
avec les bactéries. La concentration maximale es i6€" dissous ne devait donc pas

dépasser 5 % de la concentration totale en cérium.
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111.3 Matériels et méthodes

[11.3.1 Diffusion de lumiére dynamique (DLS)

Les mesures DLS ont été effectuées sur un nanosm@nZS de marque Malvern. Les
suspensions de nanoparticules ont été introduées des cuves de spectroscopie en plastique
jetable, puis les mesures ont été répétées plgsfeig a différentes dilutions et en modes
multimodale et monomodale (différents modéles deutpermettant de déduire directement
le rayon hydrodynamique moyen d’aprés la modébsatie la courbe de corrélation). Toutes
les mesures sont données en diametre hydrodynanmatjles distributions en fraction
volumique.

Les échantillons contenant des nanoparticules fééreits pourcentages de MM ont été
obtenus par ajout de 1 g d’'une solution de nanmpdets a 10 g/L a 1 g d’'une solution de
MM sans hépes (agent tamponnant) diluée a diffésecdncentrations. L'échantillon le plus
concentré contenait donc : 5 g/L de nanoparticeteSO % de MM. Pour les échantillons
contenant des sels du milieu MM, 1 g du doubleadedncentration en sels du MM a été
ajouté a 1 g d’'une suspension de nanoparticuledyf_l1Les échantillons finaux avaient la

composition suivante : sels (concentration damdN@, nanoparticules (5 g/L).

111.3.2 Spectrométrie de masse quadripolaire a source plasiR-
MS)

Une suspension de nanoparticules de £&@té préparée dans I'eau ultrapure puis diluée de
deux en deux afin d’obtenir un stock de trois sasmms de concentrations : 2,5 g/L, 1,25
g/L et 0,6 g/L.

A intervalles de temps réguliers, 15 mL de chacdes solutions ont été prélevés et
ultrafiltrés dans une cellule d'ultrafiltration Alon sur membrane YM10; 10 kDa en
cellulose régénérée. La cinétique a étée effectuéd5 jours, ce qui a correspondu a 9 dates
de prélevement et ultrafiltration pour les 3 sans.

Une série de préléevements a également été filgmeallele sur filtre 5 kDa afin de vérifier
si aucune nanoparticule ne pouvait passer a trdgsrpores de la membrane 10 kDa. La
comparaison des concentrations obtenues sur les s#ies n’a montré aucune différence.
Les nanoparticules n’ont donc pas passeé la memietais filtrats obtenus étaient dépourvus

de nanoparticules. Les filtrats obtenus étaiemt t@ncentrés pour pouvoir étre analysés
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directement en ICP-MS et ils ont donc été préamable dilués 19 fois dans l'acide
chlorhydrique a 2 % (deux dilutions successive:ddans 50 g puis 0,5g dans 50 g). Une
série de solutions étalons a également été préparée

Les échantillons ont été analysés sur ICP-MS Thelestron X7 équipé d'un passeur

d’échantillons automatique type (AS 90).

111.3.3 Spectroscopie de photoélectron X (XPS)

Les dépdts d’oxyde de cérium ont été préparés tir plr disques de mica de 10 mm de
diamétre, et d’épaisseur 0,3 mm (CLSS Scratchldesafix). Les disques, préalablement
clivés afin que leurs surfaces soient propres, ptatés pendant 1h dans une suspension de

CeONPs & 20 g/L, puis rincés par trempage dans 3 bi#fiésents d’acide nitrique (1OM).

Les dépbts destinés aux expériences de suivi gureetde dissolution ont été directement
placés dans des tubes en plastique contenaneale Uiltrapure et agités pendant 5 min, 30
min, 1h et 2h. Une fois les temps d’incubation eesiis écoulés, les disques ont été séchés a

I'étuve a 80 °C avant d’étre analysés en XPS.

Les disques destinés aux expériences de mise d@act@vec les bactéries ont été placés
pendant 3 h dans des tubes en plastique contemantks. coli dans I'eau ultrapure, soit
Synechocystigans I'eau ultrapure, sdi. coli dans le LB, soiSynechocystigdans le MM,
soit du LB, soit du MM, soit de I'eau ultrapure.d_eultures ont préalablement été préparées
de la facon décrite dans la partie « préparatios cldtures ». Pendant les trois heures
d’incubation, les échantillons ont été placés damsubateur agité a 37 °C a I'obscurité pour
les cultures contenari. coli ou du LB, et a 30 °C a 2500 lux pour les tubestement
Synechocystjsilu MM ou de I'eau. Les échantillons ont ensutter@pidement rincés a I'eau

ultrapure et séchés a I'étuve a 80 °C avant da@tedyses en XPS.

Les analyses XPS ont été effectuées sur un AXIS RATDLD fabriqué par Kratos
Analytical. La pression dans la chambre d'analystede 310*° mbar. Les mesures ont été
réalisées a l'aide d'une source Aluminium monochatiegée dont la raie &l émet a
1486,6eV et les spectres des niveaux de cceur @enétgistrés avec une énergie de passage
de 20eV. La détection des photoélectrons se f&0 alegrés par rapport a la surface de

I'échantillon. La résolution en énergie ainsi obterest de 0,4 eV sur la raie SPp
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Les données ont été traitées avec le logiciel YiisRrocessing. Les zones du spectre
correspondantes aux pics de photoémission 3d (8ifreet 930 eV d’énergie de liaison) et
4d (entre 100 et 130 eV d’énergie de liaison) duuog ont été analysées par combinaison
linéaire des pics du Ceet Cé' selon le procédé décrit par Zangh 2004 et Mulligss.

L’étalon interne était le pic 2 s du silicium (peés dans le mica) entre 140 et 160 eV.

135



Chapitre Ill : Physicochimie des nanoparticules

136



Chapitre Ill : Physicochimie des nanoparticules

l11.4 Reéférences bibliographiques

[Bermudezet al, 2004] Bermudez, E., Mangum, J. B., Wong, B. Asgharian, B.,
Hext, P. M., Warheit, D. B., and Everitt, J. I. ). Pulmonary responses of mice,
rats, and hamsters to subchronic inhalation ofafifte titanium dioxide particles.
Toxicological Science§7(2):347-357.

[Berry et al, 2004] Berry, C., Wells, S., Charles, S., Aitcms&., and Curtis, A. (2004).
Cell response to dextran-derivatised iron oxideopanticles post internalisation.
Biomaterials 25:5405-5413.

[Brunneret al, 2006] Brunner, T. J., Wick, P., Manser, P., Spdhn Grass, R. N., Limbach,
L. K., Bruinink, A., and Stark, W.J. (2006). Intna cytotoxicity of oxide
nanoparticles: Comparison to asbestos, silica, tardeffect of particle solubility.
Environmental Science & Technologyd(14):4374—-4381.

[Derfuset al, 2004] Derfus, A., Chan, W. C. W., and Bhatia,NS.(2004). Probing the
cytotoxicity of semiconductor quantum datano Letters4:11-18.

[Franklinet al, 2007]Franklin, N. M., Rogers, N. J., Apte, S, Batley, G. E., Gadd, G. E.,
and Casey, P. S. (2007). Comparative toxicity efoparticulate ZnO, bulk ZnO, and
ZnCl, to a freshwater microalga (pseudokirchneriellacapitata): The importance of
particle solubility.Environmental Science & Technologhl(24):8484—-8490.

[Limbachet al, 2005] Limbach, L.K., Li, Y. Grass, R.N., Briam T.J.,
Hintermann, M. A., Muller, M., Gunther, D., and &ta W.J. (2005). Oxide
nanoparticle uptake in human lung fibroblasts: &#eof particle size, agglomeration,
and diffusion at low concentration€nvironmental Sciences & Technologies
39(23):9370-9376.

[Meulenkamp, 1998] Meulenkamp, E. A. (1998). Siepehdence of the dissolution of ZnO
nanoparticlesJournal of Physical Chemistry, B02(40):7764—7769.

[Mullins et al, 1998] Mullins, D. R., Overbury, S. H., and HumtleD. R. (1998). Electron
spectroscopy of single crystal and polycrystallcerium oxide surfacesSurface
Science409(2):307-3109.

[Pollmannet al, 2006] Pollmann, K., Raff, J., Merroun, M., Fahnky, and Selenska-
Pobell, S. (2006). Metal binding by bacteria fromnium mining waste piles and its

technological application8iotechnology Advance4:56—68.

137



Chapitre Ill : Physicochimie des nanoparticules

[Spalla, 2002] Spalla, O. (2002). Nanopatrticle efattions with polymers and
polyelectrolytesCurrent Opinion in Colloid & Interface Sciencé(3-4):179-185.

[Spalla and Kekicheff, 1997] Spalla, O. and KekithP. (1997). Adhesion between
oxide nanoparticles: Influence of surface complexatJournal of Colloid and
Interface Sciengel92(1):43-65.

[Tamilmaniet al, 2003] Tamilmani, S., Shan, J., Huang, W., Ragha®&, Small, R.,
Shang, C., and Scott, B. (2003). Interaction betweeria and hydroxylamine.
Materials Research Society Symposium Proceedif6)s161-166.

[Zhanget al, 2004] Zhang, F., Wang, P., Koberstein, J., Kh&@id and Chan, S. W. (2004).
Cerium oxidation state in ceria nanoparticles sddwith X-ray photoelectron
spectroscopy and absorption near edge spectros€opface Scienceb63(1-3):74—
82.

138



Chapitre Ill : Physicochimie des nanoparticules

Résumeé des principaux résultats du chapitre 11l :

physicochimie des nanoparticules

Les nanoparticules de CeOsont soumises a différents processus d’instabilité
physicochimique qui jouent un réle important loesdests en présence de cellules.

o Agrégation
Les NPs de Cef>x’agregent rapidement en présence de sels et maggrnceux constitutifs
des milieux de culture MM et LB. Afin d’éviter deépomene, certains tests sont réalisés dang

de I'eau ultrapure.

* Solubilisation
Par analyses ICP-MS nous avons démontré que latgéate cérium dissous augmente avec
la diminution du pH des suspensions. Les suspemsimas faiblement concentrées en

nanoparticules (<2,5 g/L) ne sont donc pas consalesplus d’'une dizaine de jours.

e Oxydoréduction
D'apreés I'établissement du diagramme de Pourbaixf(fH)), le Cé” des NPs coexiste avec
le C&" dans le domaine de stabilité de I'eau. L’équiliest déplacé en faveur du'Caux
pH acides.
Des expériences XANES démontrent en effet la présone couche de « passivation » de
cé" en surface des NPs de Ge@ette couche se dissout au cours du temps etfemre

continiment par réduction du Eeau contact de I'eau.
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I\VV. Physicochimie des interactions entre nanoparticules

et cellules.
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IV.1 Echelle macroscopique : floculation cellulaire en

présence de nanoparticules

IVV.1.1Observation de la floculation en présence de natiopkes

Les cultures dé&ynechocystist E. coli ont été exposées pendant des durées variables a une
gamme de suspensions de nanoparticules de cortcantreroissante afin d’analyser
'influence des nanoparticules sur leur physiologiers des expériences présentées dans cette
partie, les cultures ont été lavées (voir matémelméthodes, chapitre 11.3.3) dans le milieu
étudié, puis mises en contact sous agitation (¥privec une quantité donnée de
nanoparticules ou d’'ions cérium. La comparaisorc d&e ions cérium permet de dissocier les
effets dus a la taille des particules des effetcamposition. On observe une floculation
rapide apres 1 a 20 minutes de contact avec lespasdicules. Les cultures sont restées dans
l'état floculé méme aprés une tentative de remisesespension par simple agitation

manuelle.

IVV.1.1.1 Synechocystis

* Milieu de culture + nanoparticules
Les cultures de&synechocystisont lavées dans leur milieu de culture (MM) pmises en
présence de nanoparticules d'oxyde de cérium (Pl&toLes cultures contenant les
concentrations les plus élevées en nanoparticalgsfieures a 120 ppm de Gg@oculent
en une dizaine de minutes. Les flocs ont un aspegel non compact. Les cultures contenant
des concentrations de Cgférieures a 120 ppm présentent une floculatigs timitée

(quelques flocs épars dans une culture stabilisée).

* Eau ultrapure + nanopatrticules
La fenétre de floculation (en concentrations de §ebange lorsque le milieu de culture est
remplacé par de I'eau ultrapure (Photo 9). En efést cultures entre 15 et 30 ppm de &eO
floculent dans leur intégralité et sédimentent eme theure. En revanche, pour les
concentrations supérieures a 30 ppm de L£é&£3 cultures, apparemment stables, sont en

réalité composées d’agrégats, de taille infériawrenillimétre, formant une suspension
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D & 0 ® 0 6 6

Photo 8 Floculation d'une culture deSynechocystign contact 2h avec des CeNPs dans le milieu de

culture MM.
Concentrations en Ce0O2 de gauche a droite : A= 4&pm ; B=240 ppm ; C=120 ppm ; D=60 ppm ; E=30 ppmF=15
ppm ; G=7,5 ppm ; H=3,75 ppm ; O ppm.

SVAETUUAER R CTTTIRR :
Photo 9 Floculation d'une culture deSynechocystien contact 2h avec des CeNPs dans I'eau ultrapure.
Concentrations en CeQ de gauche a droite : A = 480 ppm ; B = 240 ppnC = 120 ppm ; D = 60 ppm ; E = 30 ppm ;
F=15ppm; G=75ppm;H=3,75ppm; T =0 ppm.

‘.©@®®@®

e

‘h__i" \1._.4 \‘ﬁ... i
Photo 10 Floculation d’une culture deSynechocystign contact 2h avec du Ce(Ng); dans I'eau ultrapure.
Concentrations en C&* de gauche a droite: A= 2,80 mM ; B =1,40 mMMC =0,70mM ; D = 0,35 mM ; E = 0,17
mM;F=0,09mM;G=0,045mM;H:0,02mM;T:OmM.

© 6 6 6 6 6 0 0 0

- - — -

Photo 11 Floculation d’une culture deE. coli en contact 2h avec des CeNPs dans I'eau ultrapure.
Concentrations en CeQ de gauche a droite : A = 480 ppm ; B = 240 ppmC = 120 ppm ; D = 60 ppm ; E = 30 ppm;
F=15ppm; G=75ppm;H=3,75ppm; T =0 ppm.

Photo 12 Floculation d’une culture deE. coli en contact 2h avec du Ce(Ng)s dans I'eau ultrapure.
Concentrations en C&* de gauche a droite: A= 2,80 mM; B =140 mMC =0,70mM ; D =0,35 mM ; E = 0,17
mM;F=009mM;G=0045mM;H=0,02mM;T=0mM.
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stable dans 'eau. Pour des concentrations inféggea 15 ppm, aucun agrégat n’est observé.
La gamme de concentration en nanoparticules pauelke il y a floculation et le type de
floculation dépendent donc du milieu de contact.

« Eau ultrapure + ions Ce”
Les cultures dé&ynechocystien présence d’ion cérium Ill (Photo 10) floculentrevanche
pour 'ensemble des concentrations utilisées @é&bcs en suspension). Quelque soit le test
présenté p.146, les lettres (de A a H) correspanddia méme concentration molaire en

élément cérium.

IVV.1.1.2 E. coli

* Milieu de culture + nanoparticules
Aucun phénomeéne de floculation n’est observé lardgs bactéries E. coli sont mises en
contact avec des nanoparticules dans leur miliezuttere (LB). Les nanoparticules sont sans

doute agrégées a cause du sel, ou « passivées re@arvrement par des molécules

organiques du milieu avant d’atteindre les cellules

» Eau ultrapure + nanoparticules
Contrairement au cas du contact dans le miliewdtere, on observe une zone de floculation
et sédimentation rapide pour 15 ppm de £éans I'eau et des suspensions stables d’agrégats
pour des concentrations supérieures en nanopagi¢Bhoto 11). Ce phénomene est similaire
a celui observé che@ynechocystiscependant la zone fortement floculée avec détianta
rapide des flocs est limitée a une seule concémtrél5 ppm) che£. coli contrairement a

Synechocystisu cette fenétre de concentrations est plus large.

« Eau ultrapure + ions Ce"
Contrairement au cas du contact avec les nanopiggicou il existe une concentration pour
laquelle la culture flocule puis sédimente rapidetnen présence dions cérium lll, les
cultures dE. coli floculent pour un intervalle de concentrations poses entre 2,40 mM et
0,09 mM (Photo 12). Cet intervalle de floculatist eependant moins étendu que dans le cas

ol Synechocystigst en contact avec les ions’Ce
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IV.1.1.3 Conclusion sur les phénomenes de floculation

Les expériences réalisées montrent que les celildeslent dans I'eau ultrapure et dans le
milieu de culture, uniquement po@ynechocystisen présence de nanoparticules de £eO
Les phénomenes de floculation observés dans l'gathétique modérément dure ne sont pas
montrés ici mais ils ont été vérifiés et sont ezawnt identiques a ceux observés dans I'eau
ultrapure pour les deux modeéles cellulaires. Ct eéfst commun a d’autres nanoparticules
puisque lI'on observe également de la floculatiors Id’ajout de nanoparticules de rutile
(TiO,) et maghémite (R©®3) a des suspensionskd’ coli et Synechocystigvoir en annexe
p.315). Cependant, la floculation est un phénomarement décrit lors des études de toxicité
sur les bactéries.

Notons que les sels de E@rovoquent également des floculations et ce pearggmmes de
concentrations plus étendues que pour les nanopladi Toutefois, et contrairement a ce qui
est observé pour les nanoparticules, il n’existaiaa concentration pour laquelle les cultures
sédimentent plus rapidement.

Ces phénomenes de floculation cellulaire semblemicdétre a la fois associés a des
phénomeénes dus aux nanoparticules mais égalememaaticularités électroniques des ions
cérium. La charge des ions cérium ainsi que celles dhanoparticules jouent
vraisemblablement un rble majeur dans la flocutatiCe phénoméne n’a, a notre
connaissance, jamais été décrit dans la littéraam@me résultant de la présence de

nanoparticules.

IV.1.2Impact de la floculation dans un contexte environeetal

La floculation due a la présence de nanoparticalég mise en évidence au laboratoire, on
peut alors s'interroger sur l'impact d'une telleodulation replacée dans un contexte

environnemental.

IVV.1.2.1 Floculation artificielle : la dépollution

On peut tout d’abord remarquer que la floculatishrmtamment utilisée lors des traitements
de dépollution dits par filieres physico-chimiqu&slles-ci interviennent pour clarifier les

eaux contenant des colloides, ce qui est le cds deajorité des eaux superficielles. Ces
colloides sont d’origine minérale (argile), végétéhcides humiques ou fulviques, algues),

animale (zooplancton), humaine (suspension grasg3eau industrielles.
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Ces traitements physico-chimiques peuvent étrerégmm 3 étapes (Mouchet, 2000) :
o la coagulation : déstabilisation des particulesloidhles et formation d’agrégats
constitués d’hydroxydes métalliques et de colloides
o lafloculation : rassemblement des agrégats saussfgéparable de la phase aqueuse ;

o la séparation des phases solide et liquide: pardaton et filtration.

La difficulté de séparation des colloides vientleler charge de surface (négative dans les
eaux naturelles) qui leur assure une stabilitéotddlle par répulsion électrostatique (voir
chapitre 111.1). L’ajout de chlorure ferrique ou delfate d’aluminium dans une zone de pH ou
ces cations sont partiellement hydrolisés voireymeérisés (polycations) conduit a la
formation d’'un gel amorphe d’hydroxyde de fer oaldiminium, contenant les colloides, qui
se présente sous forme de flocs. Une fois les flacaés, il est nécessaire d’accroitre leur
volume, leur masse et leur cohésion. Différentebrigjues sont disponibles et notamment le
recours aux floculants aussi appelés adjuvant®adgutation (Mouchet, 2000).

Cette technique de coagulation-floculation permasiala séparation et I'élimination des

colloides, dont les microorganismes font partie pgliuent I'eau.

IVV.1.2.2 Impact de la floculation due aux nanoparticules

Nous avons vu que les traitements physico-chimiqiles eaux usées utilisent des sels
trivalents lors des étapes de coagulation et fadmn des colloides. Dans notre étude, le
nitrate de cérium (Ce(NgR) est un ion trivalent, il peut donc provoquer gégnomenes de

coagulation-floculation au méme titre que le chterde fer. De la méme maniére, il est
probable que les nanoparticules se comportent codeaeons multivalents et provoquent
ainsi le phénomeéne de floculation. Replacé danscantexte environnemental (ex:

ruissellement de nanoparticules de gé@ns un lac), ce phénomeéne de floculation augait d
graves conséquences sur la survie d’especes nearws photosynthétiques. En effet, il

conduirait a une décantation des bactéries phatiostyques floculées qui, une fois privées de
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lumiere, mourraient par manque d’apport énergétiqieci aurait un impact sur toute la

chaine alimentaire aquatique ainsi que sur I'éoélide la biosphére (cf. Chapitre 11).

IVV.2 Echelle microscopique : interactions spécifiques a

chaque modele biologique

IV.2.1Différents modeéles d’adsorption des nanoparticslgdes
cellules

Les interactions cellules-nanoparticules induisard floculation indépendamment du modele
bactérien. Sur la base des techniques utiliséefagim industrielle lors du traitement des
eaux, nous avons postulé que les mécanismes ddafiion due aux nanoparticules sont du
méme type que des floculations dues a la présenseld trivalents.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étdbB isothermes d’adsorption des
nanoparticules sur les bactéries ainsi que I'éuatutie la mobilité électrophoretique de ces

bactéries en présence d’'une concentration crosssnhanoparticules.

IV.2.1.1 Isothermes d'adsorption

L’adsorption est le processus au cours duquel daelgames d’un fluide (gaz ou liquide)
appelé adsorbat se fixent sur la surface d’'un sddippelé adsorbant. Dans le cas présent,
'adsorbat est représenté par I'ensemble des nathmpas et 'adsorbant par les bactéries. Il
existe deux types d’adsorption : l'adsorption pfusi (ou physisorption) et I'adsorption
chimique (ou chimisorption). Dans le cas de I'agton physique, la fixation se fait par les
forces de Van der Waals et, lorsque l'adsorbantna structure ionique, par les forces
d’interactions électrostatiques (voir partie llI)adsorption physique ne provoque pas de
modification de la structure moléculaire et esteréible (par modifications des conditions de
'expérience : température, pression, pH, etcadkbrption chimique se fait par des réactions
chimiques entre I'adsorbat et I'adsorbant. Il yréation d’énergies de liaison beaucoup plus
fortes que dans le cas de l'adsorption physiqueuceend les adsorptions chimiques quasi-

irréversibles.
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Figure 25 Isothermes d’adsorption deSynechocystigt E. coli en contact 30min avec des nanoparticules
d’oxyde de cérium dans I'eau ultrapure.
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» Construction de l'isotherme d’adsorption
Les isothermes d’adsorption permettent de caraetéfes quantités adsorbées a I'équilibre
par un systeme adsorbat-adsorbant. Lors de catide &lles ont été utilisées afin de
déterminer les capacités des bactéries a adsoesemahoparticules d’'oxyde de cérium. Les
isothermes d’adsorption sont souvent établies @xpeétalement par des méthodes
gravimétriques, volumétriques ou chromatographigues nous avons choisi d’utiliser

I'électrophorese capillaire pour établir ces isotes.

Les cultures de bactérieSynechocysti®et E. col) ont été mises en contact avec des
nanoparticules de CeQouis centrifugées afin de récolter les surnagedritmalyse des
surnageants a permis de calculer (grace a la ddeitka calibration) leur concentration en
oxyde de cérium. La droite de calibration utilig@mur ces calculs a été établie a partir de
'analyse de solutions de nanoparticules de conagoms connues. De la concentration
« libre » dans le surnageant, il est aisé d’en iédyar soustraction, la concentration
adsorbée par les cellules (efii'). Pour obtenir une concentration adsorbée paacertie
cellules, les concentrations volumiques ont étésélas par la surface spécifique de chaque
modéle biologique. Cette derniére a été estiméatir pde la concentration cellulaire (environ
2,7 010" cellules/mL pourSynechocystist 501¢ cellules/mL poutE. colj) et de la surface
estimée d’une cellule (78 m2 pourSynechocystiassimilée & une sphére de rayon 1 pm et
2,4 010%™ m2 pourE. coli assimilée & un batonnet de longueur 1,5 um etinéra ses
extrémités par des demi-sphéres de diametre 0,4lemsurfaces spécifiques des cultures de

SynechocystistE. coli sont donc respectivement 0,25 et 1,212

» Résultats et discussion pouSynechocystigt E.coli
Les isothermes d'adsorption obtenues pdbynechocystiset E. coli montrent des
comportements différents (Figure 25).
E. coli atteint un plateau d’adsorption pour environ 12degCeQ par m2 de bactéries et les
premiers points de l'isotherme d’adsorptioe présentent aucune trace de cérium dans les
surnageants. Le taux de recouvrement surfaciquegbeiobtenu en multipliant cette valeur
par la projection de la surface spécifique des partizules sur la surface des bactéries.
Lorsque les nanoparticules sont considérées danimkegralité, cette surface spécifique vaut
390 m?/g. Si les nanoparticules sont assimiléessasghéres et que leur projection sur un plan
est assimilée a un disque de rayon équivalentua della nanoparticulerf?), la surface
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Figure 26 Evolutions des mobilités électrophorétiges deSynechocystigt E. coli dans I'eau en
fonction de la concentration en Ce@
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spécifique en projection des nanoparticules ess alivisée par 4, d'ou 100 m?/g. Le taux de
recouvrement des bactérids. ol par les nanoparticules de Ce€st alors de 1,2 m2/m2 ce

qui est proche d’'une monocouche compacte. La valetemue est [égerement supérieure a 1
car la surface d’'une bactérie n'est pas lisse etptend des replis ainsi que des pilis qui

forment des surfaces d’adsorption supplémentamascomptabilisées dans ce calcul.

En revancheSynechocystiatteint un plateau vers 90 mg de Gg@r m2 de bactéries ce qui
représente une quantité 75 fois plus importanteash®particules par m2 de surface cellulaire
gue pourE. coli. De plus, les premiers points de l'isotherme ddap8on deSynechocystis
montrent que des quantités non négligeables denacé&dnt présentes en solution. En effet, le
premier surnageant sans cérium en solution @urechocystisi’apparait que pour des
concentrations supérieures a 15 ppm de Ldi® plus, les densités de recouvrement,
obtenues comme décrit plus haut pdor coli sont comprises entre 7 et 9 m2 de

nanoparticules par m2 de bactéries. Ces valeursomespondent évidemment pas a une
adsorption en monocouche compacte mais plutét adserption dans une couche étendue.

IV.2.1.2 Mobilité électrophorétique

La variation de mobilité électrophoretique des éaes a également été mesurée en présence
de nanoparticules. La mobilité électrophorétiquenst de caractériser la charge électrique au
voisinage d’un colloide en fonction de son enviement. Elle est classiquement utilisée en
physico-chimie pour déterminer la stabilité d’'unespension colloidale, en effet, plus la
mobilité est éloignée (en valeur absolue) de zéius la charge des colloides est importante

et favorise les forces électrostatiques de répulstalonc la stabilité de la suspension.

Les échantillons ont été préparés par ajout deesisgpn de nanoparticules a des suspensions
cellulaires dE. coli et Synechocystipréalablement lavées dans I'eau ultrapure (voténes

et méthode). La Figure 26 montre I'évolution derlabilité électrophorétique de cellules de
Synechocystist E. coli resuspendues dans I'eau ultrapure en fonctiom @ericentration en
nanoparticules de CeCQajoutées ensuite. La mobilité électrophoretique dehantillons
montre une tendance globale similaire p&ynechocystigt E. coli. Les cellules ont une
charge de surface négative lorsqu’elles sont daaa (et dans leur milieu de culture). L’ajout

de nanoparticules de CeO
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Figure 27 Evolutions de la mobilité électrophorétige de Synechocystist E. coli dans I'eau en
fonction de la concentration en acide nitrique rapprtée a son équivalent en concentration de

CeO..
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chargées positivement provoque une augmentationgrgssive de la mobilité
électrophorétique des cellules, jusqu’a I'obtentittnla neutralité. Celle-ci est atteinte entre
15 et 30 ppm de CeOconcentrations correspondant aux points A et & ggnechocystist
aux points C et D pouE. coli. L'ajout supplémentaire de nanoparticules induit u
changement de signe de la mobilité électrophoretags cellules.

A partir des points A et C (15 ppm), les cultureatdloculées. Jusqu’a 30 ppm, les cultures
forment des flocs macroscopiques qui décantentdeapént. Pour les concentrations
supérieures, les cultures floculent également meagidlocs restent en suspension (voir Photo
9, p.146). Cette stabilité s’explique a présentligistence d’'une mobilité électrophorétique
positive permettant les répulsions électrostatiquestre bactéries recouvertes de
nanoparticules. Cependant, les évolutions de lailit®k@lectrophoretiqued’E. coli et de
Synechocystigse sont pas identiques. En effet, si I'ajout deaparticules entraine un brusque
changement de signe de la mobilité électrophoreétichezE. coli, il n’en est pas de méme
pour Synechocystid.a mobilité électrophorétique de cette derniém@ée de fagcon beaucoup
plus progressive que pot. coli et atteint moins nettement un plateau (ce qui cordiait

une adsorption sur une couche diffuse).

La mobilité électrophoretique étant dépendante ldude la solution utilisée, les échantillons
ont également été reproduits avec une guantitéd#attrique équivalente a celle apportée
par les nanoparticules (mais sans les nanopasicul@ Figure 27 montre qu’'une simple
variation de pH entraine une augmentation de lailit®kelectrophoretique d’environ 1,5
um.cm/Vs mais pas de changement de signe. Ce deésidte donc bien de I'adsorption des
nanoparticules, suite a leur addition, sur lekitEd et non du pH des suspensions de NPs.

IVV.2.1.3 Discussion sur les différents modeles d’adsorption

Pour les deux modeles bactériens, le changemesigde de la mobilité électrophoretique
permet d’expliquer la zone de forte floculation mescopique déclenchée par I'addition de 15
et 30 ppm de CeO Cependant, les isothermes d’adsorption et la reeda la mobilité
électrophorétigue montrent des comportements diftdrchesSynechocystistE. coli.
L’isotherme d’adsorption des nanoparticules &ur coli suggere la présence dune
monocouche de nanoparticules a la surface dedezll@ette hypothése peut étre confirmée
par I'évolution de la mobilité électrophoretiques thangement de signe rapide et la présence
d’un plateau
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Photo 13 Différentes vues d’un échantillon d&ynechocystiebservé en MET aprées 3h dans I'eau
ultrapure.
A et B : cellules individualisées, C et D : cellugeen cours de division.

? E —— A

o2um : g‘w 5
- . s

Photo 14 Différents échantillons observés en MET ae des colorations différentes d€ynechocystign
contact avec 240 ppm de Cefhanoparticulaires pendant 3h dans I'eau ultrapure.
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sont caractéristiques d’une adsorption en coucteedur une surface lisse. Les nanoparticules
de CeQ, chargées positivement, sont attirées par leggebanégatives présentes a la surface
d’E.coli et viennent s’y adsorber en monocouche.

Le cas deSynechocystigst plus complexe puisque l'adsorption est bigpéseure a la
monocouche. Pourtant la mobilité électrophoretidqaé&ynechocystigentre -30 et -40 mV)
dans l'eau est supérieure a cell&.dtoli (-60 mV). L'adsorption des nanoparticules sur
Synechocystidevrait donc étre plus limitée que &urcoli s'il s'agissait d’'une compensation
de charge sur une surface lisse. De plus, la n@ldlectrophoretique continue d’augmenter
en fonction de la concentration en nanoparticufgesaavoir atteint un pseudo plateau. Ce
comportement est caractéristique d’une adsorptiomne couche plus épaisse que la longueur

caractéristique de Debye (voir chapitre Il et am@)e

IVV.2.2 Localisation a I’échelle de la cellule

Les mesures d’isotherme d’adsorption et de la riébélectrophorétigue ont permis de
conclure a une interaction forte des NPs de La@c les deux modeles biologiques. Ces
mesures, de nature macroscopique, conduisenttarsiger sur la morphologie des couches

adsorbées. Les techniques de microscopie électrewignt nous permettre de les observer.

IV.2.2.1 Microscopie électronique en transmission

Plusieurs types de systemes ont été tout d’aboathiés en microscopie électronique en
transmission (MET). La préparation des échantillengles coupes est décrite dans la partie

« matériels et méthodes 1V.4 .3 ».

» Synechocystislans I'eau ultrapure, incubation avec des nanopartiules
Les premiéres observations ont été réalisées sugéatantillons témoins sans nanoparticules.
La structure interne et la membrane des celluldsot@ 13 , échantillons réalisés au
laboratoire) apparaissent avec plus ou moins delsié&n fonction du colorant et du temps de
contact utilisés pour la coloration.
Aprés une mise en contact de 3h avec des nanapegticde Ce® dans l'eau, les
photographies MET (Photo 14) d&nechocystisnontrent que les nanoparticules (points

noirs, denses aux électrons) forment généraleneegtas agrégats a proximité des cellules
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Photo 15 Différentes vues observées en MET d'un éafitillon de Synechocysti®en contact avec
240 ppm de Ce®@nanoparticulaires pendant 3h dans le MM.

Photo 16 Différents vues d’'un échantillon observéneMET de E. coli ayant incubées 3h dans I'eau
ultrapure avec 240 ppm de Ce@nanoparticulaires.
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(photos A, E et F). Quelques cellules sont recdegede nanoparticules (photos B, C et D),
mais de maniere non uniforme. Ainsi, la majorité dbservations montrent un contact direct
limité des nanoparticules avec la paroi extériedee SynechocystisEn revanche, de

nombreux agrégats de nanoparticules sont visibpgexamité des cellules.

» Synechocystislans le MM avec NPs
Les observations réalisées sur une cultureSgeechocystisnise en contact 3h avec des
nanoparticules de CeQlans le milieu de culture MM (Photo 15) montregalément une
répartition inhomogeéene des nanoparticules a laasarfles cellules. La structure des agrégats
de nanoparticules est cependant légerement difeé(eroins compacte) que dans le cas ou le
milieu était remplacé par I'eau ultrapure. Il essgible que ces structures soient des agrégats

de nanoparticules dus a la présence de sels darikde de culture.

» E. colidans 'eau ultrapure avec NPs
A contrario, dans le casH’ colien contact pendant 3h dans I'eau avec des nanagastide
Ce(Q (Photo 16) tres peu d’agrégats intercellulaireg poésents. Sur les photos A et B il est
possible de distinguer des nanoparticules formaataouche uniforme le long de la paroi des
bactéries. Cependant la matrice en arriére plaarafipegalement sous forme de grains noirs

et perturbe légerement les observations.

I\VV.2.2.2 Cartographie XEDS

La microscopie électronique en transmission possédeantage de permettre une
visualisation directe des nanoparticules, et €edui en fait son grand attrait. Cependant, ces
techniques d'imagerie directe étant réalisées ssrcduches minces d’échantillons secs, elles
ne permettent pas d’obtenir d’informations sur lemportement physicochimique des
colloides en solution. De plus, les images obtersoa$ souvent sujettes a des artefacts liés
aux protocoles de préparation des échantillonsstllaussi parfois difficile de discerner des
nanoparticules lorsqu’elles sont de l'ordre de Hhametre, comme dans cette étude, de
précipités dus aux colorants et notamment au eitat plomb. Il est également difficile de
conclure quant a la possible pénétration des natioplas a l'intérieur de la cellule
bactérienne. L’'analyse cartographique élémentXEDS) permet de pallier a la plupart de

ces problemes.
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Photo 17 Observations HAADF et cartographie EDS d&ynechocystien contact 3h dans I'eau
ultrapure avec des nanoparticules de Cef

1 :image STEM/HAADF de quatre cellules, 2 : cartogrphie au seuil La du cérium, 3 : cartographie au seuil
du plomb et 4 : cartographie au seuil de 'oxygeneBarre d’échelle : 1 pm.

Photo 18 Observations HAADF et cartographie EDS d'o agrégat présent dans I'échantillon
Synechocystign contact 3h dans I'eau ultrapure avec des nanogiules de CeQ.

1:image STEM/HAADF, 2 : cartographie au seuil lo du cérium, 3 : cartographie au seuil du plomb et 4 :
cartographie au seuil de I'oxygéne. Barre d’échadl: 1 um.
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* Synechocystislans I'eau ultrapure avec NPs
L’échantillon deSynechocystien contact 3h dans I'eau ultrapure avec des natoyas de
Ce(Q a été observé en microscopie électronique enntiigs®n a balayage couplée aux
techniques en champ noir annulaire a grand angiIENBHAADF High Angle Annular Dark
Field) et a la cartographie XEDS (Photo 17).

Les images obtenues par la technique dimagerie BRA(Photo 17-1) donnent des
informations sur la composition des échantillonss lkégions apparaissant avec un contraste
plus clair (points blancs) indiquent la présencéléhents lourds. Dans notre étude, les
nanoparticules de cérium sont des éléments loadkement mis en évidence par ce type de
technique. Dans I'échantillon présenté Photo 1Tibhage HAADF montre la présence de
régions plus denses a l'intérieur des cyanobast&ymechocystisCependant, ces éléments
lourds ne sont pas du cérium car il 'y a aucuaeetrde cérium dans ni autour des cellules
(cartographie XEDS Photo 17-2). Des analyses pacalés a lintérieur des cellules
confirment ce résultat. Les points plus clairs sadiainc probablement les complexes
protéigues plus denses (phycobilisomes) déja ifiemten MET (Photo 13, p. 160). La
cartographie au seuil du plomb (Photo 17-3) corditenprésence de plomb dans I'échantillon
provenant de I'étape de coloration. Des agrégdiset(P18) trouvés dans la coupe a distance
des cellules ont également été analysés en captugraXEDS et sont principalement
composés de cérium (Photo 18-2). Absentes d'unacordirect avec les cellules, les

nanoparticules semblent étre principalement logafislans des agrégats.

» Synechocystislans le MM avec NPs

La Photo 19 présente une coupe de deux cellul&ydechocystimises en contact 3h dans le
MM avec des nanoparticules de GeQ'imagerie STEM/HAADF met en évidence la
présence de structures trés denses agrégées mipgarimédiate des cellules (structures déja
repérées en MET). La cartographie confirme que ag®gats ne sont pas uniquement
composeés de sels mais en grande partie de cérinmio(R9-2). Les photos Os et U présentent
€également respectivement la cartographie de I'asmat de l'uranium, deux éléments
présents dans les réactifs utilisés lors de Idiéireet la coloration de la coupe.

De plus, les analyses XEDS effectuées localemelintarieur des bactéries ne révelent

aucune trace de cérium.
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Photo 19 Observations HAADF et EDS deSynechocystisen contact 3h dans le MM avec des

nanoparticules de CeQ.
1: image STEM/HAADF de deux cellules, 2 : cartograpie au seuil La du cérium, 3 : cartographie au seuil
de 'osmium et 4 : cartographie au seuil de I'uranim. Barre d’échelle : 1 pm.

Nombre de coups

0.00 1.20 240 3.60 4.80 6.00 7.20 2.40 89,60 10.80 12.00
keV

Figure 28 Analyse XEDS localisée sur un agrégat agximité d’une bactérie dans I'échantillon :
Synechocysti€n contact avec des nanoparticules de Ce@ans le MM pendant 3h.
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En revanche I'analyse EDS locale des agrégatsemeividence une composition riche en
cérium (Figure 28) avec la présence des pics dymeyui lui sont associés entre 4,80 et 6
keV (Cela, Celg et Celgy). L'analyse XEDS révéele egalement d’autres élémpresents en

grande quantité dans I'échantillon (Cl, K, U) ownsldes constituants de la grille servant de

support échantillon (Ni, Cu).

» E.colidans I'eau ultrapure avec NPs

Une culture dE. coli soumise a un contact de 3h avec des nanopartidal€eQ dans I'eau
ultrapure a également été examinée en STEM/HAADFagbgraphie XEDS (Photo 20). Ces
observations conduisent a des conclusions moinggéed que celles déduites du MET. En
effet, les parois des bactéries apparaissent glaime encerclées d’éléments denses (lignes
brillantes) et la cartographie EDS confirme que ééments contiennent une forte densité de
cérium (Photo 20-2). La cartographie au seuil dertiium (Photo 20-3) met de nouveau en
evidence I'accumulation de cet élément, utilisés ke la coloration des échantillons, dans les
cellules. Les nanoparticules de cérium sont obgsrgar toutes les surfaces disponibles dans

la culture : la paroi des bactéries, les pilisext ftagments cellulaires.

Afin de vérifier si le cérium présent est toujowsus forme nanoparticulaire, nous avons
effectué des agrandissements d’'une zone (rect®igito 21 A) ou deux parois de bactéries
sont en contact direct. La photo B montre que tporé claire autour des bactéries est bien
constituée de nanoparticules individualisées d’exgid cérium (environ 5 nm). Les photos C
(haute résolution) et D (image de diffraction) prent que ces nanoparticules sont
cristallisées puisque les anneaux de diffractiomespondent a ceux de I'oxyde de cérium.
Sur I'image B, la projection en deux dimensionslaleoupe en trois dimensions (90 nm
d’épaisseur) donne une fausse impression de mudiies adsorbées. Les expériences
d’'isothermes d’adsorption et de mobilité électragiique ainsi que la répartition spatiale
homogene des nanoparticules confirment néanmairsles nanoparticules sont adsorbées en

monocouche.

En résumé, les observations MET et cartographassatyses EDS ont permis de mettre en
évidence :
» |a présence d'une couche uniforme et individualidéeanoparticules

sur I'enveloppe cellulaire des cellul@&. coli,
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Photo 20 Observations HAADF et EDS d&. coli en contact 3h dans I'eau avec des NPs de GeO
1: image STEM/HAADF, 2 : cartographie au seuil lo du cérium, 3 : cartographie au seuil de 'osmium et
4 : cartographie au seuil du chlore. Barre d’échedi : 1 um.

Photo 21 Détails de I'échantillon E. coli en contact avec des NPs de CePendant 3h dans I'eau.

A: Image STEM/HAADF; B : agrandissement de la zone éfinie par le rectangle sur la photo A; C:
agrandissement a ultrahaute résolution de nanopartules de la zone B; D: image en diffraction des
nanoparticules.
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= |a présence dagrégats tres irréguliers contenantgrhnde quantité de
nanoparticules a proximité plus ou moins immédiates cellules de
Synechocystist

* |a non-pénétration du cérium (sous forme nanopdsiie ou ionique) a

I'intérieur des cellules et ce quelque soit le medrctérien.

Ces observations ont donc confirmé les hypothaséses a partir des mesures de la mobilité
électrophorétique et I'établissement de I'isotherdiadsorption sur I'existence de deux
modeles d’adsorption des nanoparticules différsntsles cellules d&ynechocystis’'une
part et dE. coli d’autre part. Cependant ces données n’expliguasmiaprareté de la présence
des nanoparticules a la surfaceSismechocystist sont méme en contradiction avec la forte
adsorption des NPs sur les cellules ainsi qu’aweeelsion de la charge de leur potentiel de
surface. En effetSynechocystis;ommeE. coli, posséde une charge de surface négative qui

devrait attirer les nanoparticules chargées p@sitent.

La structure des agrégats observés dans le caSydechocystien contact avec des
nanoparticules de Ce@ans le MM évoque cependant une adsorption de asmmges sur
des structures polymériques. En effet, la souchgytechocystigtilisée comme modele dans
cette étude synthétise des substances polyméraytecellulaires (Panoff, 1989). Celles-ci,
composées en majorité d’exopolysaccharides (ER8meint un gel hydraté autour des
cellules (Phoenixt al.,2002). Ces EPS, présents cl&mechocystist absents cheiz. coli,

pourraient étre a l'origine de l'agrégation des oparticules dans les cultures de
SynechocystisC’est ce qui va étre étudié dans la section gjtii s

IVV.2.3Influence des exopolysaccharides (EPSydeechocystis

IV.2.3.1 Définition et role des EPS microbiens

Les polysaccharides sont des polymeres composgsjenre partie de glucides. Les sources
de production des polysaccharides peuvent étreéemri végétales (galactomannanes,
pectines), algales (alginates, agar, carraghéname®y aussi bactériennes (xanthane) (Panoff,
1989). Les polysaccharides sont utilisés dans Ustide chimique et agroalimentaire pour

leurs propriétés gélifiantes et rhéofluidifiantds{inution de la viscosité par augmentation de

169



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

170



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

la vitesse de cisaillement). lls ont également ajgdications potentielles en pharmacologie,
en effet, ils peuvent servir dans la fabricatiorosd’artificiels, avoir des propriétés
anticoagulantes et stimuler le systéme immuni{@wdliec-Jouaulet al.,2004).

Chez les bactéries et cyanobactéries, les polyaadels sont présents au niveau de la paroi
cellulaire (les lipopolysaccharides, LPS), a I'eiér de la cellule mais liés a cette méme
cellule (polysaccharide capsulaire) soit encoreebdans le milieu de culture sous forme
d’exopolysaccharides (EPS) (Venzke, 2005). Les gaumgharides capsulaires et
exopolysaccharides se distinguent par leur degrdéabiéité notamment face a une force
centrifuge. La production des EPS cyanobactérieBgeamise en évidence des les années
1880 (Drews and Weckesser, 1982). Les types d’'BRfhé&tisés et leur taux de production
peuvent varier suivant I'état physiologique deslutes (croissance active = phase
exponentielle de croissance, ralentie ou stoppéghase stationnaire) déterminé par les
conditions expérimentales (ex : un exces de carlpaneapport a I'azote disponible semble
favoriser la production d’EPS). Les EPS se distamjules autres types de polysaccharides de
I'enveloppe cellulaire car ils ne possedent pasndeéele général simple. lls se différencient
par la nature variée des monosaccharides, desitatibes et des types de liaisons qui les
constituent. lls peuvent cependant étre généralenlassés en deux grandes catégories, les
homopolysaccharides (constitués d’unités saccrarddmtiques) et les hétéropolysaccharides
(constitués d’'unités saccharides variées). Legsimtonosaccharidiques sont liées entre elles
par des liaisons glycosidiques (Panoff, 1989).

Le monosaccharide majoritairement présent chegdsaccharides des cyanobactéries est le
glucose, mais l'acide uronique, le xylose, l'aralsi@, le fucose, le rhamnose et le mannose
peuvent également étre présents en quantité immerthes polysaccharides peuvent étre
acides ou neutres s’il y a présence (ou non) déscigroniques ou de pyruvates (Venzke,
2005). Une caractéristique particuliere des exmamcharides de certaines cyanobactéries,
telles queSynechocystjsest la présence de groupement sulfates (Juegeals 1983, Panoff,
1989, Panoftt al.,1988 et Panoff and Joset, 1989).

La localisation de ces polysaccharides a la surfadrilaire en fait d’excellents agents

d’adaptation aux contraintes du milieu environndistfavorisent par exemple la protection

contre la dessiccation ou les virus, la rétentiemdtriments solubles ou la fixation a des

171



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

Photo 22 Mise en évidence en microscopie optique ¢k présence ou non d’EPS dans des cultures de

cellules lavée dans 'eau ultrapure grace a I'encrde Chine.
A : culture de Synechocysti®n phase exponentielle. La fleche blanche indique front d’encre de Chine.

A’ : agrandissement de A. B : culture dE. coli en phase stationnaire.
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supports spécifiques (biofiims) (Leroy, 2006). LEERS peuvent également avoir un role

important dans le caractére pathogene de certham8éries.

IVV.2.3.2 Visualisation des EPS en microscopie optique

Synechocysti?CC6803 est capable de former un biofilm lorsde’'sle trouve en phase
stationnaire (Panoff, 1989). En général, les étifgénétiques, physiologiques, ...) réalisées
sur cette cyanobactérie utilisent des culturestes® exponentielle, ce qui est le cas lors de
notre étude. Cependant, les cyanobactéries quinélysent des exopolysaccharides pendant
leur phase stationnaire de développement, n’erhétisent pas systématiquement en phase
exponentielle. Si malgré tout, tel est le cas,deantités d’'EPS produites étant faibles, une
simple observation des cultures (en liquide ouwsdlhe permet pas de certifier leur présence.
De plus, les polysaccharides étant des structud@8@hydratées, ils sont invisibles :
* en microscopie optique, car ils possedent le mémiee de réfraction que le
milieu et
* en microscopie électronique, car ils sont faciletriahiles et non denses aux
électrons.

L’observation directe des EPS n’est donc pas tagjéuidente.

» Visualisation par I'encre de Chine
Il existe cependant une méthode assez simple desuaapie optique qui permet de visualiser
la présence d’EPS autour des cellules. Cette tgabntonsiste a piéger une goutte de la
culture cellulaire entre lame et lamelle, et d’agma un coin de la lamelle, une goutte d’encre
de Chine. La composition exacte de I'encre de Chilest pas toujours précisée par le
fabricant, elle est cependant majoritairement d¢tugst de noir de carbone stabilisé par une
gomme (gélatine). Elle forme donc une suspensiablestde colloides chargés négativement.
Lorsque I'encre de Chine diffuse sous la lameds,ihteractions entre colloides de I'encre de

Chine et cellules sont révélatrices de la présenason d’'EPS.
La Photo 22 montre deux suspensions cellulai®smechocystifA) etE. coli (B), dans I'eau

ultrapure en présence d’encre de Chine. Sur laophpte front vertical d’encre de Chine est

indiqué par une fleche blanche. A gauche de cetiéel les cellules sont entourées par
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Photo 23 Images de&Synechocystimbservées en MEB apreés fixation (glutaraldéhyde dtleu alcian),
déshydratation dans I'éthanol et séchage au GGBupercritique.
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'encre de Chine, qui n'est pas encore présents tapartie droite. La couronne plus claire

observée autour des cellules 8gnechocystiglans la partie gauche de la photo A est
caractéristique de la présence d’exopolysacchagdesempéchent les colloides de I'encre de
Chine de venir au contact des cellules. Cette sémulpeut étre stérique, les EPS se
comportant comme un filet aux mailles plus petitee le diametre des colloides, et/ou

électrostatique car les EPS sont majoritairemeatggs négativement comme les colloides de
I'encre de Chine. De plus, les cellules qui ne g@% en contact avec I'encre de Chine (partie
droite de la photo) ne présentent pas cette coertmamsparente. Ceci confirme donc que
cette derniere n’est pas le résultat d’'une mis@ant particuliere lors de I'observation en

microscopie. En revanche, sur la photo B, les biastélE. coline sont pas entourées de cette
couronne plus claire. Cette expérience constitue dm premier indice de la présence d’'une

couche polymeérique autour &gnechocystist son absence chEz col..

* Visualisation des EPS en microscopie électroniquelilayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage, couplée séaghage supercritique et une coloration
au bleu Alcian, a été utilisée afin de visualiselusp en détails les réseaux

d’exopolysaccharides (protocole décrit par Erlandsgeal.,2004).

La Photo 23 présente des images MEBSgieechocystiayant subis une déshydratation dans
I'éthanol aprés I'étape de fixation. Les photogiaephA et B soulignent la présence de
structures polymériques a la surface des cell@es. structures fragiles ont été préservées
grace a la fixation au bleu Alcian et a I'étapesdehage au CGsupercritique. Les structures
observées sont liees a la surface des cellulesqm)p il s’agit donc de pilis et non pas
d’EPS. En quelques rares endroits, I'échantillontiemt toutefois des objets ressemblant &
des cellules recouvertes d’'une structure compatiet¢ C). Seuls les pilis sortant de cette
structure nous autorisent a supposer l'existencebatgéries sous cette couche informe
(agrandissement photo D). Les études menées satyse des EPS sont en général précédées
d’'une étape de précipitation dans I'éthanol pouraise les EPS. Il était donc logique que les
étapes classiques de déshydratation dans 'alebofjénéral essentielles pour la bonne tenue
de I'échantillon sous vide) pouvaient étre a I'oregyde I'absence d’EPS lors des observations
en microscopie électronique (MET et MEB), et cegrala présence de fixateurs tels que le
glutaraldéhyde et le bleu Alcian sensés protégeERS contre ces étapes de déshydratation-

lavages.

175



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

Photo 24 Images deSynechocystisobservées en MEB aprées fixation (glutaraldéhyde ebleu
alcian), suivie par un séchage direct au C{supercritique.

s

Photo 25 Observation MET d’un groupe de bactérieSynechocysti€n contact avec des nanopatrticules de
Ce0, pendant 3h dans I'eau.

Fixation au glutaraldéhyde et bleu Alcian, sans éfes de déshydratation dans I'éthanol, dépét
d’échantillon sous forme liquide sur grille.
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Les échantillons ont donc été reproduits dans lém@s conditions mais sans les étapes de
déshydratation dans I'éthanol (Photo 24). L’'obseovade cellules d&ynechocystiau MEB
permet alors de visualiser les structures filamesds des EPS. Leur structure est assez
facilement distinguable de celle des pilis. Lesenbations MEB ont montré qu’'une grande
guantité de ces EPS sont présents dans une catiypbase exponentielle &ynechocystjs
méme apres des étapes de lavages par centrifugkaisnl’eau ultrapure. La présence de ces
amas d’EPS pourrait expliquer I'agrégation imparade nanoparticules qui sont ainsi
empéchées de venir au contact direct des cellElés.permettrait également de confirmer
I’hypothese émise, lors des mesures de mobilitétrélghoretique, d’'une adsorption sur une
couche diffuse plus grande que la longueur de Ddlgpmisseur de la double couche

électronique, voir chapitre Ill et annexe).

Les nanoparticules de Ce@'étant pas facilement observables au MEB (lirdgerésolution
en taille), nous avons de nouveau eu recours adierie STEM/HAADF et a la cartographie
XEDS.

IVV.2.3.3 Visualisation des interactions EPS-NPs en cartdgeadEDS

» Visualisation des EPS che3ynechocystien présence de NPs
La Photo 25 présente une suspension de cellul8ymischocystimise en contact pendant 3h
avec des nanoparticules de Geflans I'eau ultrapure. Les échantillons ont été&diau
glutaraldéhyde et colorés au bleu Alcian puis dépadirectement a I'état liquide sur des
grilles et observés (sans séchage, enrobage raratém préalable de coupes). Les cellules
apparaissent sous forme agrégée (ce qui est comf@e qui a été décrit dans la partie IV.1 -
floculation). A la différence des coupes observgmgcédemment en MET aprés
déshydratation a I'éthanol, les échantillons comtent une quantité importante de structures
polymériques filamenteuses. Ces structures polymés (EPS), déja mises en évidence en
MEB apparaissent denses aux électrons grace dolation au bleu Alcian.
Une analyse de cet échantillon en cartographie EBI#®to 26) confirme la présence de
cérium sur les cellules ainsi que sur les EPS ssdl@bsence de Ce@n surface des cellules
déduite des images MET était donc bien un artdi@et la préparation des échantillons pour
cette technique.
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Photo 26 Observations HAADF et EDS d&ynechocystien contact 3h dans I'eau ultrapure avec des
nanoparticules de CeQ.

1: image STEM/HAADF, 2 : cartographie obtenue aveda raie La du cérium, 3 : cartographie avec la
raie Ka I'oxygene et 4 : cartographie avec la raie i du silicium. Barre d’échelle : 1 um.

Photo 27 Observations MET d'une cellule deSynechocystien contact pendant 3h dans I'eau ultrapure
avec des nanoparticules de CeQO

Dépot direct sur grille. A : partie d'une cyanobacgrie avec des exopolysaccharides accrochés a lagiate
la cellule. B : agrandissement de la zone délimitgmar le carré sur Iimage A. C : image haute résoltion
correspondant a la zone délimitée par le carré suiimage B.
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La cartographie au seuil du silicium souligne ledreits de I'échantillon ou les EPS sont
présents en quantité importante. En effet, leigilicfait partie des éléments piégés par les
exopolysaccharides (notamment dans les biofiimggifez et al., 2007). Sur la cartographie
au seuil du cérium (Photo 26), les contours de whaegllule sont parfaitement délimitables.
Ce n’est pas le cas pour les cartographies au delibxygene et du silicium. Ce phénoméne
confirme la présence uniquement surfacique (et intbmacellulaire) des nanoparticules par
'augmentation du signal di aux effets de bord.

Afin de vérifier si les nanoparticules sont bienégantes uniqguement sur les
exopolysaccharides recouvrant la paroi cellulairen@n directement sur cette paroi, des
agrandissements d’'une photo MET d’une cellule tdtréalisés (Photo 27). Ces observations
ont porté sur une partie d'une bactéignechocystisu des EPS étaient encore visiblement
accrochés (photo A). Un agrandissement de la zéfieiel par le carré blanc sur la photo A
permet de mettre en évidence la répartition inh@negles nanoparticules a la surface de la
cellule.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons comuatte répartition de nanoparticules avec
celle dE. coli pour laquelle I'adsorption est beaucoup plus haineg Pour cela, un
échantillon dE. coli a également été observé en MET aprées coloratidnleauAlcian, sans
étape de déshydratation et par dépét liquide. kelta obtenu est présenté sur la Photo 28.
La culture dE. coli est également sous forme agrégée. Aucune structurBrmant la
présence d'EPS n’est observée. Un agrandissemdat slgface d’'une des bactéries (photo
B) montre la présence de nanoparticules de cérigparties de facon homogéne sur la
bactérie. Les lignes noires plus denses sont séppdire des pilis sur lesquels il est possible
de distinguer des chapelets de nanoparticules ieégoient espacées. Des images de
diffraction et une cartographie EDS ont confirmélqagissait de nanoparticules d’'oxyde de

cérium.

Ces observations en cartographie EDS et en METpemhis de confirmer les hypothéses
suivantes :
1) E. coli: recouvrement uniforme de sa paroi cellulairelpamanoparticules de CgO
2) Synechocystisadsorption des nanoparticules de gpfincipalement sur ses EPS, ce
qui empéchent les NPs de venir au contact directelules.
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SL A

Photo 28 Observations MET de bactériek. coli en contact pendant 3h dans I'eau ultrapure avec de
nanoparticules de CeQ.

Fixation au glutaraldéhyde et bleu Alcian, sans éfes de déshydratation dans I'éthanol, dépét
d’échantillon sous forme liquide sur grille.

A: : Image champ clair de deux bactéries agrégée® : Agrandissement d’'une partie de I'image A
mettant en évidence la répartition quasi-uniforme és NPs de Ce@et (C) cartographie XEDS des deux
bactéries réalisée avec la raied.du cérium.
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IVV.2.3.4 Conclusion sur l'influence des EPS lors d’'une nesecontact avec
des NPs

Nous avons démontré que la présence des EPSSgimexrhocystipue un réle majeur dans
les phénoménes d’adsorption des nanoparticules surface de cette cyanobactérie. Les
premiéres observations réalisées ont tout d’abowmhtr@ une adsorption tres limitée
(observations MET) voire une quasi-absence (camjpgge EDS) de nanoparticules sur
Synechocystigpres incubation dans I'eau ultrapure avec despaticules de CeO Ces
observations auraient pu nous permettre de conélunee absence d’interaction entre ces
nanoparticules eSynechocystisCependant, les isothermes d’adsorption et lesuressde
potentiel imposent la présence d’'une adsorptioronapte. Les observations EDS réalisées
sur des coupes d&/nechocystidans son milieu de culture en présence de namncylag ont
permis de diriger les investigations sur le roldalprésence de substances polymériques a la

surface de&synechocystis

En effet, ces substances extrémement fragiledbétsaque sont les EPS ne supportaient pas
les étapes de lavages (et notamment de déshydragatialcool) qu’elles subissaient lors de
la préparation des échantillons MET/EDS et étailmc absentes des échantillons dans I'eau
ultrapure lors de I'observation des coupes. Ledai ces EPS soient visibles dans le cas ou
les cellules sont restées dans leur milieu de kst attribué a un effet de sel. En effet, le sel
écrante les répulsions électrostatiques des chatgesurface (Figure 29), les polyméres

forment une couronne plus dense autour des baxtésgrotégeant des étapes de lavages.

C’est I'adsorption des nanoparticules d’oxyde deuoé denses aux électrons sur les EPS qui
les rend visibles en microscopie électronique. ®méme facon, 'augmentation progressive
de la mobilité électrophorétique d&ynechocystisaprés le plateau d'adsorption est

caractéristique d’une adsorption sur une coucHeagdif constituée par les EPS. En effet, elle
n’est pas observée dans le cas.doli. La description détaillée de la variation de lgbititg

due a I'ajout des nanoparticules demanderait unégéfisation complexe qui dépasse le cadre
de cette these. On pourrait cependant suggéresppreche basée sur la description moderne
de la mobilité de particules molles comme décrnitsde modéle de Duval et Ohshima (2006).
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Eau ultrapure Milieu de culture

faible force ionique forte force ionique

Figure 29 Représentation schématique d8ynechocystigvert) entourée de ses EPS recouverts de

nanoparticules de CeQ (petits ronds jaunes).
Les EPS sont plus étendus dans I'eau ultrapure quaéans le milieu de culture ou les répulsions

électrostatiques entre polymeéres sont limitées pda force ionique élevée.
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Les observations MEB et EDS réaliséesSymechocystisolorée au bleu Alcian, sans étapes
de déshydratation dans l'alcool, nous ont permibserver ces EPS et de comprendre leur
interaction avec les nanoparticules. En effet, femoparticules semblaient recouvrir
entierement la paroi des cellules. Cependant delyses plus poussées de la répartition des
nanoparticules a la surface des cellules, ont mévedence la relation intime entre les EPS et
les nanoparticules. De plus, les observations al@edavages a l'alcool n'ayant montré
aucune nanoparticule sur les cellules, nous poueondéduire que les nanoparticules sont
adsorbées uniquement sur les EPSyleechocystist non sur sa paroi cellulaire.

Au contraire deSynechocystjsla souche d@. coli utilisée ne synthétise pas d’EPS. Les
nanoparticules sont donc adsorbées directemerg &gbn individualisée (c'est-a-dire sans
formation d’amas) a la surface de la bactérie ¢esdborment une monocouche. Ces deux
types d’adsorption de nanoparticules peuvent adeér conséquences tres différentes sur les

mécanismes de toxicité.

Ainsi, si les études de toxicité sur des cellulescéryotes ou procaryotes) recommandent
toujours d’étudier différents modeles biologiquési’en spécifier les souches utilisées, rares
sont celles qui mettent en exergue l'importancéadeésence d’EPS dans les mécanismes de
défense des bactéries contre les toxiques. Ceeide @ pourtant démontré que leur présence
joue un réle déterminant lors les interactions eemanoparticules et cellules. En effet, la
présence d’EPS protege les especes qui les syahépuisqu’elle limite le contact direct
avec la paroi cellulaire. De plus, leur présenagraate dans I'environnement (du fait de leur
détachement des bactéries qui les synthétisentjienne source non négligeable de sites
d’adsorption pour les nanoparticules. Celles-ci,lesir concentration reste limitée, se
retrouvent alors piégées sous forme agrégée damsréeaux polysaccharidiques et
n'atteignent jamais les parois cellulaires des atioganismes. Ce phénoméne est déja connu
dans les contextes de bioremédiation ou les métadgues ou lourds s’accumulent dans les
biofilms (Vilchez et al., 2007 et Harrisoret al., 2007). Cependant, la présence de ces
polysaccharides ne protege pas le phytoplanctonedfloculation en présence de NPs, qui,
comme nous l'avons vu précédemment, aurait destgolesces majeures non seulement sur
la biomasse indispensable a la chaine alimentaiaés également sur le renouvélement de
l'oxygene de l'atmosphére. Nous devons de plus egarén mémoire que ces
exopolysaccharides servent également de sourcesnutléments a d’autres especes

multicellulaires.
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Nom tig’ﬂﬁzge C\(/)z'g:te(gj) Aire ce" | Airece" | Airesizs| cetotarsi| ceVisi | cd'ssi | cellicetotal

H,0 - 3h 3h 5 75572 88400 6611 25 11 13 0,54

H,0 + E.coli - 3h 3h 5 57365 87653 4995 29 11 18 0,60
H,0 + Synechocystis 3h 3h 5 71492 105043 5722 31 12 18 0,60
LB- 3h 3h 5 67709 47237 4343 26 16 11 0,41

LB + E.coli - 3h 45319 72409 3620 0,62

Tableau 5 - Tableau résumant les conditions de pré&pation des échantillons analysés en XPS et les
intégrations des pics correspondant au cérium.
Par colonne, de gauche a droite : le nom des échdlains, le temps de contact dans le milieu étudide
volume utilisé, l'aire intégrée correspondant aux j¢s d’émission 3d du CE et du Cé" et au pic 2s du Si.
Les colonnes suivantes : rapport des aires du cérutotal, Cé" et C&" par rapport & I'aire du silicium.
Derniére colonne : rapport des aires entre le cérim au degré d’oxydation 3 et le cérium total.

a(t) hauteur totale de la b(t) hauteur de la couche|A(t) épaisseur de la couch
NP (nm) c(t) rayon de la NP (nm) de Celll (nm) de Celll (nm)
H,O - 5min 1,7 3,4 0,5 04
H,O - 3h 1,0 2.8 0,5 0,5
H,O +E.coli - 3h 13 27 0.6 07
H,0 + Synechocystis 3h 1.2 29 06 06
Lo el 15 23 05 03
LB + E.coli - 3h 14 27 06 12

Tableau 6 - Tableau résumant la réduction-dissolutin d’une nanoparticule dans différentes conditionsle
contact (modeles biologiques et/ou milieux) et suant le modele présenté en |l.
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L’étude des mécanismes de toxicité par ingestionce®e nanoparticules agrégées a ces
composés organiques sur d’autres cibles biologigeeait une perspective intéressante a ce

travail.

V.3 Mecanismes d’oxydoréduction lors d’'un contact
nanoparticules/cellules

Nous avons observé l'effet d’'un contact entre namiqules et cellules aux échelles
macroscopique et microscopique du point de vuead=ellule, mais qu’en est-il du point de
vue de la nanoparticule ? La partie suivante a pbjectif de déterminer la spéciation des
atomes de cérium aprées contact avec des cellul8ymechocystist E. colia l'aide de deux
techniques complémentaires : I'analyse par spexipie en photoémission de rayons X
(XPS) et la spectroscopie d’absorption de rayonsés du seuil (X Ray Absorption Near
Edge Spectroscopy, XANES).

IV.3.1Analyses XPS

Les analyses XPS ont été réalisées de la méme maapie lors du suivi de la dissolution des
nanoparticules (lll, 2.4) a la différence que lesan recouverts de nanoparticules de £eO
ont incubé non pas seulement dans I'eau mais égateem présence des cellules et de leurs
milieux de culture pendant 3h (voir matériels etthmée). Le Tableau 5 répertorie les
différentes conditions étudiées et les aires cpmegantes au Ceet Cé&'. Les aires obtenues
pour le C& et le C& ont été modélisées a I'aide du modéle de disswlutduction établi
préecédemment (Ill.2.4) afin d'obtenir des inforras sur I'évolution des tailles et
composition des nanoparticules (Tableau 6).

La condition « HO-5 min » (données présentées partie lll, 2.4)¢aagutée comme témoin
initial. Les nanoparticules soumises aux différenteonditions montrent toutes un
comportement de réduction-dissolution (Figure ). constate que la proportion de"Ce
reste identique avec ou sans cellules dans I'daapuire. Les phénomeénes d’oxydoréduction
ne semblent donc pas étre particulierement fawripar la présence .’ coli ou
Synechocystidans I'eau ultrapure. Les échantillons ayant iécabec les cellules dans 'eau
sont cependant légérement moins dissous que lené&ans cellule, or nous avons vu qu'il

existe des interactions fortes entre cellules roparticules dans I'eau (voire les observations
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Figure 30 - Histogramme représentant le volume d’ua NP et le volume correspondant de Ceaprés des
contacts de 3h dans différents milieux avec ou sansllules.
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Figure 31 Spectre d'absorbance XANES de NPs CgQ@yant subies un contact avec des bactéries au deui
L3 du cérium obtenue a 'ESRF.

La courbe calculée est une modélisation de la cowrbexpérimentale. Elle est obtenue par combinaison
linaire d’'un étalon contenant du Cé& avec un étalon de CB. Les coefficients linéaires résultants
permettent de quantifier le ratio de C&' et Cé" présents dans I'échantillon.
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réalisées en MET), il est donc probable que la lteuwte nanoparticules déposée sur mica soit
recouverte d’'une couche de cellules qui limitedf#t de dissolution. Dans le cas du milieu
LB, la réduction est moins importante que dansul'eérapure en effet, la quantité de'Cest
plus importante dans le LB aprés 3h que dans 'Eauevanche la présenceéedtoli dans le

LB induit une réduction plus importante des nambgales, et la dissolution est de nouveau
plus limitée en présence de bactéries. Dans lemMM, la dissolution et la réduction sont
aussi plus limitées que dans l'eau ultrapure. Denen@&ue pourE.coli, la présence de

Synechocystidans le milieu de culture favorise la réductionsianite la dissolution.

IV.3.2 Analyses XANES

Les phénoménes de réduction entre nanoparticuleslieles ont également été suivis en
absorption des rayons X (XANES) au seuil d’énetddedu cérium. Ces expériences ont été

réalisées sur la ligne BM 30b du synchrotron ESRF-.

Une premiére série d’échantillons a été analyséendiru solide. Les nanoparticules ont
préalablement été mises en contact avec des cetales différents milieux (eau, LB, MM).
Apres 3h d’incubation, les échantillons ont étégadés a I'azote liquide puis lyophilisés. Les
lyophilisats ont été mélangés a du bromure de pintas pour former des pastilles ensuite
analysées en fluorescence avec utilisation d'uostay a -172 °C. Le bruit de fond a été
soustrait aux courbes d’absorbance qui ont étéitenswwrmalisées puis modélisées par
combinaison linaire des spectres obtenus pour lesoparticules de CeO pures
(majoritairement composées de'Qeet pour le CeGl(majoritairement CE) (Briois et al.,
2005 et Zhangt al., 2004). Les concentrations relatives dé'Ge Cé' ont été déduites des
combinaisons linéaires obtenues (Figure 31).

Le Tableau 7 présente un résumé des résultatsusbwm la série d’échantillons solides.
D’aprés ces analyses, la réduction subie par lespaaticules dans I'eau est similaire a celle
subie dans le LB : environ 10 %. La réduction rgdtes limitée dans le MM ou elle atteint
maximum 5 %. Il faut cependant noter que les calaggpérimentaux par combinaison
linéaire permettant de déterminer la fraction d&' @eec une précision de 5 % seulement,
ceci est limitant pour quantifier des réductionbl&s. Dans I'eau en présence des cellules
biologiques Synechocystist E.coli) les nanoparticules sont & peine plus réduitesdgunes
'eau seule (10-15%). Dans le milieu de culture M présence d&ynechocystjsles

nanoparticules subissent une réduction faible etleé@ celle subie dans le MM seul.

187



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

Echantillons ce' Ice
MM - 3h <5%
Milieux et eau H,0 - 3h 10%
LB - 3h 10%
- i 0
Bactéries + HO H,O + Synechocystis 3h 15%
H20 +E.coli - 3h 10-15%
MM + Synechocystis 3h 5%
Bactéries + milieux LB + E.coli - 3h (concentrations fortes) 20-30%
LB + E.coli - 3h (concentrations faibles) 50%

Tableau 7 - Résumé des quantifications ¢¢Ce obtenues en XANES pour différentes conditionsed
contact.
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Figure 32 Spectres XANES de pastilles des échartitis « LB +E. coli-3h » a différentes concentrations en
nanoparticules de CeQ.

Les concentrations correspondent aux concentrationen CeQ dans les échantillons liquides avant
lyophilisation.
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En revanche, les nanoparticules présentent ungtiéd beaucoup plus importante dans le
milieu LB en présence H. coli. Plus la concentration en nanoparticules y ebtdait plus la
réduction est proportionnellement importante. @stiillustré sur le graphique Figure 32.

Ces résultats confirment des observations ant@sexgralisées sur la ligne LUCIA (Thak

al., 2006). On notera cependant que des échantillaragtiniement analysés sur LUCIA ont
été réanalysés sur BM30b (sur des zones différateséchantillons) et ont montré des
réductions nettement inférieures (diminution de 8@&o réduction a 50%) ; peut-étre la
conséquence d’une réduction sous faisceau sur LUEIA effet, cette ligne possede un
microfaisceau de densité de photon8 fbds plus grande que sur la ligne BM30b de 'ESRF,
ce qui a pu forcer la réduction des échantillonsudNavons confirmé que ce phénoméne de
réduction sous faisceau était absent a BM30b erpamnt les échantillons soumis a des

temps plus ou moins longs d’analyse.

Une deuxiéme série d’expériences a été égalemmtidéetsur des échantillons liquides afin de
suivre la cinétique de réduction du cérium en présale cellules (protocole décrit dans la
partie matériels et méthodes). Cependant, les atrat®ns de cérium dans les suspensions
cellulaires étaient en limite de détection de Ignd, les échantillons ont donc été

préalablement concentrés (5 fois) par centrifugatddalgré cela, les temps d’acquisition (15

min) imposés par la résolution cinétique recheroBidéent trop courts pour permettre une

modélisation correcte des spectres. De ce faitfrietion objective des taux de 'Ces’est

avérée impossible.

Les résultats communs aux deux techniques d’an@§R8 et XANES) sont les suivants :
* une absence de réduction dans I'eau ultrapure ésepce des deux types de cellules
(quantité de C¥ identique & celle trouvée dans I'eau seule) et
« une réduction du Ceen Cé' (visible par la diminution de la quantité de'Gelans le

milieu LB en présence de cellule€dcoli

Les analyses XPS montrent également un phénomeradetion en présence de cellules de
Synechocystiglans le MM, mais ceci n'a pas été confirmé par deslyses XANES,
probablement a cause d’une différence dans la géiendé I'expérience. En effet, dans le cas
de I’XPS, les cellules sont majoritaires par rappoix hanoparticules seulement présentes sur

la surface du mica. De plus dans le cas du XANE&$8ohtact a lieu, non pas avec une surface
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macroscopique de nanoparticules, mais avec despaditules individualisées. Il faut
également noter que I'analyse XANES permet la spiéci de I'ensemble des atomes de
cérium présents en solution tandis que I'’XPS awralysiquement les nanoparticules encore
restantes sur le mica. Pour toutes ces raisoast délicat d’extrapoler les résultats obtenus en
XPS a ceux obtenus en XANES.

IVV.3.3Conclusions sur les mécanismes d’oxydoréduction

Ces expériences ont mis en évidence une abserrédulgion des nanoparticules lorsqu’elles
sont en contact de cellules dans I'eau. En revarddnes les milieux de culture, la réduction
semble dépendre du modéle biologique et du typeod&act entre nanoparticules et cellules.
En effet, ily a:

» réduction dans le casH' coli

* réduction absente ou limitée dans le cas d’'un cbatzecSynechocystis

Le fait qu’aucune réduction ne soit observée daaailen présence . colilaisse supposer,
dans le LB, un mécanisme de réduction du cériunaiinzhrE. coli. En effet, si la réduction
observée était simplement la résultante d'une aiydales bactéries par les nanoparticules
(hypothese concevable vue le contact intime erdgreparticules et bactéries), cette réduction
serait également observée dans I'eau. La reduesbdonc bien induite par les bactéries dans
leur milieu culture, probablement par la productide radicaux libres, et non par les
nanoparticules.

Les radicaux libres sont naturellement produitslesrcellules et sont nécessaires a leur bon
fonctionnement. lls sont notamment impliqués dags mMécanismes de régulation destinés a
répondre au stress oxydant et a rétablir 'homéastde la cellule (Droge, 2002). Cependant,
de trop fortes concentrations en radicaux libresveet conduire a des modifications
irréversibles des protéines et acides aminés aetsl (espéces les plus sensibles aux
phénomeénes redox). lls peuvent méme a terme eatri@nmort cellulaire (Droge, 2002). De
plus, de récentes études ont montré une augmeantiita durée de vie de cellules exposées a
des nanoparticules d’oxyde de cérium (Karakotal.,2008). Selon ces auteurs, les défauts
électroniques présents dans les nanoparticulesepmh a ces dernieres de jouer le role
« d’éponges » a radicaux libres en passant de téaydation 4 a I'état d’'oxydoréduction 3
du cérium. La concentration en radicaux libres damsilieu de culture serait ainsi diminuée,

ce qui favoriserait le prolongement de la vie dalle.
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Le fait qu’aucune réduction ne soit observée daeulultrapure réside sans doute dans le
ralentissement du métabolisme des cellules. En, dffsau ultrapure est dépourvue des
nutriments indispensables aux réactions métabdaigimxydoréduction. Ceci limite donc la

production des radicaux libres. De plus, la difféxe de pression osmotique provoquée par
'absence de sels conduit probablement a une liilmitades échanges entre l'intérieur de la
cellule et I'extérieur. Les radicaux libres song ce fait, moins libérés dans le milieu de

culture.

ConcernantSynechocystjsla réduction tres limitée est probablement du& gprésence
d’exopolysaccharides. En effet, d’apres kiual.,2007, les EPS protegent les cellules qui les
possédent des effets des irradiations en piégeantadicaux libres . De plus, la réduction
observée cheZ .coli dépend de la quantité de bactéries en contacttdaeec les
nanoparticules. Le contact direct étant évité parésence d’EPS dans le cas des expériences
réalisées en milieu dispersé liquide (cas XANES{ explique I'absence de phénoménes de
réduction. On aurait toute fois pu s’attendre agle@&nomeénes de réduction entre EPS et NPs
car le C& est utilisé comme catalyseur dans les réactionpodgmérisation vinylique du
glucose et de la cellulose (Pottenger and Johrisdf()) et également de polymérisation par
émulsion des alkylcyanoacrylates (Chauviartral., 2003). En effet, il a été démontré qu'l
produit des radicaux libres sur la cellulose (Raér and Johnson, 1970) et sur le dextran
(Chauvierreet al., 2003) par formation d’'un complexe de coordinatiGe. n’est cependant
pas ce qui a été observé dans cette étude probaftiémcause du pH du milieu de contact

qui est nettement supérieur au pH utilisé danype de réaction de polymérisation ou pH
Il reste a présent a vérifier I'impact d’'une inctiba en présence de nanoparticules sur les

réponses cellulaires (croissance, mortalité, int&gnembranaire) et a les confronter aux

mécanismes d’oxydoréduction observés. Ceci sebgetau chapitre suivant.
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V.4 Matériels et méthodes

IV.4.1Electrophorese capillaire

Les cultures de bactérieSynechocystist E. coli) ont été cultivées dans leur milieu respectif
puis lavées dans I'eau ultrapure de la fagon d&dans la partie matériels et méthodes 11.3.3.
Puis les cultures ont été aliquotées en fractian® ehlL. L'ajout de 100 pL de dilutions de
suspensions de NPs de Gafiitialement & 10 @™ (préalablement stérilisée par filtration sur
filtre 0,22 um) aux fractions de suspensions caites est effectué sous agitation (vortex).
Les cultures contenant les nanoparticules ont enstte placées dans leurs incubateurs
respectifs pendant 30 min. A lissue de cette mirial'incubation, les cultures ont été
centrifugées (10 min a 4 500 g) et 1mL de chaqueagieant a été prélevé puis analysé en
électrophorése capillaire.

Chacune des séries d’échantillons a été doubléesmsurer de leur reproductibilité.

La méthode d’analyse par électrophorese capill@irepréalablement été validée par
construction d'une isotherme d'adsorption de nartapdes d'oxyde de cérium sur un

modele connu : des billes de latex (voir annex&3).3

» Dissolution des NPs pour I'analyse en électrophoresapillaire
Les nanoparticules de Ce@yant une grande affinité pour le verre, leur gutson sur le
capillaire en silice fondu de I'électrophorése Hape risquait de fausser les analyses. Les
analyses par électrophorése capillaire ont donegsité une étape préliminaire de réduction-
dissolution des nanoparticules d’oxyde de cérium dé les transformer en cations®Ce
analysables en électrophorése. Cette étape a aliééeé par l'ajout d’acide sulfurique
concentré (dissolution des nanoparticules) et tdes&lohr (réduction des nanoparticules).
Le sel de Mohr (N, Fe(SQ),, 6H,0 a été préparé par dissolution de 38 g du sokas @0
mL d’acide sulfurique concentré. La solution a ®5ainsi obtenue a ensuite été diluée 50
fois afin de travailler avec une solution a 10 mM.
La quantité de sel de Mohr a ajouter a été cadcalfén d’obtenir une réduction totale du
cérium, tout en limitant I'ajout d’acide sulfuriqu€elui-ci est en effet responsable de
phénomenes de saturation de I'électrophorese ampillorsque qu’il est présent en trop

grande quantité dans les échantillons.

195



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

196



Chapitre IV : Physicochimie des interactions

Afin d’établir le bilan de matiere, la quantité nragle de nanoparticules potentiellement
présentes en solution a été calculée a partirédddntillon contenant la concentration initiale

maximale en nanoparticules.

Equation bilan : CE(nanoparticules) + B&(sel de Mohr)- Ce** + F&*
Le ratio idéal (pour ne pas saturer I'électrophergmis réduire l'intégralité des atomes de
cérium) a donc été établi pour : 150 pL de sel d&dM10 mM) et 400 puL d’échantillon.

» Préparation de I'électrolyte pour I'analyse en éleitophorése capillaire
L’électrolyte utilisé pour les analyses en éledtrmgse capillaire a été préparé par ajout a 100
mg d’eau ultrapure de: 68 mg d’acidéydroxy-isobutyriqugHIBA, Aldrich) jouant le réle
d’agent complexant des cations et 64 puL du chromagpklV-CAT1 (fournisseur : Waters).
L’électrolyte a été homogénéisé pendant 24h pdatami magnétique avant utilisation. Le
pH final de I'électrolyte était d’environ 4.

» Analyses en électrophorése capillaire
Les analyses ont été réalisées sur une électraggh@eckman Coulter (P/ACE MDQ) avec
un capillaire adapté a la détection des cations.rhesures ont été réalisées a une tension de
25,2 kV.

IV.4.2 Mobilité électrophoretique

Les échantillons qui ont servi a la mesure de lailté électrophoretique ont été préparés de
la méme maniére que ceux mesurés pour l'isothetatsarption. Les cultures ont été lavées
dans I'eau puis mises en contact avec une solagonanoparticules pendant 30 min - 1h
(prise en compte du temps d’analyse). Les mesugemabilité électrophoréetique ont été
effectuées a I'aide d’'un zétasizer Nano ZS de neaMalvern. Les échantillons ont été placés
dans des cellules en plastique jetables. Les nébibnt été mesurées par un systeme de
mesure de vélocité a 'aide d’'un laser a effet DeppCe type de mesure utilise la technique
du retournement de champ électrique (inversionbideses électriques aux électrodes). Le
mode de mesure utilisé a été le mdaeneral Purposecombinaison du retournement de
champ rapide (FFR : fast field reversal) afin diéwil’électroosmose et retournement de
champ lent (SFR : slow field reversal) afin d’évitélectrodéposition.
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IV.4.3Microscopie électronique en transmission (MET)

Les cultures desynechocystigt E. coli lavées dans les milieux étudiés ont été mises en
contact pendant 3h en présence des nanopartical€e@® (conditions identiques a celles
décrites dans le matériel et méthode 11.3.3)

Les échantillons ont ensuite été fixés par du ghldéhyde 2,5 % pendant une heure (ajout de
0,2 mL de glutaraldéhyde 25% aux 2 mL d'échantjlloidajout du fixateur permet de
conserver I'état morphologique des bactéries a amemt donné. Cette étape tue les cellules.
Apres une heure d’incubation, les échantillonséigtlavés plusieurs fois (par des cycles de
centrifugation et remplacement du surnageant) aeeltieau ultrapure. Puis une solution de
métaperiodate a 1 % a été ajoutée aux échantéiblassée incuber 15 min afin de rendre la
paroi des bactéries perméable aux colorants. €&tpee a de nouveau été suivie de plusieurs
lavages des échantillons a I'eau ultrapure. Pgigthantillons ont été mis a incuber dans 0,5
mL de milieu Karnovsky (fixateur et colorant memimae) pendant 1h30. Ce milieu est
composé de : 1% de tétraoxyde d’osmium, et 15 mgimferrocyanide de potassium. Apres
1h30 d’incubation les échantillons ont été lavdsi8 a I'eau ultrapure et centrifugés, puis les
culots ont été enrobés dans 70 pL d'une solutiohgalf 2 %. Aprés gélification, les
inclusions ainsi obtenues ont subi des étapes dRydéations successives dans des bains
d’alcool de concentrations croissantes, puis oétléitement infiltrées par la résine Epon
pendant 18h. Les échantillons ont ensuite été saldés des moules, placés quelques minutes
sous vide (pour retirer les bulles d’air de laméyiet laissés a polymériser pendant plusieurs
jours (jusqu’a durcissement complet de la résine).

Les moulages obtenus ont ensuite été découpésl@ lain couteau a diamant (Diatome AG)
en sections ultrafines de 90 nm d’épaisseur dansmigrotome (UCT-FCS; Leica
Microsystems). Ces coupes ultrafines ont été dégsosar des grilles de nickel recouvertes
d'une pellicule carbonée (carbon-formvar nickeldgrigar Scientific) et colorées avec du
citrate de plomb (Reynold’s lead) ou de l'acétdteahyle. Les observations des coupes ont

éte réalisées avec un microscope Philips CM12k/8&quipé d’une caméra US1000 Gatan.

IV.4.4Microscopie électronique a balayage (MEB)

Les échantillons observés ont été des cultureSyaechocystisepiquées plusieurs fois en
phase exponentielle, puis lavées trois fois daul'ultrapure et laissées a incuber pendant 3h
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dans un incubateur agité lumineux a 30°C. Les dilmas ont ensuite été fixés a I'aide d’'une
solution de glutaraldéhyde a 2,5 % contenant 0,18e%bleu Alcian. Les échantillons ont
incubé une nuit dans la solution de fixation (glakdéhyde et bleu alcian), puis ont été lavés
trois fois a I'eau ultrapure par des étapes derifegation et remplacement du surnageant.
Certains échantillons ont également subi des étdpedeshydratation par lavages dans des
bains contenant des concentrations croissantethanat. Aprés ces étapes, les échantillons
ont été centrifugés puis le culot des échantillani&té déposé (sous forme de pate) sur des
clous en aluminium (fournisseur : Agar scientifi€es clous ont été placés dans un appareil
de séchage au point supercritique dwp,d@ cavité a été remplie par de l'isopropanol.ucel

ci a pris la place de I'eau dans I'échantillon.sPlai cavité a progressivement été remplie par
du CQ liquide, miscible a I'isopropanol. Par variatioa pression et température le £&été
transformé en vapeur, séchant ainsi I'échantillas échantillons ont ensuite été métallisés
pendant 30 s a 40 mV par une source Or-Palladiuns. dbservés sur un microscope MEB
Hitachi.

IV.4.5Analyse dispersive en énergie (XEDS)

» Echantillons en couche mince
Les échantillons analysés ont été les mémes quepréparés pour I'expérience de MET. La
localisation des nanoparticules a été réaliséausunicroscope JEOL 2100F TEM/STEM a
200 kV. La technique d’imagerie électronique emgraission a balayage a été couplée a un
détecteur champ sombre annulaire a grand angléh (Mingle Annular Dark Field HAADF)
permettant d’obtenir un bon contraste en Z. La tspscopie d’analyse dispersive en énergie

(XEDS) a permis d’établir des cartographies élémiess des échantillons observeés.

* Echantillons liquides

Les cultures de&Synechocystigt E. coli ont été cultivées classiquement, puis lavées 8 foi
dans de I'eau ultrapure. Elles ont ensuite été snésecontact pendant 2h avec 240ppm de
nanoparticules de CeQlans leurs incubateurs respectifs. Aprés ce tafiipsubation, les
échantillons ont été centrifugés pendant 5 min@435 et le surnageant a été remplacé par un
mélange : glutaraldéhyde (2,5 %) et bleu Alciard (%). Les cultures ont incubé avec ce
mélange pendant 10 min, puis le fixateur a étéér@t@ar lavages a I'eau ultrapure. Une goutte
des échantillons a ensuite été déposée directesuentine grille Ni-Cu recouverte d’'une

pellicule carbonée, laissée a reposer pendant A@pour permettre la décantation des
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Echantillon liquide | Echantillon solide

Figure 33 Environnement échantillon des mesures XARBS réalisées sur la ligne BM30b de 'ESRF.
A : vue d’ensemble, B : Vue d’'un échantillon liquié agité, C : Vues d'un échantillon solide.
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bactéries sur la grille) puis I'excédent de liqualeté retiré a l'aide d’'un papier absorbant
avant d'étre introduit dans le MET. Les observatiamt été réalisées sur un microscope
JEOL 2100F TEM/STEM a 200 kV, coupké un détecteur HAADF. La spectroscopie

d’analyse dispersive en énergie (XEDS) a permitatlé des cartographies élémentaires des

échantillons observés.

IVV.4.6 Spectroscopie d’absorption des rayons X (XANES)

Les échantillons ont été préparés a partir de @dtdeSynechocystist dE. colilavées dans

le milieu de I'étude (voir 11.3.3) puis aliquotées fractions de 6 mL dans lesquelles a été
ajouté (sous agitation par vortex) 1 mL de difféesnsuspensions de NPs de ¢al@
concentrations inférieures ou égales a 10 g/L. diespensions cellulaires ont été mises a
incuber pendant 3h dans les incubateurs adaptéshactéries utilisées puis congelées a
I'azote liquide et lyophilisées. Remarque : lesadthions contenant seulement les milieux
sans les bactéries ont également subis ces étagestdcole.

Les lyophilisats ont été mélangés a du KBr poumfar des pastilles analysées sur la ligne
BM 30b du synchrotron ESRF (Figure 33). Les écllang ont été placés dans un cryostat
d’azote liquide pour les acquisitions longues afi@viter que le faisceau n’endommage les
échantillons. L'analyse a été effectuée en fluease a I'aide d’'un détecteur 30 éléments au
seuil L3 du cérium (5723 eV). Les données ont ktiées suivant la procédure classique :
soustraction du pré-seuil, normalisation et modéb® par combinaisons linaires de spectres
cd' et Ce'.

Pour les échantillons liquides, les culturesSimechocystigt E. coli ont été cultivées et
lavées comme décrit dans le matériel et méthodzghdpitre 1. Différentes conditions ont été
testées : les suspensions cellulaires non conesnfigit OD=0,5 pouSynechocysti®t
OD=2 pourE. coli), les suspensions concentrées 3 fois (dans ditiemailieux de contact :
eau, MM, LB) et les cultures concentrées 5 foisurPcertains essais les cultures ont été
concentrées aprés contact avec les NPs. Les simperellulaires ont ensuite été placées
dans une cuve de mesure de spectroscopie en plskigface de la cellule dirigée face au
faisceau étant percée d'un trou recouvert de kaptQuelques microlitres d’'une suspension
de CeQNPs a 10 g/L ont ensuite été ajoutés a la suspeusitulaire (concentrations finales
en CeQ entre 10 et 100ppm). Les cellules ont été maimteren suspension pendant la

mesure grace a un petit agitateur en téflon (vigue 33).
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Résumé des principaux résultats du chapitre 1V :

physicochimie des interactions.

Les interactions entre NPs de Ce€ les cultures de Synechocystis et E. coli anéttdiées
du point de vue de la physicochimie.
* Floculation

Lors d’'une incubation dans I'eau en présence de d#’€eQ les suspensions cellulaires de
Synechocystis et E. coli floculent. Il en est dame dans le milieu de culture MM pour
Synechocystis mais pas pour E. coli dans le mitleuculture LB. La floculation est
rapprochée de celle observée en présence de séfivatants (ex : C&) utilisée dans les
procédés de dépollution. Dans des conditions enmementales, la floculation et la
décantation de microorganismes photosynthétiquamieeraient leur mort par manque de

lumiere.

» Adsorption des NPs
La floculation est due a une adsorption des NPsa &urface des cellules. La quantité
adsorbée a la surface de Synechocytis est 10 foss importante que celle adsorbée a la
surface d’E. coli. Ceci est di a la présence d'wmiche d’exopolysaccharides (EPS)
sécrétés par Synechocystis sur laquelle les NRissthent préférentiellement.

* Localisation a I'’échelle de la cellule
Les NPs sont adsorbées en monocouche sur la patuoilaire d’E. coli contrairement a
Synechocystis ou elles s’adsorbent préférentielieéraer les EPS. Aucune trace de cérium

n'est détectée a l'intérieur des cellules dansdeax cas.

* Phénomenes d’oxydoréduction
Des analyses XPS et XANES montrent, dans I'eaualbsence de réduction des NPs induite
par la présence des cellules. En revanche, les $d¢iRtblent étre partiellement réduites dans
les milieux de cultures en présence de cellulege@éduction est attribuée au piégeage, par
les NPs, des radicaux libres naturellement géndrés les cellules dans leur milieu de

culture et leur absence dans l'eau ultrapure & eude la pression osmotique.
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710 ppm

480 ppm

245 ppm

120 ppm

100 ppm

30 ppm

0 ppm
(témoin)

Photo 29 Test en gouttes réalisé siBynechocystien contact pendant 3 h avec des nanoparticules @20,
dans le milieu de culture MM.

Premiére goutte non diluée puis dilutions successs de 10 en 10.
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V.1 Toxicité liée a un contact indirect avec des

nanoparticules : le cas &gnechocystis

V.1.1 Premiere approche sur la toxicité des nanoparscule

Les différences d’interaction entre nanoparticebactéries ont été mises en évidence lors
de tests physicochimiques. En efféynechocystisa la différence d. coli n’est pas soumise

a un contact direct avec les nanoparticules puisglies-ci sont bloquées par la présence
d'une couche dense d’exopolysaccharides se troumast surface. Les nanoparticules
(chargées positivement) s’adsorbent sur les exspobharides (EPS), principalement
chargés négativement. Cependant, méme si les ndicafes n’atteignent pas la membrane
externe desynechocystislles provoquent néanmoins une floculation bastée importante.
La partie qui suit a pour but de tester si en kalze d'un contact direct entre les
nanoparticules et la membrane Signechocystid existe malgré tout une toxicité inhérente

aux nanoparticules.

V.1.1.1 Tests de survie en milieu solide

Les cellules en croissance sont incubées avecrmunsaoparticules dans le milieu de contact
(milieu de culture ou eau ultrapure) pendant 3madétre diluées successivement dans le
milieu de contact puis déposées sur boites contelamilieu de culture solide (voir annexe
p.327). Seules les cellules vivantes sont capatiegpousser et de donner des colonies
observables aprés 15 jours p@ynechocystid, jour pourk. coli. Le nombre de colonies est

comparé dans différentes conditions.

* Survie en présence de nanoparticules dans le miliele culture MM

En présence des nanoparticules de Ca&hs le milieu MM, les cultures d&nechocystis
floculent de maniere importante. De plus, les insagie microscopie électronique et
cartographie EDS montrent une grande quantité depsaticules tres proches des bactéries.
Logiguement, leur présence a proximitéigmechocystipourrait induire des effets toxiques
a «courte distance ». La Photo 29 montre le rd@sdlun test d’étalement sur milieu MM

solide réalisé a partir d'une culture 8ignechocystiexposée pendant 3 h a des
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480 ppm
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120 ppm

60 ppm

30 ppm

15 ppm

0 ppm
témoin

Photo 30 Test en gouttes réalisé sutes cellules deSynechocystisncubées pendant 3 h avec des
nanoparticules de CeQ dans I'eau ultrapure avant dépét sur milieu solide Premiére goutte non
diluée puis dilution par 10 et dilutions suivantesle 4 en 4.

600 ppm

300 ppm

150 ppm

0 ppm
témoin

Photo 31 Test en gouttes réalisé sur des cellules Slynechocystisncubées pendant 3 h avec des
nanoparticules de CeQ-PAA dans I'eau ultrapure avant dép6t sur milieu stide. Premiére goutte
non diluée puis dilutions successives de 10 en 10.

216



Chapitre V : Différents mécanismes de toxicité

nanoparticules de Ce@ans le milieu de culture MM. Le test ne montre ga différences de
survie entre le témoin et toutes les concentratiofésieures ou égales a 710 ppm de €eO
Les NPs de Cef)méme a des concentrations tres importantes,mealsac pas toxiques

pour Synechocystigorsque le contact a lieu dans le milieu de caliiviM).

e Survie en présence de nanoparticules dans I'eau tdpure

Des tests d’étalement sur milieu MM ont égalemeatréalisés afin d’évaluer la toxicité des
nanoparticules de Ce@ur Synechocystikrs d’'un contact dans I'eau ultrapure. La Phdlo 3
présente les résultats d’un de ces tests. Lesatibitles suspensions de cellules n'ont pas été
réalisées de 10 en 10 mais de 4 en 4 afin d’évélkeféet des nanoparticules de fagon plus

fine.

La survie de la culture contenant 15 ppm de £esDd approximativement identique a celle du
témoin. Les cultures contenant 30 et 60 ppm de,@ae@ntrent des survies réduites d’environ
un quart par rapport au témoin. En effet, il y adétalage d’'une dilution pour ces deux
cultures, donc environ 25 % de survie par rapporttémoin. Pour les concentrations
supérieures a 60 ppm, les dilutions sont décal@wiron deux par rapport au témoin, c’est-

a-dire d'un facteur 16. Les survies ne dépassamt gas 6 % pour ces concentrations élevées.

e Survie en présence de nanoparticules fonctionnalieg (CeQ-PAA) dans l'eau
ultrapure
Les charges de surface positives des nanoparticide€eQ étant a l'origine de la forte
adsorption des nanoparticules sur les cellules léous exopolysaccharides), nous avons
étudié linfluence de la charge de surface des MPRstestant également la toxicité de
nanoparticules de Ce@hargées négativement. Nous avons utilisé poarded NPs de CeO
stabilisées par de I'acide polyacrylique. Ces nantqules sont tres stables dans différents
milieux et ont été obtenues par la méthode dépate Sehgakt al., 2005. Nous n’avons
observé aucune floculation cellulaire lors de Hisation que ce soit dans le milieu de culture
MM ou dans I'eau ultrapure. Les tests de surviensilieu solide montrent qu’'il n'y a aucun
impact des nanoparticules de GEAA sur la survie d&ynechocystigue ce soit dans I'eau
ou dans le MM pendant 3 h ou 24 h (exemple dedlration dans I'eau ultrapure présenté
Photo 31).
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Figure 34 Test de survie (CFU) dé&ynechocystien contact pendant 3 h avec des nanoparticules
de CeQdans I'eau ultrapure.
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L’acide polyacrylique a également été testé damsniémes conditions et a des concentrations
équivalentes et n’a montré aucune toxicité. Letuces ne floculent pas en présence des NPs
CeQ-PAA, ce qui est en accord une répulsion électtiggsta due a la présence de charges de
surface négatives a la fois sur les cellules elesiNPs. Des photographies en microscopie
optique de ces cultures en présence d’encre deeG#wvelent de plus une augmentation
notable de la couronne transparente autour deslesllorsque celles-ci sont incubées en
présence de ces nanoparticules (voir annexe pp@8uaillustration). Ceci confirmerait une
augmentation de la répulsion électrostatique deS EB-a-vis de I'encre de Chine par

interactions avec des NPs également chargées veEmatit.

V.1.1.2 Dénombrement de colonies (CFU)

e Survie en présence de nanoparticules dans I'eau tdpure

Les tests en gouttes réalisés stynechocystisdans l'eau ultrapure en présence de
nanoparticules montrent une diminution de la supder des concentrations supérieures a 30
ppm de Ce@ Des tests de survie par la technique de dénondmiede colonies (CFU) ont
été réalisés afin de quantifier plus précisémetie dmisse (voir annexe p.328). Ces tests ont
été reproduits trois fois minimum et ont donné aEsultats identiques, la Figure 34 présente
les résultats obtenus pour I'un d’entre eux, lesdsad’erreur correspondent aux écarts-types

entre les colonies dénombrées sur les 3 a 6 b@pesees pour chaque condition.

Les concentrations en CgQ@upérieures ou égales a 30 ppm provoguent unseb&igs
importante de la survie d@ynechocysti€En effet, la survie est marquée par une dimimutio
rapide entre 15 et 30 ppm de Ge(aisse de 140 % a 20 %). Puis, de facon assez
surprenante, quelque soit la quantité de nanopéeticajoutées pour des concentrations
supérieures a 30 ppm, la survie atteint un plade2@ %.

De plus, les survies pour les petites quantitésat@particules sont tres supérieures a 100 %
ce qui est également assez surprenant. Plusieplieations peuvent étre a l'origine de ce
phénomeéne. Tout d’abord, les culturesSyaechocystiétant utilisées en phase exponentielle,
les bactéries sont majoritairement en divisioneepgesentent sous forme de doublets. Il est
possible que la présence des nanoparticules awaumvdes plans de division cellulaires
accélere la division provoquant ainsi une augmamtate la quantité de cellules simples par

rapport aux cellules en doublet. Comme une colpaig aussi bien provenir d’'une cellule
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simple que d’'un doublet, cet effet d’accélératieraldivision provoquée par les faibles doses
de NPs entrainerait ainsi une augmentation appadia survie. Ainsi les 140 % de survie
observés correspondraient a une population initalgenant 50 % de bactéries en cours de
division et dont aucune ne serait tuée par leddsidoses de NPs. Par dénombrement en
microscopie électronique, nous avons comparé lebnerde singulets et doublets dans une
culture contenant des nanoparticules de Le®faible concentration (1 ppm) a ceux d’une
culture témoin. Lors de ce test, 8 % des bact@iaent sous forme de doublets apres une
mise en contact avec les nanoparticules contre 1&la¥s I'échantillon témoin. Les
pourcentages obtenus sont cependant trop élevés quau I'accélération de la division
cellulaire soit I'unique explication. Il est égalent possible que, lorsque les concentrations
en nanoparticules sont suffisamment faibles poyvaseavoir d’effet toxique sur les cellules,
la présence des ions et HNQ;) apportés par les solutions de nanoparticulesriooet &
I'amélioration des conditions de survie des cefiulians un environnement trés appauvri en
sels (eau ultrapure). Les survies étant calculéesrgpport au témoin en absence de sels,
celles-ci sont de ce fait artificiellement augmestéDe plus, cette constatation d’une
augmentation de la survie aux faibles doses de dN&galement été notée par Readhal.,
2007 et Brayneet al., 2006 dans le cas . coli incubée en présence de nanoparticules de
Zn0 .

®* |mpact de la floculation sur les tests de dénombreemt de colonies (CFU)

La survie deSynechocystien présence de nanoparticules dans I'eau ultrajaure de facon
importante pour des concentrations en £e@mprises entre 15 et 30 ppm, puis atteint un
plateau a 20 % de survie et reste identique posircdacentrations plus importantes. Il est
surprenant que quelgue soit la quantité de nariopkes ajoutée la survie reste identique. Or
cette gamme de concentrations correspond aux ctvatiens ou la culture est dans un état

floculé.

La floculation des bactéries lors des tests deisymar comptage de colonies n’est pas a notre
connaissance un phénoméne frequemment mentionpén@ant cette floculation peut avoir
un impact non négligeable lors de l'interprétatamn ces tests. En effet, les tests CFU sont
basés sur le fait qu’une cellule individualiséeasbrigine d’une colonie, ces tests sont donc
faussés dans le cas ou plusieurs cellules agrémdes elles sont a I'origine d’'une colonie

unique.
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Figure 35 Test LIVE/DEAD réalisé sur une suspensiogellulaire de Synechocysti@yant incubé pendant
3h avec des nanoparticules de Ce@ans I'eau ultrapure.

Mesures réalisées dans des cuves de spectrosco@e gtan des longueurs d’ondes de fluorescence entre
470 et 700 nm et pour 6 concentrations en NPs diféintes (de 0 a 476 ppm).
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Par exemple, un traitement qui entrainerait unégagion « moyenne » en amas de 5 cellules
conduirait a une survie apparente de 20 %. Lesrohisens de ces cellules en microscopie
optique montrent cependant des agrégats de tadiehétérogenes ce qui ne correspond pas a
la présence d’'un plateau net a 20 % de surviestlicependant possible que les multiples
étapes d’homogénéisation (nombreux vortexagegetgmes) réalisées de facon identique ne
conduisent pas a une désagrégation complete dmsdéobactéries mais a leur cisaillement en
flocs de tailles moyennes identiques et reprodlesibOn ne peut donc pas pleinement
conclure a ce stade quant a I'influence de la fltcan sur le taux de comptage des colonies.
Nous avons donc utilisé une autre technique gunpede distinguer les cellules mortes des
cellules vivantes par des mesures en fluorescemrm@snsensibles aux phénoménes de

floculation.

V.1.1.3 Test d'intégrité membranaire : Live/Dead

» Test d’intégrité membranaire en présence de nanopécules dans I'eau ultrapure
Contrairement aux tests de survie sur boitesekds t'intégrité membranaires ne donnent pas
d’indication sur la capacité des cellules a sesdivimais ils renseignent sur leur état
morphologique. Ces tests sont basés sur la pépétisélective de marqueurs fluorescents a
I'intérieur des cellules. Certains marqueurs raritoans toutes les cellules (quelque soit I'état
de leur membrane), d’autres ne pénetrent que dalles aont la membrane cellulaire a été
altérée. La différence de fluorescence entre lasx daarqueurs permet d’en déduire le
pourcentage de bactéries vivantes par rapport ambres de cellules totales.

Le test LIVE/DEAD (voir annexe p. 329) a égalemétd testé en présence de suspensions de
nanoparticules seules (pour des concentrationsntade 0,15 a 10 g/L) afin de vérifier la
présence éventuelle d'interférences entre les ratioples et les colorants fluorescents
(Worle-Knirschet al., 2006). Les intensités de fluorescence mesurédsisdiordre du bruit

de fond. Il N’y a donc aucune interférence entie delorants fluorescents utilisés et les
nanoparticules de CeO

La Figure 35 présente les scans de fluorescentisé®aur une culture d&ynechocystien
présence de nanoparticules de gg@ndant 3h dans l'eau ultrapure et soumise au test
LIVE/DEAD. Ces spectres ont la forme classique si@sctres présentés en exemple dans le
protocole LIVE/DEAD Invitrogene. Les spectres deoflescence présentent deux maxima
pour 505 et 635 nm. Le premier maximum correspord fiuorescence du SYTO 9, qui
marque toutes les bactéries, et le deuxieme adaefbcence de I'iodure de propidium, qui ne
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Figure 36 Survie CFU et Live/Dead d'une suspensiogellulaire de Synechocystisen contact
pendant 3 h dans I'eau ultrapure avec des nanopadules de Ce@ Comparaison des résultats
obtenus pour des tests LIVE/DEAD (mesures en cuve mesures en microplagues multipuits) et
un test CFU.
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pénétre que dans les bactéries aux parois endoremaggéis dont la fluorescence occulte
celle du SYTO 9. Le témoin (sans nanoparticule)ngonn signal particulierement important
(30 unités arbitraires) au maximum de fluorescehc&YTO 9 mais un signal moyen pour la
fluorescence correspondant a l'iodure de propid{® u.a.). Lorsque la concentration en
nanoparticules augmente, le pic de fluorescend@banb diminue tandis que le pic a 630 nm

augmente (mais dans une proportion moindre) .

» Comparaison avec la méthode CFU et conclusion swed artefacts

Les résultats obtenus avec la méthode LIVE/DEADt smmparés a ceux obtenus par la
méthode du test de survie CFU (Figure 36). Lesltasusont superposables pour les deux
tests (CFU et LIVE/DEAD cuve), excepté pour la amtcation a 60 ppm qui correspond a la
zone trés floculée), Cependant le test Live/Deassite un transvasement entre les tubes ou
les cultures sont incubées en présence de narmpestiet les cuves de spectroscopie servant
aux mesures de fluorescence. Afin de I'éviter nawsns eu recours aux plaques multipuits.
Ces dernieres nous ont permis de réaliser I'indobadt la mesure dans la méme plague sans
étape de transfert. Les résultats obtenus en nt&qoes sont identiques a ceux obtenus par

les deux autres méthodes.

La méthode LIVE/DEAD confirme ainsi les résultatistenus lors des tests de survie en
CFU : une chute brutale puis un plateau a 20 % weies Ces deux méthodes étant
completement indépendantes, elles montrent donéeletaux de survie d8ynechocystisn
présence des nanoparticules et non un artefactemignt dd a la floculation. Une fraction
(20 %) de la population d&ynechocystisemble donc étre résistante aux nanoparticules.

V.1.2 Un mécanisme indépendant de I'effet « nano »

V.1.2.1 Test de la toxicité du filtrat des NPs

Les solutions de nanoparticules ont un effet toxigurSynechocystist ce malgré un contact
direct tres limité avec la membrane cellulaire.si®lurs mécanismes de toxicité a distance
peuvent étre envisagés. On peut tout d'abord sgpdes phénoménes d’oxydoréduction
entre les nanoparticules et les EPS.
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Figure 37 Survie d'une culture de Synechocystispendant 3 h dans l'eau ultrapure (test

LIVE/DEAD). Comparaison entre I'impact d'une incubation avec des nanoparticules de CeCet
d’une incubation avec leur filtrat (sans nanopartiales).
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Le cérium IV a en effet déja été utilisé comme \atBur redox dans des réactions de
polymérisation car il peut former des complexesicadires avec les polysaccharides
(Chauvierreet al., 2003). Des especes radicalaires provenant despaditnles seraient
libérées dans le milieu (ici I'eau) et interagirdieavec les lipopolysaccharides de la
membrane deéSynechocystipour y créer des altérations létales. Cependanex@ériences
d’oxydoréduction présentées dans le chapitre I¥i:8nt pas montré de réduction marquée
des nanoparticules lorsque celles-ci sont dans kgaprésence de cellules 8gnechocystis
Cette hypothése n’est donc a priori pas validée.

Une autre hypothése est que le filtrat des nanicpbes, et non les nanoparticules elles-
mémes, est a l'origine de la toxicité observée.effet, cette toxicité pourrait venir des
constituants de I'environnement des nanoparticuiess en solution (C& HNO), solvant,
tensioactifs ou polyméres utilisés pour stabiliEsr nanoparticules. Afin de vérifier cette
hypothése nous avons testé I'effet du filtrat desaparticules (sans les nanoparticules) sur
une culture dé&Synechocystidans I'eau ultrapure. La Figure 37 présente dests e survie
de Synechocystidans I'eau, I'un a été réalisé avec les solutmsianoparticules de CeO
l'autre avec le filtrat correspondant a ces sohgide nanopatrticules. Le filtrat a été obtenu
par ultrafiltration de la solution mére de nanoigates mere (10 g/L) dans une cellule
Hamilcon sur une membrane de cellulose régénéréeka). Les survies bactériennes
obtenues grace au test LIVE/DEAD sont identiques peésence d'une solution de
nanoparticules ou simplement en présence du filteates nanoparticules. Il y a donc une

absence de toxicité intrinseque des nanoparticdd€seQ vis a vis deSynechocystis

V.1.2.2 Effet de I'acide nitrique

Ainsi la toxicité est uniguement imputable au &ttrdes NPs. Il faut donc identifier le
mécanisme responsable de cette toxicité. Les nammpas de Ce@ont été choisies dans
cette étude pour leur bon maintien en suspensios taau sans ajout de tensioactifs ni
polyméres. Les espéces présentes en solution saotlinitées aux ions Céet & I'acide
nitrique présent dans la synthése des nanopadidiugs expériences de dissolution (Partie II)
ayant montré une dissolution trés lente des natiopkas, la quantité maximale de cérium
ionique en solution aprés 3 h d'incubation est pbdément peu supérieure a 5 % de la
concentration totale de cérium ce qui est insuffiggur provoquer une telle chute de survie.
L’acide nitrique résiduel a la synthése est dondobkeque le plus vraisemblablement a

I'origine de la mortalité observée.
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Figure 38 Comparaison entre les tests de survie LE/DEAD réalisés sur Synechocystisdans I'eau

ultrapure (symboles carrés) et I'eau synthétique mbérément dure (symboles ronds) en présence pendant

3 h de nanoparticules de Ce®(symboles pleins) ou de leur équivalent en conceation d’'acide nitrique

(symboles vides).
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Figure 39 Mesures de pH de cultures d8ynechocystisnises en contact avec des nanoparticules de GeO

(symboles pleins) ou de I'acide nitrique (symbolegdes) dans I'eau ultrapure (Carrés) ou dans I'eau

synthétique (triangles).
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* Live/dead eau ultrapure et eau modérément dure

La Figure 38 compare la survie &nechocystien présence de nanoparticules de £aO
celle en présence d’acide nitrique dans I'eau piltra et dans I'eau synthétigue modérément
dure.

L’eau synthétique a été choisie car sa force ianigst a la fois suffisamment faible pour
eviter les phénomenes d’agrégation des nanopasic(deci a été vérifié en DLS) mais
suffisamment différente de celle de I'eau ultrappoer réaliser des tests de survie dans des
conditions moins défavorables aux cellules. Noumnawde plus concentré les mesures sur la
zone de concentrations inférieures a 100 ppm de, @8O d’étudier plus en détails la chute
de la survie avant le plateau qui apparait a paet0 ppm sur la Figure 37.

La toxicité induite par les solutions de nanopafttie concorde avec celle provoquée par un
ajout équivalent d’acide nitrique. Le taux de sersécroit de 0 & 40 ppm de Ce@©u 0,15
mM d’acide nitrique) puis atteint un plateau ve@se?2 30 % de survie pour les concentrations
supérieures a 50 ppm de Ge@n revanche, l'ajout de nanoparticules ou d’acidaque
n'affecte pas la survie dans I'eau synthétiquenAfe comprendre ce phénomene, le pH des
cultures deéSynechocystisn contact avec des nanopatrticules ou de I'adtdgue dans I'eau

ultrapure et dans I'eau synthétique a été mesuré.

* pH

Les résultats de ces mesures de pH (Figure 39) remintune forte influence des
nanoparticules et de I'acide nitrique sur le pH dalsures dans I'eau ultrapure. On remarque
que le pH est supérieur a 7 dans l'eau (ultraptirmm@dérément dure) ceci est dd a une
basification du milieu par les cellules &ynechocystjsen effet, la mesure de pH a été
réalisée environ 30 min aprés que les cellules @nlavées dans I'eau. Le pH diminue de 9
a 4 pour 100 ppm de Ce@joutés ainsi que pour son équivalent en acidéqué. Les
mesures dans I'eau synthétique modérément dureon&rent en revanche quasiment aucune
variation de pH lors de I'ajout des nanoparticudasie I'acide nitrique.

La composition de I'eau synthétique modérément disteprobablement a l'origine de ce
phénomeéne. En effet, celle-ci contient de I'hydroagarbonate de sodium (ou bicarbonate de
soude, NaHCg) qui se comporte comme un agent tampon lorsqueem@ésence de petites
quantités d’acide (couple mis en jeu : N&®;" / NaHCQ) ou de base (couple mis en jeu :
NaHCQ; / NaCQ). Ceci explique pourquoi il n’y a aucune modifioatimportante du pH
jusqu’a 100 ppm de nanoparticules dans I'eau syigie Les ions nitrates étant présents en
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concentration importante dans le milieu MM, lexid¢ités observées en présence de
nanoparticules ou de leur équivalent en acide guiéri sont donc directement liées aux

différences d’acidification des cultures cellulaire

V.1.3 Conclusion sur les toxicités indirectes

La présence de nanoparticules de £a@ans le milieu de culture MM ou dans l'eau
synthétique modérément dure n’induit aucun impactla survie des cellules. En revanche,
dans l'eau ultrapure, leur présence provoque ungsédares importante de la survie des
bactéries. Malgré l'importante absorption des nantiqules de Ce® sur les EPS de
Synechocystjdeur contact direct avec la membrane cellulastetr@s limité. Les mécanismes
de toxicité observés ne sont donc pas liés a et difect de la présence de nanoparticules
mais de I'acide nitrique apporté lors de la prépanades dispersions de nanoparticules (acide
initialement présent dans la poudre). Le plateasuieie a 20 % met en évidence la présence

d’'une sous-population de cellules résistante awagites.

Dans les milieux tamponnés tel que le milieu MM ®©8emi-tamponnés » comme I'eau
synthétique, les variations de pH sont trés linsitéeles cellules sont, de ce fait, protégées des
effets de I'acide nitrique. Les nanoparticules deOgL fonctionnalisées avec de l'acide
polyacryligue ne montrent par ailleurs aucune ft&icchez Synechocystislans I'eau
ultrapure Ceci apporte un argument supplémentaire a l'alesefeffet « nano » pour ce
modéle biologique. La toxicité des solutions deapamticules de Cefest donc bien réelle
chezSynechocystimais uniquement due a la présence d’acide nitfigpsede la préparation
des nanoparticules. L'utilisation d’un milieu coméat un agent tamponnant, méme en faible

concentration, a suffi a limiter cette toxicité.

V.2 Toxicité due a un contact direct avec les nanopsds :
le cas dE. coli

Contrairement au cas dg&nechocystjdes nanoparticules entrent en contact direct daec
membrane cellulaire &. coli. La partie suivante est consacrée a |'étude dietsefle ce

contact direct sur la survie des bactéries.
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Photo 32 Test en gouttes réalisé sut. coli en contact pendant 3 h avec des nanoparticules de
CeO, dans I'eau ultrapure. Dilutions réalisées de 4 ed.
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Figure 40 Tests de survie (CFU) . coli et Synechocystisen contact pendant 3 h avec des
nanoparticules de CeQdans I'eau ultrapure.
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V.2.1 Augmentation de la mortalité bactérienne par cdrdaect

avec des NPs

V.2.1.1 Tests de survie en milieu solide

® Survie en présence de nanoparticules dans le miliele culture LB

Les tests de survie réalisés $&ircoli dans son milieu de culture LB ne montrent aucune
mortalité liée a la présence des nanoparticulesstliprobable que les molécules organiques
présentes dans le milieu LB recouvrent les nanmpéet de cérium. Ce phénomeéne a pour
effet de passiver les charges de surface des ndicopes et d'éviter leur adsorption a la

surface des bactéries.

® Survie en présence de nanoparticules dans I'eau dpure

Les tests de survie ont également été réalisés tlams ultrapure en présence de

nanoparticules. Contrairement aux tests réalisés ¢t milieu de culture, ils montrent un

impact important des nanoparticules sur la suriie doli (Photo 32). En effet, dés 15 ppm

de CeQ il y a un décalage de deux dilutions par rapporttémoin puis de nouveau un

décalage d’une dilution entre la concentration Bthpet 60 ppm, et de méme pour chaque
augmentation de concentration jusqu'a 480 ppm d&,Cees suspensions de nanoparticules

ont donc un effet toxique marqué &rcoliméme a la faible dose de 15 ppm de £eO

V.2.1.2 Tests de dénombrement (CFU)

Les tests de survie en milieu solide en gouttesemign évidence une toxicité importante des
nanoparticules de CeGsur E. coli lors d’'un contact dans I'eau ultrapure. Des t€3fs)
réalisés dans les mémes conditions (Figure 40) nexintine chute de la surviekd’coli dés

les plus faibles concentrations de nanoparticulesL. D50 (dose létale pour 50 % d’une
population) est atteinte des 7 ppm de €d@ur toutes les concentrations supérieures a 100
ppm, la mortalité est supérieure & 95 %. Ces gnawiobservations confirment une toxicité
importante des nanoparticules de G@OurE. coli dans I'eau ultrapure, mais a la différence
de Synechocystjsla mortalité est totale pour les concentratioes plus importantes en
nanoparticules. Ceci confirme de nouveau que &% 2i@ survie observés ch8gnechocystis
aux fortes doses de NPs résultent bien de I'exésteifune sous-population de cellules
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Figure 41 Comparaison de la survie . coli (tests CFU dans I'eau ultrapure) aprés 3 h
d’'incubation avec des nanoparticules de CeQa une incubation avec le filtrat de ces
nanoparticules.
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Figure 42 Survie d’'une culture dE. coli en contact pendant 3 h dans I'eau ultrapure aveces
nanoparticules de CeQ. Comparaison des résultats obtenus pour un test ME/DEAD et un test
CFU.
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résistantes et non pas d'un artefact physico-chimigndépendant de la nature du

microorganisme étudié.

» Comparaison de la mortalité due aux NPs avec celtkie a leur filtrat et au pH

Comme dans le cas des cellulesSyaechocystjsious avons vérifié l'influence de la toxicité
du filtrat des nanoparticules s&. coli. L'acide nitrique est connu pour étre a l'origine
d’effets mutagénes che&. coli (Kaudewitz, 1963). Les concentrations d’acideiauie
testées par ces auteurs étaient cependant nettphasninportantes (17 mM) que dans notre
étude (0,4 mM). La Figure 41 compare la toxicité fdtrat a celle provoquée par la
suspension de nanoparticules. Le filtrat des namiopkes provoque effectivement une chute
de la survie E. coli, mais contrairement 8ynechocystjscette toxicité n’est pas l'unique
cause de la mortalité observée lors des tests l@genanoparticules. En effet, pour des
concentrations équivalentes a 120 ppm de nanopl@gicla survie baisse jusqu’a 70 % en
présence du filtrat alors qu'elle atteint 5 % lamsgles nanoparticules sont également
présentes. La toxicité de I'acide nitrique est Idiétre aussi marquée poHr coli, cela est
sans doute a relier a la capacité de cette badérmurvivre dans des conditions trés acides
(notamment dans l'estomac) (Foster, 2004).Ce wsudiffere de celui observé chez
Synechocystieu le contact direct entre nanoparticules et mamdcellulaire est limité et ou
I'intégralité de la toxicité est attribuée a la g@ace d’'acide nitrigue. Chez. coli en
revanche, la toxicité des nanoparticules résudte@lix phénomenes : pH (mais effet limité€)
et un contact direct avec la paroi cellulaire geutpinterférer avec I'import des nutriments
dans la cellule et/ou I'excrétion de substancesqtms. Les nanoparticules sont donc
directement toxiques pod. coli

V.2.2 Mise en évidence d’interférences liées aux nanmpides dans

les tests de fluorescence

V.2.2.1 Test d'intégrité membranaire (LIVE/DEAD)

® Comparaison des tests CFU avec les tests de fluaresce

Le test de fluorescence LIVE/DEAD a été utilisénaliévaluer I'intégrité membranaire €’
coli aprés un contact avec les nanoparticules. Ledtatswbtenus par les deux méthodes
(CFU et LIVE/DEAD) sont comparés Figure 42. Congaient au cas d8ynechocystjdes
résultats obtenus avec la méthode LIVE/DEAD et aglbenus lors de tests de CFU
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classiques sont loin d’étre comparables. Si lesnjaes points indiquent effectivement une
baisse de la survie pour les faibles concentratonsanoparticules, des 15 ppm la survie est
beaucoup plus importante que lors des tests CHsiglaes. Pour plus de 60 ppm de &0
survie réaugmente progressivement mais avec des éearépétabilité sur la mesure de plus
en plus importantes (jusqu’a 40 %). Ces tests tinteproduits plus de 3 fois avec le méme
résultat. Le test LIVE/DEAD n’est donc pas adapt@i@de de la toxicité des nanoparticules
de CeQ surE. col.

V.2.2.2 Proposition d’explication des interférences

Les résultats étonnants obtenus lors des tests/DEAD sur E. coli en contact avec les
nanoparticules de CeOne peuvent pas étre dus a des interactions direetdre
nanoparticules et marqueurs fluorescents (poird digcuté partie V.1.1.3). En revanche, il
peut exister des interactions indirectes lorsgsebkectéries sont également présentes lors de
la mesure. En effet, pour des concentrations en,Gaférieures a 15 ppm, les résultats
obtenus en LIVE/DEAD ne correspondent plus a ceex tdsts CFU. Or a partir de cette
concentration l'isotherme d’adsorption des nanopads surE. coli atteint un plateau. Les
nanoparticules forment une couche dense (procHa dnocouche) a la surfadée. coli.
Cette «coque », chargée positivement constitue lbaeiere électrostatique face aux
marqueurs fluorescents utilisés lors du test LIMEAD. En effet, ces derniers étant des
marqueurs de '’ADN (chargé négativement), ils s@lettropositifs et ainsi repoussés par la
présence des nanoparticules a la surface des ieact€ette répulsion expliquerait I'entrée
aléatoire des marqueurs fluorescents a l'intérig bactéries et met en doute la fiabilité de
ce test dans le cas de ce modeéle bactérien. Aatmntlans le cas d8ynechocystjisles
nanoparticules ne formant pas de couche uniforfaesarface de la cellule, les colorants du
Live/Dead peuvent franchir librement la paroi cklite. C’est pourquoi les résultats obtenus

avec les tests Live/Dead et les tests CFU sontiglezs dans ce cas.
En conclusion, si les nanoparticules utilisées oatnent aucune interférence directe avec les

marqueurs de ce test fluorescent, elles sont caperdi’'origine d’'une interférence indirecte

ayant un fort impact sur la fiabilité des résultats
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V.3 Toxicité des nanoparticules : début de réponsesgada
métabonomique.

Les nanoparticules présentent une toxicité plusomapte que leur filtrat lors d’une
incubation dans I'eau aveg.coli. Afin de comprendre en quoi réside cette difféecde

toxicité, nous avons utilisé la métabonomique gtibasée sur I'analyse des métabolites.

V.3.1 Principe de I'étude

* Analyse métabonomique
Les métabolites sont I'ensemble des molécules qupks dans les transformations
moléculaires et les transferts d’énergie de lautllll existe des centaines de métabolites
spécifiqgues de chaque type cellulaire. lls constitd’'empreinte de l'activité de la cellule, et
leur variation reflete ainsi les perturbations biotiques qu’elle subit, notamment en
présence d’un toxique.
Il existe différentes méthodes pour analyser lesabutites d’'une cellule, on trouve
notamment la spectrométrie de masse, éventuellecoeptée a de la chromatographie, ainsi
que la résonance magnétique nucléaire (RMN). GCetie derniere qui a été utilisée dans
cette étude car elle posséde deux avantages mincifPremierement elle est applicable a
toute molécule possédant un noyau observable (gicyler le proton) non échangeable, ou
de vitesse d’échange plus long que la secondeuiCestle cas de la trés grande majorité des
métabolites cellulaires. Deuxiemement, les élémarmtsalyser ne doivent pas nécessairement

étre ionisables (contrairement a une analyse patispnétrie de masse).

Les premieres analyses métabonomiques par RMN téntéélisées sur de l'urine de rats
contaminés par différents toxiques (Gartlatdal., 1991). Par la suite, elles se sont portées
sur l'analyse d’extraits cellulaires (levure, baet®, cellules de mammiféres), puis
généralisées a I'étude d’étres vivants entiersgieésdes vers ou des bactéries (thése Delphine
Bon, 2007). Dans le cas d’analyses alimentaireadtabonomique permet, par exemple, de
différencier I'origine des raisins utilisés pourfédorication d’un vin (Pereirat al.,2005). Les
analyses métabonomiques sont également utilisaasébadier les phénomenes de toxicite.
C'est, par exemple, la méthode utilisée par Badewl., 2003 et Ducruixet al., 2008, pour
analyser les voies métaboliques affectées parnmbation en présence de cadmium chez
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des cellules végétales. La principale difficuleéat type d’analyse réside d’'une part dans la
faible sensibilité de la RMN, quelques dizainesndé@omoles de matiére étant en général
nécessaires pour une détection correcte dans ypstesmsonnable, et d’autre part dans la
qualité et la reproductibilité de I'extraction degtabolites cellulaires (un faible rendement en
métabolites ou parcellaire peut étre limitant pgtamalyse RMN). Lorsque ces difficultés sont

dépasseées, cette technique fournit de nombreusese® interprétables grace a des outils

statistiques tels que I'analyse en composante ipatec (ACP).

* Analyse en composantes principales (ACP)
L’ACP est une méthode d’analyse descriptive desndes qui consiste a rechercher les
corrélations existantes entre N variables aléaqgimi une population de K individus. De
plus, c’est une méthode d’analyse non supervisést-a-dire qu’elle décrit les échantillons
de maniere objective sans connaissance a pridduleclasse et caractéristiques. Elle permet
de distinguer les directions (ou composantes) dsplce qui contiennent la plus grande
quantité d’information, c'est-a-dire qui expliqudat plus grande variance. Les individus
(c’est-a-dire dans cette étude les échantillons, €100 ppm de Cef Essai 1 ») et les
variables (dans cette étude: I'amplitude du sigRMN en fonction des déplacements
chimiques, ex : entre 2,30 et 2,35 ppm) sont remtés selon les composantes principales et
sont ainsi regroupés ou différenciés suivant leansances les uns par rapport aux autres
(Bon, 2007).
Pour réaliser une ACP, il faut établir la matrianstituée des K individus (lignes) et des N

variables (colonnes).

Xll XLN

X X
M— 21 2,N

Xy o oo Xy

Cette matrice est éventuellement normalisée, pisigodalisée. La diagonalisation donne
acces aux valeurs propres de la matrice (détermileanombre d’axes a conserver pour
expliquer par exemple 90 % de la variance) puis magteurs propres (composantes
principales). Il s’agit ensuite de choisir les dé€mais il peut y en avoir plus) composantes
principales expliquant le maximum d’informationssale la projection des individus ou des
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Figure 43 Exemples d’attribution de signaux RMN det échantillons (noir : NPs 100 ppm, rouge : NPs 10
ppm, vert : filtrat 100 ppm, violet : filtrat 10 pp m) répétés 4 fois. Déplacements chimiques 4 a 9mpp
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variables. L'ACP est une méthode descriptive ayarijuement pour but de classifier et
simplifier I'information obtenue. Elle est néanmeia utiliser avec prudence car les liens
observés en ACP n’ont parfois pas de liens réads s effets observés sur le spectre et sur
les métabolites (Bon, 2007).

V.3.2 Analyse des résultats

Dans cette étude, nous avons comparé les métabdlitee culture d. coli soumise a un
contact avec des nanoparticules a ceux d'une eukaumise uniquement au filtrat de ces
nanoparticules et ceci pour deux concentrationf@réifites de nanoparticules. Chacune des
quatre conditions (nanoparticules 10 ppm, nancpdes 100 ppm, filtrat 10 ppm et filtrat
100 ppm) a été reproduite 4 fois.

* Analyse en résonance magnétique nucléaire (RMN)
Aprés 3h de contact avec les nanoparticules o lidtnats dans I'eau, les métaboliteskl’
coli ont été extraits par ajout d’acide perchloriqueir(voatériels et méthode V.5.4). Cette
étape évite la dégradation enzymatique pendartrdieton ainsi que la présence de protéines
et de macromolécules acides (Fan, 1996). Les egsltoint été centrifugées afin de séparer les
métabolites hydrosolubles des autres composégjtielsies morceaux de membrane ou des
protéines. L'analyse des métabolites a ensuitef@étuée sur un spectrométre RMN a 600
MHz. Chaque spectre a été redressé par correciida tigne de base et normé de maniere
identique.
Par simple observation et comparaison des spediresst possible de distinguer des
difféerences importantes de variation d'intensité degnal selon les conditions
environnementales. Il est cependant rare de poattibuer chaque signal a un métabolite.
Tout d’abord ce travail serait trés long car il egsiterait d’analyser tous les métabolites
séparément en RMN afin de pouvoir attribuer tossdiéplacements et couplages chimiques.
Or les déplacements sont aussi trés sensiblesndrbanement chimique et sont susceptibles
de dépendre de la présence d’autres métabolitepli3e la grande quantité de signaux
obtenus et la limite de résolution ne permet pagtos de distinguer nettement les signaux
de facon individualisée (il y a recouvrement ddaies signaux). Enfin, les signaux (et donc
métabolites) visibles sur les spectres ne sonttpas équivalents en matiére de quantité
d’'informations qu'ils fournissent. En effet, sidtensité d'un signal change peu, ou
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Figure 44 Exemples d’attribution de signaux RMN ded échantillons (noir : NPs 100 ppm, rouge : NPs 10
ppm, vert : filtrat 100 ppm, violet : filtrat 10 pp m) répétés 4 fois. Déplacements chimiques de 0 @gm.
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de fagon négligeable, suivant les différentes dordi de I'expérience, il est peu probable
que le métabolite a qui il est attribué soit impé&gdans une voie métabolite touchée de facon
importante par le toxique. Nous attribuerons domiquement les signaux qui, d’aprés

I'analyse ACP, sont les plus influencés par lesngeanents de conditions expérimentales.

» Attribution des signaux de résonance

L’attribution des signaux nécessite des donnéesefdeence des métabolites standards a un
pH identique a celui des échantillons analysésplupart des données sont fournies a un pH
neutre et non acide comme c’est le cas dans ninite.€L.es spectres (Figure 43 et Figure 44)
ont été interprétés a partir des données de dép&ts chimiques des métabolites standards
en milieu acide (pH=3) (Fan, 1996). Ces attribitignotées sur le spectre noir qui a été
arbitrairement décalé afin de mieux distinguer dggaux) ne sont que des propositions et
sont a considérer avec prudence car elles sonuement basées sur les déplacements
chimiques trouvés dans les tables et non sur leglages et intensités relatives des signaux.
L’analyse des spectres RMN obtenus apres l'ajouts@dmdards en relativement faible

concentration dans les échantillons devrait pemmethe attribution précise des signaux, et

est une perspective a ce travalil.

Il est cependant possible d’attribuer certainesorégdu spectre a des grandes familles de
fonctions chimiques. Les aldéhydes se trouvent teanéggion du spectre comprise entre 9 et
10 ppm. Cependant aucun signal n'a été attribué datte région. Les protons de cycles
aromatiques (présents notamment dans les acidefiques et aminés) résonnent
généralement entre 6 et 9 ppm. On y retrouve pample le tryptophane, I'histidine, la
phénylalanine ou encore la tyrosine.

Les régions entre 8 et 8,7 ppm (domaine des psotomidiques et aromatiques) ainsi
gu’'autour de 6 ppm correspondent aux domaines dgaholites impliqués dans les cycles
énergétiques de type ADP, ATP, AMP, CMP...Entre 3,5,8 ppm on retrouve la région de
la plupart des signaux des sucres (type cellulgisepse...). Leur attribution est difficile car
les spectres de résonance des sucres comportemnuaeux massifs complexes dans des
zones de recouvrement identiques (zone des est@icoels). Cette zone comporte également
des signaux de résonances de nombreux acides a(alaéme, histidine, lysine) ainsi que
des molécules impliguées dans les phénomenes diodgdction cellulaire (glutathion

« GSH »). Cette zone tres riche en signaux momsevdriations importantes d’intensité en
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fonction des conditions. La variation d’'intensitésdsignaux n’est cependant pas homogene
dans la zone de déplacement chimique comprise 8rdra 4,5 ppm. On ne peut donc pas
conclure a une augmentation ou diminution généealgorésence de nanoparticules ou de
filtrats, il faudrait traiter chaque signal de meei indépendante ou, comme nous le verrons
un peu plus tard, par des analyses ACP/ PLS DA.N-€H; résonnent généralement entre
2,5 et 3,3 ppm. Entre 1,5 et 2,5 on trouve la zidee protons aliphatiques Gldt CH. Les
signaux a champ fort (petits déplacements chimjgs@st attribuables a des acides gras mais

leur signature est trop complexe pour permettreatindution plus précise.

* Analyse en composantes principales (ACP)

Le nombre d’individus dans cette étude est de d64lconditions différentes répétées 4 fois).
Afin d’établir un jeu de variables, les spectreseos en RMN ont été découpés en pas de
0,05 ppm. Cet intervalle permet de prendre en cenips éventuelles variations de
déplacements chimiques dues au pH tout en congamamaximum d’informations. Chaque
intervalle de déplacement chimique constitue unebke (152 au total lorsque I'on retire la
zone contenant le signal de 'eau). Les spectré®tnnormalisés, c’est-a-dire que chaque
intégrale a été divisée par la somme des intégdalespectre des zones retenues et multipliée
par une constante K choisie. Cette opération pedmémiter les différences de concentration
entre échantillons et de les rendre ainsi compesablLes valeurs obtenues apres
normalisation constituent une matrice de 16 ligfiedividus) et 152 colonnes (variables).
Les données subissent ensuite une opération desiinés rendre centrées réduites en les
divisant par leur écart-type. Cette opération pérdeemettre tous les signaux, quelque soit
leur intensité, a un poids identique. En effet,dgmaux les plus intenses sont souvent ceux
qui ont la plus grande variance mais ne sont pagffoent ceux qui expliquent la plus grande
partie de l'information. A contrario, cette métho@eorise le poids du bruit de fond. Pour
limiter ce probleme, nous avons établi un seuit@apure pour ne prendre en compte que les
sighaux supérieurs a une certaine valeur (un mméigle K) et utilisé une méthode centrée-
réduite plus « douce », appelée Pareto. Cette mieéthonsiste a diviser les données par la

racine carrée de I'écart-type au lieu de I'écapiety
La Figure 45 représente la projection des individcest-a-dire les échantillons (seul

I'échantillon 1 n’a pas pu étre analysé a cause @hwbléme technique lors de I'extraction)

selon les deux premieres composantes principaleAde qui expliqguent 90 % de la
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Figure 45 Représentation en ACP (normalisation Pate) des analyses RMN des métabolites . coli en
contact 3h dans I'eau avec des nanoparticules (NP# CeQG ou avec leur filtrat.
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dispersion des données. Les premiéres observatmmgrent une bonne répétabilité des
expériences puisque les échantillons réalisés dassonditions identiques sont rassemblés
dans une méme région de projection. De plus, lailditsion des individus suivant les deux
premiéres composantes permet une bonne discrimnales conditions testées. Cette
observation confirme les résultats obtenus lors ws$s de survie : les nanoparticules
provoquent une toxicité différente de celle dudiitseul. La composante 2 (axe vertical) et la
composante 1 (axe horizontal) discriminent les ggpées en fonction de leur différence de
concentrations respectivement en nanoparticules éltrats. La premiere composante varie
en fonction du filtrat et est donc influencée @acbncentration en acide nitrique.

A contrario, les groupes ayant subi un contact de®oanoparticules ne sont visiblement pas
ou peu sensibles a la composante 1, I'influenckada&le nitrique est donc moins importante

lorsqu’il y a également présence de nanopatrticules.

* Analyses discriminantes des moindres carrés et athution de domaines
Les analyses réalisées en ACP confirment la reptdmlité des expériences et leur bonne
discrimination suivant les deux premiéres compasaptincipales. Suite a cette constatation,
nous avons pu utiliser I'analyse « Partial Leastidgs Discriminant Analysis » (PLS-DA).
En effet, cette analyse est réalisée en définissanpréalable toutes les répétitions d’'une
méme expérience comme faisant partie du méme grdipeividus : c’est une méthode
supervisée. Elle accentue ainsi les variables idigtant chaque groupe de conditions
identiques et permet d’identifier les régions dectpe qui contribuent le plus aux deux
composantes principales. On considére les écagstgppérieurs a 1 comme significatifs, ce
qui représente une quarantaine de variables. Lard-ig6 établit la correspondance entre les
variables les plus importantes et les métabolitesjaels elles sont potentiellement associées.
Leurs projections suivant les deux premiéres compes principales sont présentées Figure
47.

* Interprétation des données métabonomiques
La représentation PLS-DA (Figure 47) permet dealisar I'orientation des variables suivant
les deux composantes principales. D’apres lesbations effectuées Figure 46, il est
possible d’établir cing domaines principaux :
0 les sucres,

o les acides gras,
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Région intégrée [Nom de la )
(ppm) variable Poids
4,25 4,2 84| 2,356|Sucres Met
1,7 1,65 135| 2,218|acides gras hydroxyisobutarate
8,55 8,5 26 2,179|CMP
415 41 86| 2,022[Sucres
2,95 2,9 110] 1,887|GSH Glucosamine
2 1,95 129 1,868
3 295 109| 1,848|GSH Glucosamine
0,85 0,8 152 1,790|acides gras |
3,75 3,7 94 1,763|Sucres |
165 16 136] _1,721]acides gras aanne |
8,6 8,55 25 1,705{AMP ATP
345 34 100] 1,618[Sucres Glucosamine
3,7 3,65 95 1,595[Sucres
0,8 0,75 153| 1,557|acides gras
75 7,45 47] 1,477 [FITIE ophane
1,2 1,15 145 1,413 5Ws[(e)aYs ate Ribulose Phosphate Ethanol
39] 3,85 91| 1,399|Glucosamine GSH [Sucres |
215 21 126 1,393|GSH
7,55 75 46| 1,373
3,05 3 108| 1,365|Hydroxyphénylacétate A Créa
4,2 4,15 85[ 1,346[A\E Glu Gln Sucres
34 335 101 1,308|CysS Pro Trp
1,75 1,7 134| 1,249|acides gras hydroxyisobutarate
7,6 7,55 45| 1,247|Trp
09] 0,85 151] 1,240lacides gras coenzyme A |
1 0,95 149| 1,236|lle Leu
9,25 9,2 12| 1,217,
1,95 1,9 130 1,206|Acétate OAA
3,5 3,45 99 1,204{Glu Gln GSH
3,55 3,5 98| 1,197|Glu Gin GSH
1,4 1,35 141 1,187|CysS Hydroxyphénylacétate
7,45 74 48| 1,164|Phe
1,35 1,3 142 1,161} Thr
2,9 2,85 111 1,154|GSH Glucosamine
2,05 2 128| 1,114}
0,75 07 154] 1,112|acides gras coenzyme A
8,35 8,3 30| 1,096|Adénosine
3.1 3,05 107| 1,042): Créa
3,85 3,8 92| 1,027|GSH Glucosamine Sucres
4 3,95 89[ 1,018{GSH Glucosamine Sucres |
3,8 3,75 93| 1,003|sucres

Figure 46 Liste des régions intégrées avec le nore th variable correspondante. Traitement par PLS-DA
et classification des variables par poids décroisstide leur variance calculée sur les 16 échantillen
Exemples d'attribution des quarante signaux les pls représentatifs a différents métabolites.

0.3

o1

-

/ Sucres /

F-]]
!

/G5H

"'. Glutamats
| Glucosam
\

NeBn

-0

~Coa
4151

57 Acides gras

—— L iz

£ 133,13

«131

Tt

sot | lg
81 '\!}9
\\

\\

[ e
INe
.5

AN
T aw
T

4103

P

‘H.vel
HER]

2126

a1k
ald5

.19 A8
i
el 19
‘ s

X N
Acides
nucléiques
aromatiques

GEH

3 pcid

£109 ¢ 110

Glucosaming

es gras

2135

03

Figure 47 Projection

elles.

N

o8

en PLS-DA (normalisation Paretb) des variables et attribution de certaines d’en

250



Chapitre V : Différents mécanismes de toxicité

o le glutathion, glutamate, glutamine et la glucosami

o lacoenzyme A (CoA) et

o les acides aminés aromatiques (tryptophane, Mstidityrosine et

phénylalanine).

La projection des variables selon les deux premiemnposantes principales est reliée a la
projection des individus. Par exemple, les signdeila zone correspondant aux sucres varient
suivant la premiére composante (verticale), ilst stonc plus faibles dans les échantillons
contenant 10 ppm de nanoparticules (car projetéaquartie opposée de lI'axe) que dans les
autres échantillons. Les autres grandes classawnaliécules varient suivant la deuxiéme
composante principale (horizontale), donc dépendtntla concentration du filtrat. La
catégorie « glutathion (GSH, glutamate et glutansinarie selon les deux composantes car
on trouve également des signaux qui leur sonbats dans la zone associée aux sucres. Les
acides gras varient en quantité et en type, ertitonde la concentration des filtrats. De plus,
de facon a priori contradictoire, les extraits moant des cultures mises en contact avec de
fortes concentrations de nanoparticules (100 pprgemblent pas suivre la méme tendance.
Si on considéere, cependant, que les acides gradysésaproviennent de la membrane
cellulaire, la présence d’'une grande concentratiaoide nitrique favorise probablement leur
détachement par une lyse membranaire partielleceiZanche, nous avons vu (chapitre V)
que les nanoparticules, a partir d'une certaineceomation seuil, se retrouvent en une
monocouche compacte sur la paroi cellulaird.dcoli. Pour une concentration en
nanoparticules de 100 ppm, ce seuil est largentaihtaet dépassé. Il est donc possible que
les nanoparticules forment une couche rigide eitdim la libération d’'acides gras dans le

milieu extracellulaire.

Les groupes «filtrat 10 ppm » et « NPs 10 ppm »disinguent uniquement suivant la

deuxiéme composante principale. A cette concentraéis nanoparticules ont donc un impact
direct sur les voies métaboliques impliquant desresi mais également le glutathion, le
glutamate, la glutamine et de la glucosamine. Atremio, les métabolites du groupe « NPs
100 ppm » sont peu sensibles aux deux premierepasantes principales. Ce groupe est
finalement proche du groupe «filtrat 10 ppm ». iCg&mble relativement contradictoire,

excepté si la cinétique de mortalité des bactésmstres rapide. En effet, la synthese de
métabolites en réponse a un toxique donné néceassiteertain temps de latence. Si la

mortalité est plus rapide que ce temps de latdesenétabolites analysés ne sont alors pas
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représentatifs du toxique mais de I'état de lauraltavant I'ajout du toxique. Pour vérifier
cette hypothese, il faudrait analyser les métaglifune culture cellulaire n’ayant subi aucun
contact avec un toxique ni incubation prolongéesd#éeau. De maniére générale, le
glutathion est mobilisé dans les réactions d’oxgdaction (Luikenhuist al., 1998), et les
sucres dans le transport de cations et protorsvars les membranes. Le glutamate (Foster,
2004) et la lysine (Moreaat al., 2007) sont quant a eux impliqués dans la résistaox
conditions acides et la glucosamine dans la syatkdespeptidoglycanes et de lipides (voir
« biosynthése de I'UDP-N-acetyl-D-glucosamine» emexe p.319). Mais ces composés
interviennent également conjointement au cours iderges transformations métabolitiques
(pour plus de détails voir http://biocyc.org). Ratemple, la glutamine se transforme en
glutamate pyruvate au cours de la biosynthese d=rme et du tryptophane (Crawford,
1989). La biosynthése des peptidoglycanes et dwiwsrlipides met en jeu un sucre
(fructose-6- phosphate), la glutamine (transforméeours de la biosynthése en glutamate),
la glucosamine phosphate, ainsi que la coenzymi€otik et al., 2007). La glucosamine et
le ribulose-5-phosphate sont pour leur part imggudans la biosynthése des

lipopolysaccharides (voir « Biosynthéese des lipgpatcharides» en annexe p.320).

V.3.3 Conclusion sur I'analyse métabonomique

Cette étude confirme que la toxicité due aux nartimpdes est significativement différente de
la toxicité uniguement induite par le filtrat desaganoparticules.

L’analyse ACP montre que les nanoparticules, ddaidoses, jouent un réle dans les voies
métaboliques incluant des sucres, le glutathiagiuetosamine. De plus, 'augmentation de la
concentration des filtrats a une influence surrssence des acides gras et de la coenzyme A
(notamment reliés par la réaction de biosynthesdigieles).

Cette étude nous a également permis d'émettre ditngse d’'une mortalité extrémement
rapide pour les concentrations importantes en retioples (100 ppm). Cette mortalité serait
plus rapide que le temps de latence nécessairamdification du métabolisme HE. coli.
Nous ne pouvons cependant pas, a ce stade deseaxp8r conclure précisément quant aux
voies meétabonomiques touchées lors d'un contact ales nanoparticules mais ces
expériences préliminaires permettent d’orienter deapgons sur certaines d’entre elles, a
savoir : les mécanismes de résistance a lacidéétransport de cations et protons
transmembranaires par I'intermédiaire des suceebjdsynthese de peptidoglycanes, lipides

et lipopolysaccharides.
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Construction de mutants :Clonage par délétion

5. Phénotype
Obseryation des
changerments

morphologigues
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L AATTTGGGCAGAATCGGGC...

4 Séquencage
Werification des parties
flangquantes du géne

Géne non essentiel |
ségrégation compléte des
chromosomes

Géne essentiela la
viabilité cellulaire,

la bactérie conserve des
chromosomes sauvages

v

1. Construction de Ia “Parties

cassette de délétion flanguantes
: du géne

2. Transformation ;

Insertion de la cassette dans le
génome de Syrechocystis par
recombinaison dans la cellule.
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d'antibiotique
D

Figure 48 Schéma générale de la technique de consttion des mutants : le clonage par délétion.
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Des expériences supplémentaires seront nécespairesonfirmer ces hypothéses. Une autre
perspective intéressante a ce travail serait dyapalles spectres en fonction du temps de

contact avec les nanoparticules.

V.4 Etude de I'influence des exopolysaccharides :

construction de mutants.

D’aprés les résultats obtenus en microscopie éleiciue et lors des tests de survie, les
exopolysaccharides (EPS) semblent tenir une placeomliale lors d’'une mise en contact
entre les nanoparticules de Ge€ Synechocystis En effet, I'absence d’EPS ché&z coli
rend les cellules sensibles aux NPs en permettambntact direct entre ces derniéres et la
paroi cellulaire, et induit ainsi une toxicité sgfigme aux nanoparticules (voir parties V-2).
D’ou la question suivante : quels auraient étéfésts des nanoparticules ssynechocystisi
celles-ci avaient pu entrer directement en corgaet la paroi cellulaire sans étre arrétées par
la barriere naturelle que constituent les EPS ? Bpondre a cette question nous avons tenté

de construire des mutants 8gnechocystidépourvus d’EPS.

V.4.1 Construction des mutants d’'EPS Sinechocystis

Les détails méthodologiques précis de la constrnalies mutants sont décrits dans la partie

« Matériels et méthodes, V.5.5 ».

* Principe de l'inactivation de géne che&ynechocystis
La stratégie classique ché&ynechocystipour éliminer un géne d'intérét consiste a le
remplacer par un autre géne, un marqueur génétiglieode pour une fonction avantageuse
permettant la sélection du clone mutant résultaoit Figure 48 ).
La cassette de délétion résultante est introdhiéz 8ynechocystipar transformation, ou les
recombinaisons génétiques permettent son intégrdtns le chromosome, en remplacement
du géne a éliminer. A lissue de cette étape, semle des dix copies du chromosome
cyanobactérien a recu la cassette de délétionrdeambinaison avec I'ADN de I'h6te (ici
Synechocyst)s puis par réplications successives du génome, parge de 'ADN de la
cellule est remplacée par de 'ADN dépourvu du genEPS » mais comportant une
résistance a un antibiotique. Les cellules airmigformées sont cultivées sur des milieux de

culture contenant des concentrations croissantesitdsiotique (dans notre étude : la
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kanamycine). L'augmentation de la pression de #élec(i.e. la concentration en
antibiotique) sélectionne les clones comportanmaximum de copies de ’ADN porteur de
la résistance a l'antibiotique. Lorsque la pressest suffisamment forte, l'intégralité de
'ADN est de 'ADN muté, il y a ségrégation commétles chromosomes. Si malgré la
pression de sélection, les cellules conserventcdgses de I’ADN sauvage, le gene est
considéré comme essentiel a la viabilité cellulaira construction génétique est ensuite
analysée par séquencage afin de vérifier si le gébien été entierement retiré et si la cassette

de résistance a été intégrée a la bonne placdelggsome.

» Choix des géenes a supprimer
Nous avons choisi de déléter les genes S¥mechocystiscodant pour des protéines
homologues a ExoD et ExoR impliquées dans le tamgfes exopolysaccharides. Le géne
alr2882 code cheZnabaena(une autre cyanobactérie) pour la synthese d’Exb&s
informations disponibles dans « Cyanobase » (Higteria.kazusa.org.jp/cyanobase/),
prédisent que ces protéines sont codées par less garivants deSynechocystis slrl875

(gene porté par le chromosome) et slI5052 (gent par un plasmide).

» Construction des cassettes de délétion
Par PCR reconstitution, les régions génomiques oppiges ont été amplifiées et,
simultanément, la phase codante pour les prot&ing875 et sll5052 ont été remplacées par

un marqueur génétique codant pour la résistanceaatibiotique.

* Introduction des cassettes de délétion par transfanation dansSynechocystis

Les cassettes de résistance ont été indépendamnterduites dansSynechocystigar
transformation génétique. Les recombinaisons hogual® spontanées ont permis
l'introduction du géne marqueur en lieu et places dgnes a supprimer. Les clones
transformants sélectionnés sur la base de leustaése a l'antibiotique sélectif ont été
cultivés pendant plusieurs générations en présdacdoses croissantes d’antibiotiques afin
d’avantager la propagation des copies mutanteshdonmmsome cyanobactérien polyploide
(ou plasmide) au détriment de la propagation degssauvages. A une pression de sélection
de 300 pg/ml de kanamycine, nous avons verifié (RC&quencage) avec plusieurs clones
de chacun des deux mutants, I'absence de copigéraene de type sauvage, montrant ainsi

que la ségrégation des génomes a éte totale. 1@kgue que les genes éliminés ne sont pas
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Figure 49 A gauche, erlenmeyer contenant la souchmutée Asll5052-10 deSynechocystisa droite erlen
contenant la souche sauvage d&ynechocystis

Mise en évidence d’'un phénotype différent : la solne mutée reste accrochée sur les parois en verre.

Figure 50 Observations au microscope optiqgue de laouche sauvage dé&ynechocystigA), et de ses
mutants d'EPS : Aslr1875-2 (B) etAsll5052-10(C).

Observations réalisées dans I'eau ultrapure en présce d’encre de Chine. Barres d’échelle : 1 um.
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essentiels a la croissance ®ymechocystisultivée dans les conditions standards. Une &ss |

mutants obtenus, il s’agit de définir leurs difféces par rapport a la souche sauvage.

V.4.2 Résultats

V.4.2.1 Caractérisation des mutants

* Observation macroscopique
Une culture des souches mutantes présente demedifés par rapport a la souche sauvage, en
effet, la souchdsll5052-10 a la particularité d’adhérer aux pammsverre des erlenmeyers
dans lesquels elle est cultivée (Figure 49). Qudirticularité est également observée chez la
souche sauvage d'une autre cyanobact&gyaechococcu$7942. La souchdslrl875-2
présente quant a elle, en début de phase statiennaie viscosité plus importante que celle
de la souche sauvage. En effet, les mutationsauthe les EPS qui ont un réle important
dans la stabilité et I'aspect plus ou moins visoueel la culture.

* Interaction EPS-Encre de Chine

Les observations en microscopie électronique esepge d’encre de Chine (Figure 50)
mettent encore en évidence la présence d'une Zaire autour des cellules pour les deux
souches mutantes. Ceci démontre que les cellulghétisent encore des EPS malgré les
mutations. Néanmoins, dans le cas du mufest052-10 (photographie C), on observe la
présence de quelques colloides de I'encre de Glane la zone claire autour des cellules.
Ceci suggeére une différence dans la compositiorEék& Ces derniers sont sans doute moins
chargés que leurs homologues de la souche saudiag@uant la répulsion électrostatique
avec I'encre de Chine. Le mutahslrl875-2 (photographie B) semble en revanche igleat

a la souche sauvage.

- MEB
'y a donc bien des EPS autour des souches matanependant, les différences de
phénotypes macroscopiques (Figure 49) et microqaepi (Figure 50) suggerent une
composition ou un agencement différents des EP&iades mutants. Afin de vérifier cette
derniere hypothése, nous avons effectué des olieervades souches mutantes en

microscopie électronique a balayage (MEB).
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Figure 51 Observations MEB de la souche mutante 50052-10.
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Figure 52 Mesures de mobilités électrophoretiqueseddifférentes cultures de cyanobactéries et bacteéri

étudiées apreés trois lavages a I'eau ultrapure.
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* Mobilité électrophorétique

Les images obtenues ne montrent aucune différeviedle dans 'agencement des EPS entre
la souche sauvage (voir chapitre 1ll, 2.3.2) etdesches mutantes (Figure 51, exemple pour
la soucheAslI5052-10). De méme, I'abondance relative des &&Sdifférentes souches n’est
pas significativement différente.La mobilité éleghorétique des cellules a été mesurée. Le
mutant AsIr1875-2 présente une mobilité électrophoretigggeiement plus élevée (-2,07
um.cm/V.s) que celle de la souche sauvage (-2,2@mi.s) mais cette différence est peu
significative. En revanche, la mobilité électropdtaque du mutantAsli5052-10 est
particulierement élevée (-1,4 um.cm/V.s par rap@or2,20 um.cm/V.spousynechocystis
sauvage) et est équivalente a celle de la so®mechococcu§7942. Cette similarité
concorde avec une adhérence au verre identiguegesudeux souches. La délétion du gene

slI5052 semble donc toucher une des voies de ssmithes EPS anioniques.

V.4.2.2 Analyses des EPS

* Analyses IR
Les observations macroscopiques et les analysgsotierstiels zé€ta suggerent que les EPS des
mutants différent de ceux de la souche sauvage.n@owpes différences résident dans des
différences de composition chimique (type et abandade fonctions chimiques constituant
les EPS), elles sont visibles par spectroscoprarnofige. Pour réaliser ces mesures, il a tout
d’abord été nécessaire d’isoler et purifier les EP&noff, 1989). Ces étapes sont longues et
délicates (voir matériels et méthode V.5.6) careledement d’extraction (effectuée aprés une
semaine en phase stationnaire) des EPS est tides falie I'ordre de 65 pg/mL pour la souche
sauvage et de 40 pg/mL pour les mutants. Le résigsaspectres infrarouge en transmission
est présenté Figure 53 et Figure 54.
La zone de longueurs d’ondes comprises entre 388808 cn est la zone de fréquence des
amides mais également de I'eau. Cette bande esemsbprésente dans les échantillons non
complétement secs. Entre 2900 et 3000"cse trouve la bande de fréquence des
groupements méthylénes associés aux phospholipidefande autour de 1650 ¢nest
attribuée aux protéines comportant des amides pem&CO-NH). Elle est sensible a la
structure secondaire de la protéine (ex : hélicau feuillet ), & ses interactions avec des
ligands et a son repliement. Les amides second&i€3-NH-R) se trouvent en général
autour de 1540 cth La bande vers 1390-1400 ¢rorrespond & la vibration C-O) des
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Figure 53 Spectres infrarouges deSynechocystissauvage avec proposition d’attribution de certaines

bandes Hesse et al., 1997.
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acides carboxyliques. Entre 900 et 1200'@tétend une large bande qui est principalement
attribuée aux polysaccharides (Benniegal., 2004). Les spectres de la Figure 54 sont
comparables pour toutes les régions hormis la desealcools (entre 3300 et 3350 Yma
zone des protéines (entre 1540 et 1640)amn la zone des polysaccharides (entre 900 et 1200
cm?). Les bandes entre 1540 et 1640'csont moins définies chez les mutants que chez la
souche sauvage. Cette constatation est cohéreete das mutations sli5052 et slrl875
sensées toucher la synthese des protéines deettads§ exopolysaccharides. En effet, les
mutations affectent, notamment, la synthese d’exiofemble naturel que celle-ci soit moins
présente dans les EPS extraits des cultures matante

La bande entre 900 et 1200 trast en réalité constituée de plusieurs bandesrfroent a
1110, 1070, 1040, 1030 et 1000 Bntorrespondant aux différents sucres constitutés
polysaccharides. Les EPS &gnechocysti®CC6803 (Panofét al., 1988) sont constitués
majoritairement de : glucose (23,4 % en masse ces)y fucose (20,9 %), mannose (13,7%),
rhamnose (12,5%) et xylose (12,2%) pour les suoergres, et de glucosamine (65% en
masse d’'osamines) et d’acides uroniques (16,4 #amse de sucres) . Les intensités relatives
des bandes correspondant aux polysaccharides warge la souche sauvage et les mutants.
En effet, les bandes d’adsorption & 1070 et 1030 disparaissent chez les mutants. Il est
donc probable qu’'un des constituants majoritaies EPS dé&ynechocystisauvage ne soit
plus synthétisé chez les mutamsli5052 etAsIrl875. En revanche, les bandes a 1110 et
1040cm', existantes mais minoritaires chez la souche smyvsont amplifiées chez les
mutants, ce qui suggere que ces derniers synthedsitres constituants polysaccharidiques
en plus grande quantité. De plus, les EPS\slé6052-10 etAsIr1875-2 ont des signatures
infrarouges quasiment identiques, néanmoins lardiffce de mobilité électrophorétique entre
les deux souches mutantes confirme une différeans ks EPS, probablement au niveau des

polysaccharides chargés (ex : acide uronique, ghrome).

Les mutations réalisées n’ont pas permis de retings les EPS d8ynechocystjslles ont

néanmoins montré que sli5052 et sIrl875 sont béerx génes impliqués dans la biosynthése
des polysaccharides. Des analyses plus détailléesed polysaccharides pourront étre
réalisées en RMN, spectrométrie de masse, anagrsexglusion stérique ainsi que par des

techniques d’analyses classiques des sucres (Detbalis1956).
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Figure 55 Observations des phénomenes de floculatialécantation de cultures de mutants EPS de
Synechocystigen hautAsll5052-10, en baaslrl875-2) lavées dans I'eau ultrapure puis misesme&ontact 3h
avec des nanoparticules de CeQ

Concentrations en CeO2 : A =476 ppm, B =238 pprg, = 120 ppm, D = 60 ppm, E = 30 ppm, F =15 ppm,
G =7 ppm, T= 0 ppm (témoin).

120
—=—slr1875-2
o slI5052-10
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Survie (%)
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0 100 200 300 400 500
Concentration en CeO_ NPs (ppm)

Figure 56 Test Live/Dead réalisé sur les mutantasirl875 etAsli5052 ainsi que sur la souche sauvage
aprés une mise en contact de 3h dans I'eau ultrapeiravec des nanoparticules de Ce0O
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V.4.2.3 Floculation des mutantsAsli5052 et Aslrl875 en présence de
nanoparticules

L'interaction physique entre mutants et nanopaligule Ce@a été étudiée lors de tests de
floculation identiques a ceux réalisés pour la Beusauvage (chapitre 1V). Les cultures de
mutants floculent et décantent aprés 3h dans laprésence de nanoparticules de £eO
Contrairement aux observations réalisées sur lach®usauvage qui montraient une
floculation-décantation limitée a un intervalle @@centration de NPs compris entre 15 et 30
ppm, les cultures de mutants (Figure 55) floculehtdécantent pour lintégralité des
concentrations testées ( de 7 a 476 ppm de;Cé&lnteraction des nanoparticules avec les

mutantsAsirl875 etAslI5052 deSynechocystigst donc plus forte qu’avec la souche sauvage.

V.4.2.4 Tests Live/Dead

Les mutant\slrl875 etAslI5052 deSynechocystisnt également été testés en Live/Dead lors
d'une incubation avec des nanoparticules. Danaul'eltrapure (Figure 56), les souches
mutantes présentent, comme la souche sauvageraci®ii de résistance respectivement a
25 et 40 % de survie. Ce plateau est attribué afraction de cellules résistantes a l'acide
nitrique. On constate en revanche qu’entre 0 etd@@ de Ceg la survie des mutants est
nettement améliorée par rapport a celle de la sosahivage. Cette différence est difficile a
interpréter, si ce n'est par la présence éventusdlepolysaccharides différents chez les
mutants. Ces polysaccharides seraient enrichisr@mpgments capables de tamponner une
partie de I'acide nitrique lorsque la concentratilencelui-ci n’excéde pas 100 ppm.

Une interprétation plus fine de ce phénoméne néeeais de comparer ces tests a d’autres
tests de toxicité, par exemple en présence dacitiique ou de particules chargées
négativement CePAA. Néanmoins, les mutants d’'EPS obtenus étamjptos pourvus
d’'une couche d’EPS (bien que différente de la sewszuvage), la caractérisation détaillée de
leurs interactions avec les nanoparticules a @#&gumoins intéressante a poursuivre avant de

nouvelles modifications génétiques qui permettamntetirer completement les EPS.

V.4.2.5 Conclusion sur les mutations réalisées

L’objectif de cette étude était d’obtenir des cylaatéries dépourvues d’exopolysaccharides,
afin de pouvoir étudier l'influence des EPS sur leseractions observées entre les
nanoparticules eédynechocystiavec et sans EPS et de les comparer a cellessébsathekE.

coli. Cependant, pour envisager la suppression de aautle la majeure partie des EPS, |l
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faudrait éliminer plusieurs génes conjointemenestea-dire construire des mutants doubles
ou triples, plus difficiles a obtenir car plus filag.

Cependant, ces résultats préliminaires sont engeards car ils montrent une différence de
composition entre les EPS des souches mutantesugtde la souche sauvage. De plus, la
bonne viabilité des mutants permet de les utiliges des tests avec les nanoparticules. Il en
résulte des interactions (notamment une floculaptus marquée) avec les nanoparticules
différentes de celles observées chez la souchegauies perspectives de ce travail seraient
donc de continuer a supprimer d’autres genes (rmotarhceux qui sont proches les uns des

autres) impliqués dans la biosynthése des EPSopatraction de mutants doubles ou triples.
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V.5 Matériels et méthodes

V.5.1 Tests de survie en milieu solide (« test en goutfes

Les cultures deSynechocystiet d'E coli ont été lavées 3 fois dans leur milieu test (voir
[1.3.3) puis aliquotées en fractions de 2 mL ddes tubes en plastique (Marque Falcon) de
12 mL. Puis 100 pL du toxique étudié (dilutionssiéutions de nanoparticules, ou de filtrat
de nanoparticules ou solutions de nitrate de cénumacide nitrique préalablement stérilisés
par filtration sur filtre 0,22 um) ou 100 pL d’ealirapure stérile, pour la fraction témoin, ont
été ajoutés sous vortex aux fractions cellulaifiesutes ces opérations sont effectuées en
conditions stériles (hotte a flux laminaire). Letbés contenant les cultures ont ensuite été
placés dans leurs incubateurs agités respectiftapenin temps donné (en général 3 h).

A l'issue de ce temps d’incubation, 100 uL de cleafyaction ont été placés dans une plague
96 puits puis dilués de 10 en 10 (10 pL dans 90 ga&ns le milieu utilisé pour le test, a l'aide
d’'une pipette multicanaux. Chaque puits a été h@méigeé par pipetage en va-et-vient (une
dizaine par puits). Des gouttes de 10 pl ont easéié déposées sur des boites de Pétri
contenant du milieu de culture gélosé ('Hépésreniplacé par de I'Agar dans le cas du
MM). Chaque boite a été répétée trois fois en ¢mmdi stériles. Les boites ont été placées en
chambre lumineuse (30°C) pendant une dizaine des jg@our Synechocystiset dans
I'incubateur a 37 °C pendant 24 h p&iurcoli.

Précautions importantes :

= Veliller a utiliser des plaques 96 puits stérilesshmen traitées pour cultures cellulaires (le
produit utilisé pour traiter les plaques est prdbaient un antibactérien car il entraine de
tres fortes mortalités).

» Bien sécher (30 min a 1 h dans une hotte a fluxnaime) les boites de Pétri contenant les
milieux géloseés afin d’éviter que I'humidité du rad ne provoque le mélange accidentel

de goulttes.

269



Chapitre V : Différents mécanismes de toxicité

270



Chapitre V : Différents mécanismes de toxicité

V.5.2 Test de survie : dénombrement de colonies (CFU)

Les cultures dé&ynechocystigt d’ E. coli ont été lavées 3 fois dans leur milieu test (voir
[1.3.3) puis aliquotées en fractions de 2 mL ddes tubes en plastique (Marque Falcon) de
12 mL.

A chaque fraction ont été ajoutés 100 pL du toxigiedié (dilutions de solutions de
nanoparticules, filtrat de nanoparticules, solwiote nitrate de cérium,...préalablement
stérilisés par filtration sur filtre 0,22 um) ouQLQL d’eau ultrapure stérile pour la fraction
témoin. Toutes ces opérations sont effectuées editans stériles (hotte a flux laminaire).
Les tubes contenant les suspensions cellulairegrmsitite été placés dans leurs incubateurs
agités respectifs pendant un temps donné (en déhija

A la fin de cette période d’incubation, 100 pL degue condition ont été prélevés et dilués
successivement de 10 en 10 dans des eppendorfsndecntenant 900 pl du milieu dans
lequel a été realisé le test (eau, milieu de caltuy. Chaque dilution a été vortexée plusieurs
fois avant d’étre utilisée pour la dilution suivar(tette étape a permis d’homogénéiser les
suspensions et d’obtenir des cellules bien indalidées). Les deux voire trois derniéres
dilutions de chaque série ont ensuite été étaldasda d’'un rateau métallique sur boites de
Pétri contenant du milieu de culture gélosé (100p@at dilution déposés par boite). Chaque
dilution a été étalée au minimum trois fois en d¢bons stériles.

Les boites ont ensuite été placées dans leursatewuis respectifs (méme protocole que pour
le test de survie en gouttes). Les colonies ontisngté comptées et rapportées au nombre de
colonies comptées sur le témoin pour en déduipmilecentage de cellules ayant survécu au
toxique testé. Le résultat et I'erreur sur le camgptont été obtenu sur la moyenne des trois
voire six boites étalées par dilution. Chaque deste répété minimum trois fois en condition

stérile (hotte a flux laminaire et bec Bunsen).
Précautions importantes :
* Trois a six boites étant nécessaires par concemrgtstée, ce protocole entraine
souvent des décalages chronologiques importants knpremiere et la derniére boite

étalée. Il a donc été nécessaire de fractionner tests en plusieurs groupes

comprenant chacun au maximum trois concentrationiex@que différentes ainsi
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gu’un témoin. Le décalage dans le temps (et doddfi@rence de temps d’incubation)
entre la premiére et la dernieére boite étaléehdgue groupe a ainsi pu étre limité.

» Pour étaler les gouttes de dilution sur les bodtesPétri il est préférable d'éviter
I'utilisation de billes de verre (bien que plus fjees que le rateau métallique). En
effet, la présence de nanoparticules lors de disedion de ces tests et leur grande
affinité pour le verre risqueraient de fausseréssltats.

» Les cOnes de pipette en plastique de marque Sorers@euvent étre utilisés que
pour SynechocystiPourE. coliil vaut mieux utiliser des cones de marque Birbsta
En effet, la souche que nous avons utilis&e doli a tendance a adhérer aux cones

Sorenson provoquant ainsi une baisse de reprodiiétites tests de survie.

V.5.3 Test d’intégrité membranaire (LIVE/DEAD)

Les cultures d&ynechocystist dE. coli ont été cultivées classiquement puis aliquotées en
fractions de 100 pL dans des plaques 96 puitsoutajes nanoparticules (filtrat ou eau) a été
réalisé par I'adition de 5 puL du toxique a testex 400 uL de cultures. Les cultures ont été
homogénéisées par va-et-vient a la pipette. Chatague contenait trois répétitions d’'une
méme condition ainsi que le témoin (eau ultraperaplacant le toxique) également répéte
trois fois. Les plagues multipuits ont ensuite étéses a incuber dans les incubateurs
appropriés aux deux microorganismes. A la suitedkirée d’incubation (en général de 3 h),
un mélange des deux colorants du test LIVE/DEAD7007 BacLight™ Bacterial Viability
Kits, Invitrogen) a été préparé et maintenu a I'obséufPour un test utilisant une plaque
multipuits, 100 pL du mélange LIVE/DEAD (3 pL dumaposé A et 3 uL de composé B pour
1 mL d’eau ultrapure stérile) ont été ajoutés a0f IL de culture contenus dans chaque
puits, puis homogénéisés a la micropipette. Fowoli, les cultures ont di préalablement étre
diluées 20 fois (5 pL de culture dans 95 ul d’eagnt ajout du mélange LIVE/DEAD.

L’homogénéisation a été réalisée sur plaque méaaragitée pendant 15 min dans le noir. A
I'issue de cette homogénéisation, les plaguestéritiés sur un fluorométre Spectra Max M2
— Molecular Devices. La longueur d’onde d’excitatiétait de 485 nm et les longueurs
d’ondes d’émission mesurées de 530 et 630 nm. tie Ean(530 nm)/Em(630 nm) a été

calculé et comparé a celui du témoin sans toxigeerapport de ces valeurs correspond au

pourcentage de cellules qui ont survécu au toxique.
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Une série d’expérience a également été réalisée dizs cellules de spectroscopie en quartz
de 2 mL. Le ratio culture / mélange fluorescenité@a 2 mL pour 300 pL. Le mélange
LIVE/DEAD étant composé de 4,8 pL de composé A,8tll de composé B pour 1 mL
d’eau ultrapure stérile. Les mesures ont été éegisur un fluorometre Varian Cary Eclipse a
une longueur d’onde d’excitation de 470 nm et kgmstrement des longues d’ondes

d’émission comprises entre 490 et 700 nm (mode slcav).

V.5.4 Métabonomique

La préparation des échantillons pour l'analyse buwiamigue se décline en 3
phases principales: I'extraction des métabolitasalyse en RMNH et le traitement des

données par analyses statistiques.

» Extraction des métabolites

Une suspension de nanoparticules de £e@0 g/L a été préparée 24h avant I'extraction. Le
jour méme, un aliquot de cette suspension a étéfilité (filtre 10 kDa de Millipore) afin
d’en isoler le filtrat. Puis un aliquot du filtratnsi que de la suspension de nanoparticules ont
éte dilués 10 fois afin d’obtenir la série de susjp@ns suivantes :

A. Suspension de nanoparticules de £aQ@0 g/L

B. Suspension de nanoparticules de €aQ g/L

C. Filtrat de la suspension de nanoparticules a 10 g/L

D

. Filtrat de la suspension de nanoparticules a 1 g/L.

Les expériences ont été réalisées sur une cultirecodli (RR1) préparée classiguement la
veille dans du milieu de culture LB et lavée trfiigs dans I'eau ultrapure avant la mise en
contact. La suspension cellulaire (de densité aptide 2,07) a été aliquotée en 16 fractions
de 40 mL dans des tubes en plastique (Falcon)aliggots de culture ont été répartis en 4
séries de 4 répétitions d’échantillons de compmssitisuivantes :

* Série « Ce@100 ppm », échantillons 1, 2, 3 et 4 : Ajout dé 4Q de A

» Série « Ce@10 ppm », échantillons 5, 6, 7 et 8 : Ajout de 4Q0de B

o Série « Filtrat 100 ppm », échantillons 9, 10, 112: Ajout de 400 puL de C

o Série « Filtrat 10 ppm », échantillons 13, 14, tL56: Ajout de 400 uL de D.
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Les cultures ont été placées a l'incubateur a 3péfdant 3h. A la suite de cette période
d’incubation, les suspensions cellulaires ont &étrdugées 5 min a 4500 G et les culots
resuspendus dans 5 mL d’acide perchlorique 0,1&%.slispensions ont €té mises a ébullition
pendant 5 min afin de permettre la lyse cellulatela libération des métabolites. Cette

méthode de lyse par I'acide perchlorique s’estl&@lus efficace que les méthodes de lyse
cellulaire par alternance de congélation-déconigélat I'azote liquide.

Les suspensions ont de nouveau été centrifugéesn5amt500 G afin de séparer les

métabolites hydrosolubles (présents dans le suamigeles autres extraits cellulaires,

susceptibles de compliquer I'analyse des spectvild. Res extraits cellulaires hydrosolubles

n'ont pas été concentrés par lyophilisation catecétape provoquait des diminutions de la
reproductibilité des résultats (probablement dusé remise en suspension incompléte). lls

ont été conservés a 4°C jusqu'a leur analyse pad.RM

« Analyse RMN-'H
Pour chaque échantillon, 541 de surnageant ont été introduits dans des tulds 7H
distribués par CortecNet. 60 uL d'eau deutéréeétintajoutés pour les besoins de la RMN
("lock" du signal, optimisation de I'hnomogénéité champ magnétique). Les spectres ont été
enregistrés sur un spectrometre Bruker DRX 600hdenp magnétique de 14,1 T, a 293K. La
séquence employée permet d'obtenir, aprés excitato une impulsion 90°, le signal des
métabolites en atténuant autant que possible tealsity solvant aqueux, de l'ordre dé fdis
plus intense, au moyen d'un ensemble d'impulsiéhsctives et de gradients destinés a
défocaliser sélectivement le signal intense. Chagpaetre consiste en 512 acquisitions de 2,2
secondes, centrées a 4,8 ppm et de largeur sget8gpm.
A l'aide du logiciel Topspin (Bruker), les spectresbissent ensuite une transformée de
Fourier, une correction manuelle de leur phasenetaorrection polynomiale de la ligne de

base.

» Traitements des données
Les spectres ont été intégrés par pas de 0,05 @pmintervalles sont relativement larges
mais permettent de limiter les effets de déplaceérleimique dus aux variations de pH tout
en restant suffisamment étroits pour conserveiisauffment d’informations pertinentes. Les
données ont ensuite été traitées par analyse eposamtes principales (ACP) a l'aide du
logiciel SIMCA.
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1. Identification du géne a muter par délétion :
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Figure 57 Construction des mutants, étape 1.
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V.5.5 Construction des mutants

La construction des mutants s’effectue en de nleftiggtapes: choix des génes a muter,
construction des oligonucléotides, construction lalecassette de délétion, ligation de la
cassette avec un plasmide, amplification du plaspdibestion du plasmide, transformation
du plasmide, vérification de la ségrégation etfigation de la construction par séquencage.

Quelques protocoles sont communs a plusieurs étapes

» Amplification d’ADN par Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)
La PCR a été utilisée pour amplifier les génesyaésl construire les cassettes pour leur
inactivation et vérifier leur ségquence ainsi querlentégration dans le génome de
Synechocystiau niveau des genes a inactiver.
Le mélange de réaction suit le protocole fourni parfabricant de la Taq polymérase
Invitrogen® qui sert a la PCR. Exemple des propaodide mélange pour une PCR de
100uL :
Tampon Tp (x10) : 10 puL
MgCl, (50 mM) : 3 uL
Nucléaotides triphosphates dNTP (25 mM) : 0,8 pL
Oligonucléotide amorce 1 : 50 pmol
Oligonucléotide amorce 2 : 50 pmol

Enzyme polymérase (Taq) : 1-2 U

O O O O o o o

ADN matrice : plasmide : 1-10 ng, ADN génomiqué:al100 ng

o Eau: compléter jusqu’a 100 pL
Dans le cas de la PCR sur coloniesS§aechocystisune étape préalable est nécessaire pour
fragiliser les membranes et libérer TADN génomiquene suspension cellulaire est congelée
pendant 15 min dans l'azote liquide, chauffée pehd® min au bain-marie a 95 °C puis
centrifugée. 10 pL du surnageant des cultures p@Eevés et ajoutés a 40 pL du mélange
PCR.

* Purification de 'ADN et des produits PCR
Les produits PCR et ADN sont purifiés sur colonrBaprés le protocole fourni par
NucleoSpin® Extract Il Kit (Clontech). L’ADN estégosé sur la membrane de silice de la
colonne. Les contaminants (sels, macromoléculebks) sont retirés par des étapes de
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2. Construction d’'une cassette de délétion :

2.2 Amplification des
brins par Réaction de 2.3, Hybridation et Plaside

Palymérisation en Chaine réplication (par PCR)
(PCR)

2.1. Construction des
oligonucléotides

24 Ligation du brin
. fabrigué dans un
plasmide.

:
. S ./"—b
~
P A &

2.5 Réplication du plasmide
dans des bactéries (E coli)
compétentes.

O p/ 26.
Extraction du

210, Extraction du O O Qpla_smid_e et

plasmide et purification Q Q purification

2.7. Digestion du

plasmide par
/ l'enzyme de

restriction

Q 2 9. Réplication du plasmide. 28 I'_|_gat|on avec la cassette
de resistance.

Figure 58 Construction des mutants, étape 2. Constction de la cassette de délétion.
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lavage avec des tampons contenant de I'éthanoDNAur est finalement élué par lavages et
centrifugation dans un tampon légérement alcalirfagele force ionique (5 mM Tris-Cl,
pH=8,5).

Le kit NucleoSpin® (Clontech) a été utilisé pouémarer de ’ADN plasmidique directement
a partir de cultures bactériennes. Les cellul&s dbli sont préalablement mises en culture la
veille, puis 2 mL de culture sont centrifugés afeamne conserver que le culot de cellules. La
lyse bactérienne se fait par ajout d’'un tamponlial¢eontenant du SDS), puis la précipitation
des parois et membranes de 'ADN génomique eshabtpar centrifugation. Le surnageant
est transféré dans une colonne NucleoSpin qui@ointine membrane de silice. L'ajout d’'un
tampon contenant un sel chaotropique conduit &dgation de I'ADN plasmidique sur la
membrane. Apres plusieurs étapes de lavage pouverréds contaminants (ex : protéine,
ARN), 'ADN plasmidique est élué a l'aide d'un tamp Tris (pH=8-8,5). (protocole
Clontech).

* Resuspension et dosage des acides nucléiques
Les fragments PCR, plasmides et préparation d’ABMN sesuspendus dans un tampon TO,1E
([Tris HCI,]=10 mM, pH=7,5; [EDTA]=0,1mM). La qudité d’ADN est déterminée en
mesurant la DO & 260 nm (pour ’ADN : 1 unité de B@respond & 50 pug/mL d’ADN). Le
rapport DQeonrd DO2sonm permet de déterminer la contamination de la pegmar. Il doit étre

égal a 1,8 pour une mesure d’ADN.

V.5.5.1 Construction de la cassette de délétion

La construction de la cassette de délétion (Figh®® commence par le choix des
oligonucléotides amonts et avals utilisés pour IRGR reconstitution ». Ceux-ci sont
construits a partir de la séquence des partieg|d@mes du gene (c’est-a-dire 300 paires de
bases avant et 300 paires de bases apres le ged&neymes de restriction. Smal est
I'enzyme de restriction choisie pour la constructie la cassette de délétion de sIr1875 ; elle
est remplacée par Stul pour cassette de délétieiaBb2 car Smal est déja présente dans ce
gene. Quatre oligonucléotides différents sont resiess par gene delété :

o oligonucléotide sens pour amplifier la séquencerdrda gene

281



Chapitre V : Différents mécanismes de toxicité

282



Chapitre V : Différents mécanismes de toxicité

o oligonucléotide antisens + enzyme de restrictionrpamplifier la séquence
amont du géne

o oligonucléotide sens + enzyme de restriction poupldier la séquence en
aval du gene

o oligonucléotide antisens pour amplifier la séquesrtaval du gene.

Les brins obtenus (parties flanquantes contenargrieymes de restriction) sont répliqués par
PCR a partir d’ADN génomique d&ynechocystist des oligonucléotides. L’hybridation des
brins (jonction des deux brins encadrant le gésepbtenue par PCR. A l'issue de la PCR,

on Vvérifie la taille et la séquence de la cassitdélétion.

» Ligation avec un plasmide et amplification
La ligation de la cassette de délétion dans unpties est effectuée avec le kit « pGEM-T
Vector System » de Promega par PCR en suivaninbhsations du fournisseur. 1 pL du
produit de ligation est ensuite utilisé pour trangfer 50 pL dE. coli Topl0
électrocompétentes. L’électroporation (opérationpprmet de faire passer le plasmide dans
les bactéries électrocompétentes sous l'action dhemp électrique) s’effectue a 2,5 kV
pendant 5,4 s puis les cellules sont resuspendares 300 a 400 uL de milieu SOC (pour
1ml: 2 g Bactotryptone, 0,5 g Yeast extract, 10 nN4CI, 2,5 mM KCI, 10 mM MgGJ 10
mM MgSQ,, 20 mM glucose).
Les cellules sont ensuite mises en culture surebdiB-Amp (0,1 g/L d’ampicilline). Le
plasmide a multiplier contenant une cassette dstagése a I'ampicilline, seules les bactéries
ayant intégré le plasmide pourront se développes. dolonies qui ont poussé sur LB-Amp
sont récoltées aprés une nuit a 37 °C.

Les plasmides sont extraits, purifiés et quantifiés

» Digestion du plasmide puis ligation avec la cassetKm
La digestion (obtention d’'un plasmide linéaire) ebtenue par utilisation de I'enzyme de
restriction Smal pour I'inactivation de slr1875 ®tul pour celle de sllI50052. Une unité
d’enzyme est utilisée par ug d’ADN plasmidique. fiegments subissent ensuite une étape
de ligation avec la cassette de résistance a lankgrine (Km). Il faut 3 pL d’antibiotique
(Kanamycine) pour 12 pL du mélange de ligation (4,4Tp (x10 ligase), 3-4 uL plasmide,
24-25 uL eau, 4,4 uL ligase). Les plasmides obtepnsdes plasmides circulaires qui
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3. Transformation dans Synechocystis

3.2 Etalement sur boite

3.3 Croissance en
puis ajout de 'antibiotique présence de doses
{(kanarmycing) X croissantes d antibictigue
~
' a———E SN
+ Kanamycine

3.1, Introduction de |la cassette

de déletion dans Synechocystis
par transformation

\
A

|

34 Les clones résistants sontisoles.
Figure 59 Construction des mutants, étape 3. Trangfmation dans Synechocystis

4. Verification des séquences et du phénotype

hutants
41 Extraction 4.2 Amplification (par PCR)
* etpurification des parties flanguantes
.o delADN

4.2 Obtention de la
séquence par FCR

_wiengage

4 5 Wérification d'un changement

4 3. Comparaison
avec les fragments
phénotypique éventuel theoriques
T AATTTGEGCTGAATEGGC..
AATTTGCGGCAGAATC GCGC...

4.4 |dentification des éventuslles
mutations

Figure 60 Construction des mutants, étape 4. Vériation de la construction par séquencage.
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contiennent la cassette de délétion qui porteéleegde résistance Km flanqué de part et
d’autre par les séquences encadrant le gene aimgpptes plasmides sont extraits, purifiés
puis amplifiés dans dds. coli électrocompétentes (protocole décrit plus hawd)sélection

des clones se fait par culture sur des boites LB-Km

V.5.5.2 Transformation danSynechocystis

Cinquante millilitres d’'une culture d8ynechocystjspréalablement cultivée trois fois en
phase exponentielle, sont centrifugés a 4500 ggentd min puis resuspendus dans 5-10
mL de milieu MM propre. Cette opération est répétées fois, puis la culture est aliquotée
en fractions de 1 mL. L’ADN est préparé par ajoaitldug d’ADN plasmidique dans 100 pL
de tampon TO,1E. Ce mélange est ensuite ajoutécaltare deSynechocysti¢100 pL de
mélange pour 1 mL de culture). Apres vortexage cldtures sont mises a incuber pendant
1h30 en chambre lumineuse a 30°C, 3000 lux, pdisrQ, de culture est déposé sur boites
MM (Figure 59). Aprés une nuit d’incubation, 0,4 rdlune solution de Km a 4 mg/mL sont
déposés sous l'agar a l'aide d’'une spatule et dmimopipette. Ainsi I'antibiotique diffuse
lentement a travers le milieu gélosé permettant @ikiles transformées d’avoir le temps
d’exprimer leur résistance a la Km. Dans le camel’'sélection trop rapide, les cellules
sauvages mais également les transformants setaiEntLes boites sont mises a incuber a
3000-3500 lux, les clones sont visibles au bouhé’dizaine de jours (Figure 59). Les clones
sont ensuite frequemment resuspendus dans deUraliquot est analysé par PCR et I'autre
est redéposé sur boites MM contenant des condensatroissantes en Km (jusqu’a 300
png/mL pour avantager la réplication des copies magade chromosome au détriment des
copies sauvages), des clonesd|5052 etAsIr1875 sont obtenus. Le sens d'intégration de la
cassette Km et la bonne ségrégation sont vérifas gxtraction de I’ADN puis PCR
(utilisation d’'un tampon favorisant la réplicatioies brins longs, Tp enhancer) sur la partie

mutée (Figure 60).

V.5.5.3 Séquencage

Les réactions de séquencage ont été réaliséesiaamtsie protocole de séquencage par
fluorescence avec le Big-Dye Terminator 3.1 (PeBdimer®). Cette étape nécessite un ADN
tres propre et une précipitation dans l'alcool &bsies séquences (brins de part et d’autre de
la cassette) ont été vérifiées sur deux mutants npatation et analysées a l'aide du
programme Sequencher.
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V.5.6 Extraction et analyse des exopolysaccharides

Les expolysaccharides ont été obtenus a particdésres cellulaires repiquées trois fois en
phase exponentielle dans le MM pour la souche ggugbavec addition de kanamycine pour
les souches mutantes. La récolte s’effectue unaisenapres le dernier repiquage (DO~2)
par centrifugation des cultures a 25000 g penda&nmin. Les surnageants sont préleves
(environ 100 mL par culture) puis placés dans dese sous hotte a 50°C afin de réduire
leur volume environ 10 fois. Puis 60 mL d’éthaabkolu a 4°C sont ajoutés aux surnageants
(dont il reste environ 10 mL). Les erlens sont @esplacés en chambre froide (6°C) pendant
30 min pour permettre la précipitation des EPS.dadgtions sont alors centrifugées a 4500 g
a 4°C pendant 30 min. Aprés retrait des surnagehlasculots sont resuspendus dans 'eau
ultrapure puis dialysés dans des cassettes desdidl kDa de 12 mL contre 250 mL d’eau
ultrapure pendant une semaine (I'eau est chandée endant la semaine). Les solutions
dialysées sont ensuite lyophilisées. Le rendemextrdction est de 6-7 mg d’EPS pour 100

mL de culture pour la souche sauvage et de 4-pangles souches mutées.
Les EPS lyophilisés ont été analysés directemarg &wme solide par infrarouge a réflexion

totale atténuée (IR- ATR) sur un spectrometre PRekmer Spectrum FT-IR One. Les bandes

d’adsorption sont données en transmission en fomcke la longueur d’onde (en @n
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Résumé des principaux résultats du chapitre V :

Différents mécanismes de toxicité.

Dans cette section, les différents mécanismes xieitto des NPs de CeQris a vis des

cultures de Synechocystis et E. coli ont été éudie

* Toxicité indirecte engendrée par les NPs
Dans le milieu de culture (MM), les NPs de Gef@ provoquent aucune baisse de la survie
chez Synechocystis. En revanche, dans I'eau, Mesatteint un plateau a 20 % pour des
concentrations supérieures a 15 ppm de £elous avons démontré que la mortalité
observée n’est pas directement due aux NPs maiacalé nitrique contenu dans leurs
suspensions. Le plateau de survie a 20 % est aérid une sous-population résistante a

I'acide nitrique.

» Toxicité directe engendrée par des NPs
De méme que pour Synechocystis, les NPs de @2@rovoquent aucune baisse de la survie
chez E. coli dans le milieu de culture (LB). Enamshe une forte toxicité est observée des les
faibles doses (DL50 : 7ppm) en NPs dans I'eau plira. Le filtrat des NPs jouant un role

mineur dans cette toxicité, celle-ci est attribaée nanoparticules.

e Métabonomique
Des analyses par RMN des métabolites d’E. colificoent que la toxicité des NPs est
différente de celle simplement provoquée par ld¢wat. Elles orientent les soupgons vers des
mécanismes de toxicité impliquant notamment laybitb&se des sucres et des acides gras e
les voies métaboliques de transport des ions trendonanaires, de résistance a l'acidité et

de synthese des lipopolysaccharides et peptidogésa

* Mutants d’EPS
Des mutants de Synechocystis dépourvus d’EPS atrgiermis de vérifier le role
« protecteur » joué par les EPS chez les microosyaes qui les possedent. Ces
constructions génétiques n’ont pour l'instant comdyu’'a des mutants portant des EPS
différents de ceux de la souche sauvage mais tpraigissent cependant différemment avec
les NPs.
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Conclusion et perspectives

Le devenir a grande échelle des nanoparticules factowees dans I'environnement ne peut
étre appréhendé sans des recherches en amont suméeanismes d’interactions
physicochimiques et biologiques a I'échelle de &maparticule et des microorganismes.
Lorsque ces recherches, auxquelles le travail ptése participe, auront fourni les réponses
aux mécanismes d’interaction observés in-vitro piHBivo, on pourra espérer anticiper et
minimiser les conséquences environnementales daroi@sement important de I'utilisation

des nanopatrticules.

Dans cette optique, nous avons exploré les différparameétres susceptibles de jouer sur les
interactions des nanoparticules (plus particulieneimles NPs de Ce avec le vivant.
L’'importance des parametres physicochimiques, notam I'état de stabilité et de surface

des nanopatrticules lors des incubations avec dietese a été mise en exergue.

Grace aux deux modéles biologiques étudies, I'ehtatérieE. coli (bactérie des intestins
des mammiféres) et la cyanobactéBgnechocystidappartenant au phytoplancton qui
contribue au maintien de la biosphere), nous awmmstaté lI'importance de la structure
extracellulaire dans ce type d'interactions. Ereteffes exopolysaccharides synthétisés par
Synechocystisonstituent une barriere efficace entre les namicpées et la paroi cellulaire.
Ceux-ci ne protegent cependant [@sechocysti contre la floculation provoquée par les
nanoparticules. Nous avons en effet démontré ques fd quantité de nanoparticules
adsorbées est importante, plus I'épaisseur de daheode polymeres (EPS) diminue et la
mobilité électrophoretique des cellules augmenta. sédimentation de microorganismes
photosynthétiques résultant de cette floculatiomitdle graves conséquences dans un milieu
environnemental ou ces derniers constituent unedgraartie de la biomasse aquatique pour
la chaine alimentaire et contribuent au renouvedignde I'oxygene de I'atmosphere. En
revanche, pouE. coli dans le milieu de culture LB, aucune floculatidash observée. Les
molécules organiques chargées négativement duuniil® provoquent une passivation des
nanoparticules en s’adsorbant a leur surface. Damvironnement, la floculation des
nanoparticules avec des molécules organiques Hatufdont les EPS font partie) permet la

déstabilisation des nanoparticules mais égalenseintentrée dans la chaine alimentaire
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Tableau récapitulatif des interactions avec les mgoarticules de Ce@:

Escherichia coli

SynechocystiPCC6803

Milieu de culture (LB)

Eau ultrapure

Milieu de culaufMM)

Eau ultrapure

N Présence d'EPS 0 0 + +
Parametres|
Lumiére pendant les tests 0 0 + +
Floculation en présence de NHs 0 + + +
. Mortalité due aux NPs 0 + + 0 0
Résultats
Mortalité due aux filtrats des NH 0 0 ++
Phénoménes RedOx ++ 0 0
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aguatique en se liant aux nutriments. Malgré |agmée des EPS, I'incubation de cellules de
Synechocystislans I'eau avec des NPs de Gea@ontre une certaine toxicité. Nous avons
démontré que cette toxicité n'est pas provoquédgzananoparticules en elles-mémes mais
par I'acide nitrique utilisé lors de la synthese ais derniéres. En effet, la présence d'un
tampon (méme en faible concentration) suffit a &lanla toxicité observeée.

En revanche, la mortalité des bactérigs. doli dans I'eau en présence de nanoparticules de
Ce(Q est trop importante pour résulter d’'un simple tetfe I'acidité. Des expériences de
métabonomiques par RMN montrent que les voies mbtales touchées lors d’une
incubation en présence de nanoparticules sontreliffés de celles touchées par une
incubation avec simplement le filtrat de ces nanopdes. Une perspective de ce travail sera
d’approfondir les analyses métabonomiques réalis@eBRMN en les couplant par exemple

avec des analyses en spectrométrie de masseasantfvarier les temps d’incubation.

Les images en microscopie électronique et la coctsbn d’'une isotherme d’adsorption
révéelent la formation d’'une monocouche de nanopadés a la surface des bactéries.dol..
Cependant, aucune trace de cérium n’est trouvéatérieur des cellules (cheg. coli et
Synechocystjspar spectrométrie EDX, ce qui confirme la nongdétion du cérium sous

forme nanoparticulaire ou ionique.

Les expériences de spéciation des nanoparticul€3e@g aprés incubation en présence des
cellules dans l'eau ultrapure, ne montrent aucuéguction des nanoparticules. Cette
observation permet de conclure que les nanopatcule Ce® ne provoquent pas
d’oxydation des membranes bactériennes, contraitfemee qui a été montré dans d’autres
études pour des bactérigscoli ayant incubé avec des nanoparticules de.TiEn effet, des
analyses de surface montrent que, si le cceur despadicules est constitué d’atomes de
cérium au degré d’'oxydation 4, la couche externg mnoparticules est formée par des
atomes au degré d’oxydation 3. Or cet €lément potentiel électrique trop élevé pour réagir
avec les molécules qui constituent la paroi baeté@e. Néanmoins, nous observons une
réduction des nanoparticules ayant incubé avecdksles dans leur milieu de culture. Cette
réduction, plus marquée dans le cds.aoli, ne provoque pas de mortalité bactérienne. Elle
est donc vraisemblablement la résultante d'un pBiége au cceur des nanoparticules, de
radicaux libres produits naturellement par lesutefl dans leur milieu de culture. Cette

observation est en accord avec des études rédentiznt a prouver un effet bénéfique de
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nanoparticules de CeGur la durée de vie de neurones par le piégeagadieaux libres.
Afin de confirmer cette hypothése, une perspedfieece travail serait de doser les especes
radicalaires oxydantes présentes dans les cultetiegaires en fonction de la concentration et

du type de nanoparticules.

Dans I'environnement, le danger des nanoparticoéssderait donc plus dans les effets
physicochimiques qu’elles provoquent que dans umsdcité réelle. Dans le but de
comprendre et anticiper les interactions physicodues avec les nanoparticules, la
comparaison de microorganismes recouverts d’exapaigs différents en abondance et en
composition (notamment par la construction de ntgjaeprésentera une avancée importante
pour ce type d’étude. La caractérisation compleEPS des mutants obtenus au cours de ce
travail, ainsi que la construction de nouveaux mistaux EPS tres diversifiés en composition

et en quantité représentent donc une autre pergpelet cette thése.

La majeure difficulté de I'étude de la toxicité demnoparticules réside dans leur
comportement, face aux analyses, tres difféerentaegues classiques. En effet, comme nous
lavons vu elles peuvent provoquer des interférencians les tests impliquant des
dénombrements de colonies (division cellulaire Ecéé et floculation bactérienne) ou les
tests utilisant des marqueurs fluorescents (risqaefluorescence parasite des NPs et
limitation de I'entrée des marqueurs fluorescengssd les cellules). Les méthodes et
protocoles d’évaluation de la toxicité doivent do@ite réévalués et pensés de maniere
totalement différente. Les connaissances acquiaas,cours de cette thése, pour les
nanoparticules de CeOnous permettent a présent d’envisager d’élaegimrécherches a des

nanoparticules différentes en composition, forrailgtet chimie de surface.

On comprend toute l'importance de recherches coupala fois I'étude des interactions
physicochimiques, trop souvent négligées dans &Hstde « nanotoxicité » réalisés
classiguement, et [I'étude des mécanismes de téxidiiologiques. L’approche

multidisciplinaire et multiparametre de ce typetdezaux est d’'une grande complexité mais

un passage obligé pour la compréhension des itimmaentre cellules et nanoparticules.
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Préparation de nano-tiges de CeO

Des nanoparticules de Cg@e différentes formes et tailles (cubes, tigesspéteres) ont été
synthétisées en utilisant la méthode décriteMaret al., J.Phys.ChemB, 2005 description
ci-apres montre un exemple des nano-tiges de,Gbténues par cette méthode.

Matériels et méthodes :

Dans un flacon en téflon, 70 mL d’une solution dade a 6 M sont ajoutés, goutte a goutte
sous agitation magnétique, a 10 g d’'une solutionittate de cérium a 173 g/kg. Le mélange
est laissé sous agitation magnétique pendant 30 Ipairflacon est ensuite scellé et placé
pendant 24 h dans une étuve a 100 °C.

Résultats :
L’'image MET, ci-aprés, présente les nanoparticoleienues. Ces derniéres ont une structure

en forme de tiges. Les mesures de diffusion dedreminontrent qu’il s'agit d’'une suspension
stable de nanoparticules de diametre hydrodynammuen de 200 nm.

Figure 61 Images MET

e
'_" ;‘ N .. (gauchg) et haute
L - résolution (droite) de
£ . 4 » nano-tiges d’'oxydes de
e k_ d w cérium obtenues par la
& . méthode de Mai 2005.
=
s 2 : !

Cinétique d’agrégation des NPs en présence de sel

Les résultats ci-aprés présentent un exemple deurageginétiques de l'agrégation des
nanoparticules en présence de NaCl.

Matériels et méthodes :

Les nanoparticules de Ceg®t les sels de NaCl ont été meélangés sous fornpmouadre, puis
'eau a été ajoutée afin d’obtenir les concentretiinales souhaitées : 12 g/L (C@t 0,6 et
0,8 M de NaCl. La taille des particules a été eistege en mesure de diffusion de lumiere au
cours du temps sur un zétasizer Nano SZ.

Résultats :
Le graphique ci-apres confirme que la vitesse @gagtion des nanoparticules augmente avec

la concentration en sel du milieu de dispersionetfet, a 0,8 M la taille des NPs passe de 7
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nm a 80 nm en 2h tandis qu’a 0,6 M plus de 4h sénessaires pour obtenir la méme taille
d’agrégats. Plus le temps d’incubation des expéegrst long, plus la force ionique du milieu
test doit donc étre faible afin d’éviter les phémgmms d’agrégation nanoparticulaire.

diametre (nm)

200

180 1
160 1
140 1
120 1
100 1 +NaCl0.6M
o = NaCl0,8M
60 -
.
40 1 -
204

0

400 500 600 700 800
temps (min)

0 100 300

Figure 62 Comparaison de I'évolution du
diamétre des nanoparticules de Ce©(12

g/L) pour deux concentrations en sel (0,6
M et 0,8 M de NaCl) en fonction du
temps.

Construction du diagramme de Pourbaix

Le diagramme de Pourbaix théorique (ou diagrammntentiel-pH) des oxydes de cérium
permet de comprendre les phénomenes redox mis end@s les suspensions de
nanoparticules. La partie ci-apres décrit commlemgié établi.

Equations mises en jeu

Ce(OHY* +2 H +e-5 CE€" +2H,0
Ce(OHY*+H +e 5 C€" + H,0
cCeé*+1e 5 ce*

Ceé +3e 5 Ce

Ceé" + 40H S Ce(OH) (précipité)
Ce" + 30H & Ce(OH) (précipité)
H,O

Etude des équilibres de précipitation :

0 Ce"+30H S Ce(OH) (précipité) ; Ks =

3 3
=102 =[c* Ton e ] X2

T
dou : Iog[Ce3+] =-3pH +21, donc:
pH :2—1— 1Iog[Ce3+}

173 3

o Ce"+40H S Ce(OH), (précipité) ; Ks =

E°/V :
1,73
1,715
1,72
-2,336
Ks = 18!
Ks = 10%*
Ke = 164

18

3
= [Ce3+} :_KZ[H +}
Ke

18*

310



Annexes

De méme que pour I'équilibre précédent on obtient :

_qoc_1 4+
pH2—125 Zlog[Ce }

e Etudes des potentiels

o ce/ce’, ceé'+1e 5 Ccet

=172
El Ce4+/CoE?’Jr
o Cé&'/Ce, Ce +3e 5 Ce
E2 = Eo 3+ + O’OSglog[C 3+}
Ce®"/lce 3
D’ou

2

E. =-2336+ 0%59|og[c 3*}

o Ce(OH)s;/ Ce

0059 Ce(OH).[H
E3:Ege(OH)3/Ce+ 3 [ « [C()aj[ l

Au point de coexistence des trois especks:= E)

= Ege(OH)3/Ce -0,059pH

0 0 0,052 3+
E -0,059pH = E + Iog[C }
Ce(OH),/Ce c3t/ce 3
K 3
or: e |=- §[ "]
Ke
0 0 , 0,052 Ker,,+73
dou: E -0,059pH =E log—= [ }
Ce(OH)5/Ce Ce3+/Ce 3 Ke3
. 0 _
° FegoH) ice™ P2
Ainsi : E3 =-192-0,059pH
o Ce(OH)J/Ce™
[Ce(OH) H ‘
£ —g0 0,059IO 4
4 Ce(OH)4/C 3 [C 3+}
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Au point de coexistence des trois espécEﬁ = E2

0 0
E ~0,236pH = E
Ce(OH)4/Ce3+ cetticedt

or:[cet*]="S [+ ]

donc : Eo 34 =2 015
Ce(OH)4/Ce

Dol : |E, = 2,015~ 0,236pH - 0,059l0g[Ce> ]

0 Ce(OH)/Ce(OH);

-0 -
ES= ECe(OH)4/Ce(OH)3 0,059pH

Au point de coexistence des trois espéecksg:= E4

0 0
E -0,059pH = E
Ce(OH) ,/Ce(OH), Ce(OH)4,063+
K 3
Or: [Ce3+} :—Ss[H 1
Ke
Dou : EQ = 0,776
" “Ce(OH) , /Ce(OH), ~
En conclusion:  |E5=0,776-0,059pH

» Calculs des équations pour différentes concentratio

+ 0,059I09[Ce4 q

—0,236pH - 0,059l0g[Ce3 1]

ns en Ce®":

Les équations E = f(pH) ont été établies pour tomiscentrations différentes en¥e C, =

5,18-10°M:C,=2-10°M et G = 3- 10° M.

0 H;0/M,: [E, =~0059pH
0 OzfH,0 : [E, =1229-0059pH
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Construction de l'isotherme d’adsorption

Dans cette annexe, nous proposons une méthode ldkatiom de I'établissement de
I'isotherme d’adsorption des nanoparticules de £&a@ les bactéries en utilisant les billes de
latex comme modeles.

Matériels et méthodes :

Les échantillons sont préparés de maniere identigoelle décrite dans la partie matériels et
méthode sauf que les suspensions cellulaires somplacées par des suspensions de latex a
1,33 g/L, de densité 1,6 et de diamétre 100 nm.

Résultats :
La figure ci-apres montre un exemple de spectrésnols en électrophorese capillaire aprés

réduction des échantillons de nanoparticules. tes Fé" proviennent de la réduction du'€e
en Cé' avec le sel de Mohr.

Lo FOR- 1380m FOA- 1360m PO - {3nen POA.- 1360 FOA - 138nm PDA- 13€nm
LT, Tt e Courbe de calibration de Ce,
20000
0000 ¥ = 319,45x
70000 R=0,9903
‘gﬁﬂﬂﬂﬂ e
‘E 50000 4
§ 40000 -
£ 30000 -
20000 7 !
10000
u] T r T |
0,00 50,00 foooo 15000 200,00
Ced.introdutes mgl

Figure 63 Quantification du cérium par électrophorése capillaire Beckman. Exemple de spectres obtenes
de courbe de calibration.

9 Le calcul de la quantité d'oxydes de
124 cérium adsorbés sur le latex présente un
: maximum d’adsorption pour 1mg de

cérium par m?2 de latex, ce qui est
conforme a ce qui était attendu
théoriquement pour [l'adsorption de
nanoparticules de masse spécifique 1
mg/m2 et une suspension de latex
développant une surface de 50 mZ/L.
1 L’électrophorése est donc bien une
ceo, (mgil) méthode adaptée aux mesures de la

concentration des ions &e

CeO, (mg/m’ latex)
o o o =
EN o [s2] o
1 1 1 1

o
N}
1

o
=]

Figure 64 Isotherme d’adsorption de nanoparticulesle CeQ, sur du latex (50m?/l).
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Analyse de la floculation des bactéries par LALS

Afin de qualifier la floculation des cellules enépence de nanoparticules de ge(@s
suspensions cellulaires ont été analysées en idiffude lumiére aux petits angles (LALS).
Cette technique permet de mesurer des colloidesillies supérieures a 1 um et est donc
adaptée a la mesure de flocs de cellules.

Matériels et méthodes :

Les échantillons analysés sont obtenus de la méaméene que pour les tests de survie : 3
lavages dans I'eau ultrapure d’'une suspensionlagbudeSynechocystialiquotée en fraction
de 2 mL puis ajout de 100 pL de solutions de £8Bs sous agitation (vortex). Les mesures
sont effectuées environ 1h aprés I'ajout des natiopbes.

Résultats :

Les analyses LALS ci-dessous montrent que, poucdesentrations inférieures a 15 ppm de
CeQ, le signal mesuré est celui de

e sphéres d’environ 2 um de diamétre,
ke prs— ce qui correspond aux bactéries
ppm . .. - s
| S individualisées. En revanche, pour les
] P ) Byl concentrations supérieures ou égales a
3 | 30 ppm, le signal est celui d’agrégats

mal structurés puisque lI'on n’observe
pas de pic de corrélation entre les
bactéries. Cette expérience confirme
gque les suspensions cellulaires
s contenant plus de 30 ppm de GeO
e ., 2, floculent a petites échelles malgre leur

alA*) aspect stable a I'echelle

macroscopique.
Figure 65 Etat d'agrégation d'une culture de Synechocystisdans l'eau en présence de différentes
concentrations en Ce@ NPs apres 1h, suivi par LALS (diffusion de lumiereaux petits angles).

0,01 4

Interactions avec les NPs de rutile et maghémite

La majorité de cette étude a été consacrée a éélad nanoparticules de CeQependant des
nanoparticules de rutile (TiDet maghémite (RL©3) ont également été étudiées mais de facon
moins détaillée, nous présentons ici les expérierd® floculation, survie et microscopie
électronique réalisées sBynechocystien présence de ces nanoparticules.

Matériels et méthode :

Les cultures d&ynechocysti€D0=0,5) sont lavées 3 fois dans I'eau ultrapuris pliquotées
en fraction de 2 mL. Des suspensions de rutilequdoes de longueur moyenne 180 nm) et de
maghémite (nanoparticules de diametre moyen 26somi) ajoutées (100 puL dans 2 mL) aux
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suspensions cellulaires sous agitation. Les coret@ms finales en solution sont comprises
entre 2,75 et 176 ppm de Ti@t 4,6 et 294 ppm de 5as.
Les photographies des suspensions sont effectpées Bh d’incubation et les tests de survie
ainsi que les images de microscopie électroniqaas effectués aprés 3h d’incubation, de la
maniere décrite en matériels et méthodes pour,CeO

Résultats :
* Floculation

Les suspensions d&/nechocystidans I'eau ultrapure floculent en présence de pemicules

de rutile et maghémite a partir de, respectiveméhtppm et 73 ppm (voir photographies ci-

dessous). Cependant, contrairement aux NPs de, @@n’observe aucune stabilisation des

agrégats cellulaires pour les concentrations plymrtantes en NPs. Soit ces concentrations ne
sont pas atteintes dans l'intervalle testé, soifldaulation est provoquée par les cations

métalliques présents dans les suspensions de ntiooles. En effet, leur présence est

soupconnée a cause des colorations bleutée et éaraogservées dans les suspensions
cellulaires en présence de fortes concentrationsNBe respectivement de rutile et de

maghémite.

: ; Photo 33 - Nanoparticules d'oxyde de
A B C g D E E G T titane (rutle) en contact avec
' Synechocystis pendant moins d’une
heure dans I'eau ultrapure.
Concentrations en TiQ,: A: 176 ppm;
B:88 ppm; C:44 ppm; D: 22 ppm;
E: 11 ppm; F:55ppm; G: 2,75 ppm;
T:0 ppm.

Photo 34 - Nanoparticules d’oxyde de
fer (Maghémite, yFe,O3) en contact
avecSynechocystipendant moins d’'une
heure dans I'eau ultrapure.
Concentrations en FgO; : A: 294
ppm; B: 147 ppm; C: 73,6 ppm; D:
36,8 ppm; E: 18,4 ppm; F: 9,2 ppm;
G:4,6 ppm; T:0ppm.

* Survie

Le test de survie en présence d’oxyde de titaraplggue A) montre une survie similaire a

celle observée avec les nanoparticules d’oxyde2dearn dans I'eau (plateau a environ 20% de
survie pour les fortes concentrations en nanopaey. En revanche, la survie en présence
d’oxyde de fer (graphique B) est plus élevée qué fes deux autres types de nanoparticules
(environ 50% de survie pour les fortes concentngtien nanoparticules). Ces mortalités
peuvent étre provoquées par les nanoparticules-elEames ou bien par leur environnement
(ions métalliques dissous, acide...).
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Figure 66 Pourcentage de colonies formées par rapgoau témoin (sans NPs) d'une suspension de
Synechocystien contact avec différentes concentrations de : ATiO, NPs et B : FgO3; NPs dans l'eau

ultrapure pendant 3h.

Dans le milieu de culture MM, de la méme maniere gaur les nanoparticules de cérium, il
n'y a aucun effet flagrant des nanoparticules tené et de maghémite sur la survie de

Synechocystis

» Observations en microscopie électronique (MET)

e =5 s 3 e
B iﬁ.'i,*?':' =
3 <k S

g
a7

0550 5’.-:-.“‘"‘&_ I
i_ "”“-v*n_lﬂ“h DT T

Quelgues nanotubes de titane (photos A et B) et
nanoparticules de maghémite (photos C et D)
sont observés en contact direct ou proche de la
paroi cellulaire deSynechocystisdans I'eau
ultrapure. Les photos B et D laissent suggérer la
présence d’exopolysaccharides (EPS) sur
lesquels les nanoparticules viennent s’adsorber.
Comme dans le cas des nanoparticules d’oxyde
de cérium, les EPS jouent probablement un réle
de barriére protectrice entre la paroi cellulaire e
les nanoparticules de rutile et de maghémite.

Photo 35 - Observations MET de cellules de

Synechocystlsayant incubé pendant 3h avec des NPs de Ti(photos A et B) et des NPs de K@; (photos C

et D) dans I'eau ultrapure.

Cependant, des analyses HAADF et EDS sur ces éibbramont révelé la présence de titane a
I'intérieur des cellules. Cet élément semblant ptésent de maniere diffuse dans les cellules,
il est possible que le titane mesuré soit du tifam@sent initialement sous forme ionique dans

la suspension de NPs.
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Interaction en présence de Ce®PAA

En présence de nanoparticules de Le€couvertes de PAA (acide polyacrylique), on
n'observe aucune floculation bactérienne ni impset la survie deSynechocystisDes
observations des suspensionsSymechocystisn microscopie optique et en présence d’encre
de Chine ont permis de mettre en évidence lesaictiens particulieres dues a la charge
négative des nanoparticules.

Photo 36 -  Suspensions
cellulaires de Synechocystis
ayant incubées pendant plus
d'une heure dans l'eau
ultrapure avec A: 83 ppm de
NPs CeQ-PAA et B: la
quantité eéquivalente de PAA
(1%).

Les EPS sont mis en évidence
par la présence d'encre de
Chine.

En présence de Ce®AA, I'épaisseur de la couche d’EPS est plus ingmde (voir photo ci-
dessus) tandis qu’elle semble restreinte dansdel'cene incubation en présence de PAA. Les
NPs s’adsorbent peut-étre (par les atomes de sucfeargés positivement et non recouverts de
PAA) sur les EPS, et les charges négatives des Béwtribuent alors a la répulsion
électrostatique des colloides de I'encre de Chine.

Influence des NPs sur la respiration de Synechocy/st

Nous avons vérifié I'impact des NPs de Ge€ur la respiration et la photosynthése de
Synechocystis

Matériels et méthode :

Les cultures deSynechocystigDO=0,5) sont lavées 3 fois et resuspendues danBedu
ultrapure. La suspension cellulaire (1 mL) estddtite dans la cuve de mesure de I'oxymetre
puis 50 puL d'une suspension de nanoparticules d&.dee témoin a recu un volume d’eau
ultrapure égal au volume de solution de nanopdescajouté dans les autres cas. Le mélange
est maintenu sous agitation magnétique et soutumrumineux (3000 lux) pendant 5 min ou

2 h (suivant I'expérience). Puis 1 mL de milieu M#dt ajouté (afin de limiter la pression
osmotique) et la suspension est, a partir de ce angnmmaintenue dans I'obscurité. La
concentration en oxygene dissous en solution esurée a l'aide d’une sonde Hansatech
(HANW22).
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Résultats :

* 5 min de contact dans I'eau

CeO,- 480ppm
CeO, - 60ppm
280 CeO, - 2ppm
E CeO, - Oppm
E
c
=
=
g
b= 260
@ Figure 67 Tests de respiration d'une
§ N suspension de Synechocystis mise en
~ “&W contact avec des Ce®NPs pendant 5 min
© tight Dark dans l'eau.

240  *MMadditon La photosynthése et la respiration sont
mesurées respectivement en présence et
en absence de lumiére.

T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500

Time (s)

On ne constate aucun effet important des nanoplesisur la respiration et la photosynthése
de Synechocystiévoir graphique ci-dessus). La culture contenart g8m de nanoparticules
semble consommer plus d’oxygene mais cet effepesthablement di a I'effet « stockeur
d’oxygéne » des nanoparticules d’oxyde de cérium.

Nous en avons déduit que les 5 min de contact eameparticules et bactéries, avant I'ajout
du milieu de culture, n’étaient probablement pdfsantes.

+« 2h de contact dans 'eau

255

250 ] / CeO, addition 7:;%-244@"1
245 A \ :
240 HNO, addition
_ 235 (/M\ , \
% 230 | \
= 225 ) | Figure 68 Tests de respiration d'une
S 220 w \ suspension de Synechocystis mise en
% 215 1 ™™ \\» L Light contact avec des Ce®NPs pendant 2h
g 210 dans l'eau.
S zgi‘. \ // La photosynthése et la respiration sont
O 1o ] i mesurées respectivement en présence et
ey L - " ?n_ abse,nce de Ium|97re._ Le 'gemom a rggu
. MM addiion I'ajout d'un volume d'acide nitrique (10
Wl M) egal_ au vplurpe de solution de
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 hanoparticules ajouté.
Time (s)

Aprés 2h dincubation dans l'eau
ultrapure, il n'y a aucune différence entre la negn et la photosynthese de I'échantillon
avec nanoparticules et le témoin sans nanoparsicnés en présence d’acide nitrique.
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Deux exemples de voies métaboliques chez E. coli

1. Biosynthése de 'UDP-N-acetyl-D-glucosamine

glycolysis | mannose PTS permease

/

fructose-6-phosphate

L-gluwtamin

L-glutamat

peptidoglycan biosynthesis | lipid-A-precursor biosynthesis enterobacterial common antigen biosynthesis

L-glutamine:D-fructose-6-

=' phosphate aminotransferase: glmS

26.1.16

Transport of glucosamine

D-glucosamine-6-phosphate

54.2.10

D-glucosamine 1-phosphate

ate‘-tyl-CeA—\\
COENZYme M/

Y
M-acetyl-glucosamine-1-phosphate

uT
+
27.7.23
diphusphate—‘/
Y

UDP-Ar-acetyl-D-glucosamine

i

231157

phosphoglucosamine mutase: glmM

glucosamine-1-phosphate
+ acetyltransferase:

M-acetylglucosamine-1-
= phosphate uridyltransferase: glmU

glmU
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2. Biosynthese des lipopolysaccharides

UDP-A-acetyl-D-glucosamine (R)-3-hydroxymyristoyl-ACP
+

UDP-3-8-(3-hydroxymyristoyl)-A-acetylglucosamine

+ 0=

+

D-ribulose-5-phosphate 2, 3-bis{3-hydroxymyristoyl)-f-D-glucosaminyl 1-phosphate-4—UDP-2,3-bis(3-hydroxymyristoyliglucosamine

+1 0=
+

l : lipid & disaccharide
l lipid I¥ g
CMP-3-deoxy-D-marno-octulosonate KDO)-lipid 1¥g
KD,-lipid ¥
KDO,-lipid A

- . o — .

Lipid A-core

Lipopolysaccharide-transporting ATPase

Les représentations schématiques des voies méjabslprésentées ci-dessus proviennent du
site : http://biocyc.org/server.html.
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Annexes - Méthodes
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Spectromeétrie de masse quadripolaire a source plagiCP-MS)

Le principe de I'ICP-MS, initiales pour « Inductlyecoupled plasma mass spectrometer »,
réside dans la séparation, I'identification et leatification d’éléments en fonction de leur
charge et de leur masse.

Cette technique d’analyse est notamment trés ppiséel’analyse de traces et ultratraces dans
les roches, I'eau, les sols et les systemes biplagi.

L'ICP-MS peut étre divisée en quatre étapes : riiduction-nébulisation, lionisation, la
séparation en masse, et la détection.

L’échantillon sous forme liquide est introduit dates chambre de vaporisation, ou un
nébuliseur a argon le transforme en aérosol lig@omposé de gouttes fines de quelques
microns. Cet aérosol est ensuite envoyé dans umbetaa plasma a argon a trés hautes
températures (6 000 a 10 000 °C), qui le transfa@mplasma. Apres cette étape la plupart des
composants ont été dissociés, vaporisés, atontis@Esisss.

L’échantillon est introduit dans une chambre ouwvide différentiel dévie les ions chargés
positivement vers un systeme de lentilles éledtmptes. Les ions sont ensuite transportés
vers un filtre de masse-quadipolaire. Ce filtreaséges ions ayant un rapport masse sur charge
particulier. La sélection s’effectue en fonction ldefréquence appliquée sur le filtre. Un
détecteur d’ions détecte le nombre d’électrons gitedorsqu’un ion dévié par le filtre heurte
les dynodes du détecteur. Grace a un systemealiétaiternes et externes (solutions étalons),
le nombre de coups enregistrés permet de calqder, un isotope donné, la concentration de
I'élément analysé.

Cette technique permet d’analyser entre 20 et 8@d&mts en quelques minutes. Elle permet de
mesurer des traces de I'ordre du ppb*(#fy) avec une incertitude sur la mesure, en aealys

de routine, inférieure a 3 %.

Les limites de 'ICP-MS sont la détection d’élénsede rapport masse sur charge trés proches,
d’éléments tres légers, ou ne pouvant pas étreéempositivement.

Spectroscopie de photoélectron XPS

La spectroscopie de photoélectron (XPS : X-Ray &diettron Spectroscopy) est basée sur
I'analyse de I'énergie cinétiqgue de photoélectrénss par les atomes d’'un solide lors d’'une
irradiation par des photons X. Tout électron dasches de cceur ou de valence, dont I'énergie
de liaison est inférieure a I'énergie des photoriacidents qv ), peut étre extrait. Le spectre
des énergies de liaison des électrons de cceupésifigue d’'un atome, ce qui permet son
identification et son dosage. L'analyse XPS estamadyse élémentaire de surface, non ou trés
faiblement destructive.
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Figure 69 Diagramme énergétique de la photoémissideource : biophyresearch, analyse ESCA).

Spectroscopie d’absorption des rayons X (XAS)

La spectroscopie d’adsorption des rayons X, damdlyse XANES (X-ray absorption near-
edge spectroscopy) fait partie, permet de sondedre local autour d’'un atome d’une espéce
chimique donnée dans un matériau complexe, de ndiéter la valence de I'atome et de
connaitre la géométrie du site. Contrairementsp&ctroscopie de photoélectron qui étudie les
niveaux électroniques occupés de I'atome, la spsobpie d’absorption étudie les niveaux
électroniques inoccupés des atomes du matériau.

En effet, I'échantillon, soumis a un flux de phatoX, absorbe une partie des photons, ce qui
conduit & I'excitation ou l'ionisation d’'un électrade cceur (couches K, L, M...) de I'atome
sondé. Les spectres XANES représentent la vamiadio coefficient d’absorptionuf des
rayons X en fonction de leur énergiey() a un angle fixe. Lorsque I'énergie du photon est
supérieure a I'énergie d’ionisation de I'atome d gmission d’un photoélectron.

Si I'énergie cinétique de ce photoélectron estléaibon temps de vie est long, il est alors
diffusé par les atomes localisés a grande distasiest le régime de diffusion multiple qui
caractérise le XANES. Au contraire, lorsque I'énergnétique est élevée, I'électron est éjecté
ce qui crée des phénomenes d’interférence, c’ekirfeine de I'EXAFS.

Figure 70 — Diffusion multiple d’'un photoélectron mar les atomes des premiéeres sphéres de coordination
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Mobilité électrophorétique

Les colloides, lorsqu’ils sont en suspension damdluide, possedent une charge nette de
surface qui affecte la distribution des ions aténface solide-liquide. En effet, si les colloides
sont chargés négativement cela favorise la présdimes du solvant chargés positivement
(appelés contre-ions) dans un voisinage prochedlloide. Ces ions forment une couche
compacte fortement liée a la surface du colloideeki® couche de Stern dans laquelle on
distingue, dans certains modeéles, deux sous-cou@tebnholtz). Cette premiére couche
fortement liée a la surface a une épaisseur dejgeglmolécules de solvant seulement et est
limitée par le plan de cisaillement. La présencend charge globale dans cette premiére
couche génére un profil ionique (couche diffusajsda solution, dont la portée est définie par
la longueur de Debye (qui décroit avec la forcegoa). Les ions et molécules de cette couche
ne sont pas liés a la particule mais subisseris&llement di & son déplacement. Le potentiel
électrostatique au plan de cisaillement (séparatauthe de Stern couche diffuse) est appelé
potentiel zétad). Il est mesuré lors d’expérience de mobilité gghorétique. Dans le cas des
surfaces dures, il correspond au potentiel d’erdegka couche diffuse.

;

g

Potentiel {

Particule +
chargée
positivement

‘ Milieu de dispersion

1 longueur de Debye

Flan de cisaillement |

Figure 71 — Représentation de I'évolution du poteil électrique d’une particule chargée en fonctiome la
distance a la surface.

bY

Le potentiel zéta est calculé a partir de la mtbiklectrophorétique des colloides par
'équation de Henry.

2&¢ f(kr)
Ug = —3!7
avec ¢ potentiel zéta
Ue mobilité électrophorétique
e constante diélectrique
n viscosité
f(kr) fonction de Henry
k parameétre de Debye Huckel
r rayon de la particule

L’approximation de Smoluchowskki>>1) est généralement appliquée pour des colloides
supérieurs a 0,2 um, dans des solutions aqueusefrde ionique modérée. Celle-ci
approxime la fonction de Henry a 1,5.
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Utilisation du bleu Alcian en microscopie

he, o Le bleu alcian est un colorant cationique qui sephr
AN interactions  électrostatiques aux macromolécules
chargées négativement. Ce cation tétravalent
(phtalocyanine contenant du cuivre) colore en Isu
=k = mucopolysaccharides et les glycoaminoglycanes i(auss
™ v@ié ..... /ij@\/ 7= appelee coloration Van Gieson). Il permet égalerdent
=T N T rigidifier ces structures fragiles et de les renghes
o oL denses aux électrons afin de les rendre observphtes
les méthodes de microscopie électronique.

mo—t{ o Figure 72 Formule semi-développée du bleu alcian.

Séchage au C@supercritique

Le séchage au COsupercritique a été utilisé lors de la préparatites échantillons de
bactéries visualisés en MEB. C’est une méthodeesgusilisée pour sécher un gel ou un objet
biologique délicat sans changer sa structure. Sandgintérét est qu’il permet de retirer le
solvant de I'échantillon tout en évitant I'appaoiti des forces capillaires. En effet, celles-ci
provoqueraient irrémédiablement une contractigversible des polymeres.
Le principe du séchage supercritique repose suvanation de pression et de température du
liquide afin de 'amener dans son domaine supé&gaet puis de contourner le point critique
pour transformer le fluide directement en vapeur.
La premiéere étape du séchage supercritigue compreréthange de solvants. Le solvant de
I’échantillon (ici I'eau) est échangé avec un sotuaiscible au C@(par exemple I'acétone ou
I'isopropanol). Puis ce solvant est
; extrait par du C@liquide. Une fois
P tPe) ; que cette étape a été complétée
Solide (C'est-a-dire  que le mélange
Hauide isopropanol-C@dans I'échantillon a
été remplacé par du GQour), il
s’'agit d’évacuer le CO par des
s variations de température et
e pression. La difficulté est de
Vapeur conserver un systeme monophasique
(en contournant le point
supercritique) afin d’éviter
. I'apparition d’interfaces
Te €9 (solide/liqguide ou liquide/gaz) a
I'origine de phénomeénes capillaires.

Pe|

Figure 73 Diagramme de phase typique présentant léois phases (solide, liquide, vapeur) d'un
composé ainsi que le point triple (T : coexistenades trois phases) et le point supercritique (C : au
dela duquel le fluide posséde les caractéristiquési liquide et du gaz.
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Test de survie — Dépots en gouttes sur substrateol

Les tests de survie en gouttes permettent d’obtapidement un ordre de grandeur de la
mortalité bactérienne provoquée par un toxique.

Un aliquot de culture de chacune des condition®édssest placé dans la premiére colonne
d’'une plaque multipuits (Figure 74). Les culturesitsensuite diluées de proche en proche a
I'aide d’'une pipette multicanaux de maniere a oiotan facteur de dilution identique entre
chaque série de colonnes (exemple : le puits A@restdilution par 10 du puits A5, et le puits
B6 est une dilution par 10 du puits B5). Lorsquétés les dilutions désirées ont été effectuées,
guelques microlitres de chaque série sont dépasissferme de gouttes espacées sur une boite
de Pétri contenant du milieu de culture gélosé ditmm stérile : hotte a flux laminaire). Une
série de dilutions de la condition « témoin » epatée sur chaque boite pour permettre une
comparaison. Les boites sont ensuite placées léamsincubateur puis lues lorsque les
colonies sont suffisamment importantes pour étsgoMs sur chaque goutte. Les boites se
lisent de facon qualitative par comparaison de dacentration apparente d’'une série par

rapport a une autre.
3 Depdt des séries de
dilutions en gouttes de

10 WL sur bofte de Pétri
contenant du milieu de
2 Dilutions successives & la culture gelosé.
pipette multicanaux de 10 en
10 {10 JL dans 90 L) par
colonne

1. Prélévement de
100 Wl de chaque
condition testée
[remplissage de la
18 colonne de la
plaque 96 puits)

{ea!
()

@

Q

(@)
D000000=
COO00O0O0 0y
8060066 6.
CO000000H
9 0i0/0 00 0.
CO0OOO00-
QOO0 000
CO0000000
COO00O00

c@C0O00
@000

4 Lecture des
boltes aprés
incubation

Figure 74 lllustration simplifiée du principe du test de survie en gouttes.

Dans I'exemple de Tl'illustration, la série C montnee mortalité identique a celle de la série T
(témoin), tandis que les séries A et B montremeetvement des mortalités 100 fois et 10 fois
plus importantes que celle de la série témoin.fkat, déa derniere dilution de la série T contient
environ la méme densité de colonies de bactéried’guant derniere dilution de la série B et
gue I'avant-avant derniere dilution de la série A.

Ce test ne permet pas de connaitre exactementutegmage de bactéries vivantes ou mortes

mais il donne des indications sur la mortalité efspnce d’un toxique et permet de prévoir les
dilutions a effectuer lors d’un test de survie plésaillé (voir test CFU).
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Test de survie - Comptage des colonies apres gt sur substrat
solide (CFU)

Le principe du test de survie par dénombrementalienes repose sur le fait qu’une unique
bactérie donne lieu a une colonie. Les bactériesoné dénombrables que par approximation
statistique au cours d’observations microscopiques, revanche les colonies sont elles
discernables a ceil nu. A partir du nombre de ceobtenu il est donc possible d’en déduire
le nombre de bactéries initialement étalées sboite de Pétri. Ce test est appelé « CFU test »
pour « Colony Forming Units test».

Comme pour le test en gouttes, le test CFU repasdes dilutions successives de la culture
dans le milieu utilisé pour le test. La différenéside dans le fait que les dilutions ne se font
pas en série dans des plaques 96 puits mais unm@alans des tubes en plastique (Figure 75)
et qu’une boite de Pétri ne contient qu’une seillgioh. Une goutte de la dilution désirée est
étalée sur le milieu gélosé de facon a obteniradésnies bien individualisées. Les dilutions
sont calculées et réalisées de maniére a obtevinoanl00 & 150 colonies par boites pour une
bonne représentation statistique. En général, séesedeux ou trois dernieres dilutions sont
étalées sur boite de Pétri. Chaque concentraticimdgue testée correspond donc a 6 ou 9
boites étalées. Les tests CFU sont donc beaucaspqgrigs et lourds a realiser que les tests en
gouttes mais ils permettent d’obtenir des résutjaemtitatifs précis sur la survie.

1. Dilutions successives de la culture de 10 \

en 10, (100 uL de culture dans 900 L d'eau)

2. Homogénéisation par vortex et

etalement sur boltes de petri contenant
m dumilieu de culture gelose { reproduit
entre 3 et 6 fois)

3 Denambrement du nombre
de colonies obtenues par
bofte (entre 100-150 pour le
témoin) aprés 24h (£ coli) ou
une semaine d'incubation
(Synechocyslis).

Figure 75 lllustration simplifiée du principe du test CFU.
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Annexes

Test d'intégrité membranaire - LIVE/DEAD

Le test LIVE/DEAD® d'Invitrogen permet de déterminer lintégrité mewntmire d’une
population de bactéries et d’en déduire le pousggnide bactéries vivantes par rapport aux
bactéries mortes.

Il est basé sur l'utilisation de deux marqueurdibscents : le SYTO 9, colorant des acides
nucléiques, fluorescant dans le vert (500 nm)ietllire de propidium, également colorant des
acides nucléiques mais fluorescant dans le roug® Bn). lls sont tous deux excités a une
longueur d’'onde de 485 nm. Lorsque le SYTO 9 ediséitseul, il pénétre dans toutes les
bactéries (avec une membrane endommagée ou non).

L’iodure de propidium ne pénétre que dans les biastéont la membrane est endommageée.
Lorsque les deux colorants sont présents dans @neenaulture, il y a compétition cinétique
entre les deux colorants pour pénétrer dans léslelet atteindre les sites ou ils peuvent se
lier aux acides nucléiques ; en conséquence, figite de fluorescence du SYTO 9 décroit en
présence d’iodure de propidium.

Le rapport d’'intensités de fluorescence des delnraots permet d’en déduire le pourcentage
de cellules vivantes dans I'échantillon.

Le kit LIVE/DEAD® L7007 est composé de deux mélanges (A et B) degjuears
fluorescents (SYTO 9 et iodure de propidium) afenpbrmettre la préparation d'un meélange
LIVE/DEAD aux proportions adaptables aux conditioleschaque test.

Composé A : SYTO 9 (1,67 mM) et iodure de propidi{dn®7 mM) dans le DMSO
Composé B : SYTO 9 (1,67 mM) et iodure de propid{@®,3 mM) dans le DMSO

Les avantages du LIVE/DEADsont :

o La simplicité d'utilisation car il ne nécessite pae seéries de dilution
importantes comme pour les tests sur boites,

0 Le résultat est obtenu le jour méme du test,

il 'y a pas de décalage de temps d’incubatioreectiaque condition,

o L’obtention d'une information sur les cellules vas et mortes et non

uniquement sur leur capacité a se reproduiredsfstde survie sur boites)

Son insensibilité a la floculation des bactéries

o et il permet l'utilisation de plagues multipuits ddnc de tester de nombreuses
conditions différentes le méme jour.

(@)

(@)

Les inconvénients du LIVE/DEADsont :

0 une interaction potentielle avec le milieu de adtat nécessite donc une étape
de lavage des cultures avant d’introduire les ewits,

o les marqueurs utilisés étant des intercalants ABN, il faut prendre des
précautions pour les manipuler,

o et comme tout test fluorescent il y a possibiliténtdraction avec les
nanoparticules.
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Interactions physicochimiques et biologiques entredes nanoparticules
manufacturées et des bactéries de I'environnement.

Grace a leurs propriétés particulieres dues afetite taille, les nanomatériaux (dimension <
100 nm) sont utilisés dans de nombreuses appliatioand public (cosmétique, matériaux
nanostructurés,...). Cependant, leur présence gsamdés inquiéte car leur impact potentiel
sur les humains et I'environnement reste mal corDette étude est consacrée a une
compréhension approfondie des interactions phykiodques et biologiques entre deux
modeles cellulaires présents dans I'environnem8ghechocystiécyanobactérie contribuant
au maintien de la biosphére)Etcherichia coli(bactérie des intestins des mammiferes) avec
des nanoparticules d’'oxyde de cérium (abondancecemementale croissante, ex : additif au
diesel).

La complexité de [I'étude des nanoparticules némessine approche difféerente
(multidisciplinaire) de celle des tests de toxiaitilisés pour les composés classiques. En
effet, nous montrons que les paramétres physicoghan (stabilité, agrégation, dissolution et
état de surface) des nanoparticules dans le mikecontact, influencent fortement la toxicité
observée sur les cellules. De plus, les interasthysicochimiques (floculation, adsorption,
mécanismes redox) sont liées au modeéle biologiqem, particulier a la présence
d’exopolysaccharides (ch&ynechocystijscomme barriere naturelle entre la paroi cellelair
et les nanoparticules. La composition du miliewdgersion des nanoparticules (notamment
son pH) a aussi une influence majeure sur la tiéx{survie et intégrité membranaire). Tandis
que pourE. coli ce sont majoritairement les nanoparticules qovequent la mortalité
(confirmé par analyses métabonomiques par RMN).

Physicochemical and biological interactions betweenmanufactured
nanoparticles and environmental bacteria.

Thanks to their particular properties due to ts&e, the nanomaterials (dimension < 100 nm)
are widely used in many industrial applications ilfdacare products, nanostructured
materials...). However, their growing use frighterecduse of their uncertain impact on
humans and environment. This study is dedicatedataleep understanding of the
physicochemical and biological interactions betwesvo cellular models from the
environment:Synechocystigcyanobacteria essential for the biosphere) Escherichia coli
(bacteria of mammalian intestines) with cerium exichnoparticles (ex: diesel additive).

The complexity of the study of nanoparticles regsiia different approach (multidisciplinary)
from those of toxicity tests of classic compoundsdeed, we showed that the
physicochemical parameters (stability, aggregataissolution and surface chemistry) of
nanoparticles in the contact medium, strongly rfice the toxicity. Furthermore, the
physicochemical interactions (flocculation, adsmmt redox mechanisms) are linked to the
biological model and especially the presence ofpeksaccharides (foSynechocystjsas
natural barrier between the cell wall and the nantigdes. Moreover, the composition of the
nanoparticles dispersion medium (particularly th® pas a major influence on the toxicity
(survival and membrane integrity), whereasHEorcoli, the nanoparticles are the main culprits
for the mortality (confirmed by metabonomic studiegs NMR).
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