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Cette� étude� s’inscrit� dans� un� contexte� particulier� où� la� France� fait� encore� le� bilan� de� ses�

victimes� liées� à� l’amiante� et� où� elle� s’interroge� sur� le� tout� nouveau� secteur� en� voie�

d’expansion�des�nanoparticules.�Les�autorités�de�lutte�pour�la�santé�et�l’environnement,�face�à�

la� pression� médiatique� (Revue� n°�90� Biofutur,� 2008),� ne� souhaitent� pas� que� de� nouveaux�

drames�se�reproduisent.�Il�en�résulte,�partout�en�Europe,�un�durcissement�de�la�législation�avec�

des� normes� restrictives� de� plus� en� plus� contraignantes� pour� les� industriels� (REACH*).� Il�

semble�donc�urgent�et�indispensable,�dans�le�cadre�de�mesures�préventives,�de�s’intéresser�à�la�

toxicité� des� particules� que� l’on� produit,� afin� d’en� maîtriser� le� risque� éventuel� et� agir� en�

conséquence�pour�supprimer�le�danger.�

Cette�étude�portera�sur�les�poudres�de�carbure�de�silicium�(SiC)�utilisées�dans�l’industrie�pour�

leurs�propriétés�exceptionnelles.�Destinées�aux�applications�des�réfractaires,�abrasifs�et�filtres�

à�particules,�ces�poudres�sont�produites�industriellement�par�le�procédé�Acheson.�Au�cours�des�

différentes�étapes�de�ce�procédé,�des�particules�peuvent�être�générées�dans�l’environnement�de�

travail,�inhalées�et�constituer�un�risque�pour�la�santé,�évoqué�par�Winslow�dés�1919�(Winslow�

et�al.,�1919).�Malgré�de�nombreuses�tentatives�pour�réformer�et�pallier�les�inconvénients�de�ce�

procédé�empirique,�il�fonctionne�toujours�comme�au�début�du�XXéme�siècle�et�demeure�l’outil�

de�production�le�plus�utilisé�pour�la�synthèse�de�poudres�microniques�de�SiC.�

En� outre,� � pour� tenir� compte� de� l’évolution� du� contexte� et� anticiper� sur� les� enjeux� à� venir,�

nous� élargirons� notre� étude� au� champ�des� nanoparticules� en� y� incluant� des� poudres� de�SiC�

synthétisées�par�pyrolyse�laser�et�par�voie�sol�gel.�

�

�������������������������������������������������
*�REACH�:�nouveau�règlement�sur�l’enregistrement,�l’évaluation,�l’autorisation�et�les�restrictions�des�substances�

chimiques.�En�vigueur�depuis�le�1er�juin�2007,�REACH�a�pour�objectifs�de�mieux�protéger�la�santé�humaine�et�

l’environnement�contre�les�risques�dus�aux�produits�chimiques�et�confère�à�l’industrie�la�responsabilité�d’évaluer�

et�gérer�ces�risques�et�de�fournir�des�informations�de�sécurité�adéquates�à�leurs�utilisateurs.�
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Afin�d’aborder�l’étude�de�l’activité�biologique�des�poudres,�on�se�propose�de�faire�un�rappel�

de�certaines�notions�relatives�aux�particules�et�aux�risques�liés�à�leur�utilisation.�Par�soucis�de�

clarté� pour� la� suite� et� afin� d’éviter� les� confusions,� nous� entamons� ce� chapitre� par� quelques�

définitions.�

�

1. Notions de Risque, Danger et Exposition 

Evaluer�un�risque�a�pour�objectif�d’empêcher�des�effets�nocifs�pour�la�santé.�Par�effet�nocif,�

nous� devons� entendre� «�tout� changement� dans� les� fonctions� de� l'organisme� ou� dans� les�

structures�des�cellules�susceptible�d'entraîner�une�maladie�ou�des�problèmes�de�santé�».�Ces�

effets� comprennent� entre� autres� les� maladies,� les� changements� dans� le� fonctionnement,� la�

croissance�ou�le�développement�de�l'organisme,�etc.�

De�manière�générale,�l’évaluation�de�risques�sanitaires�passe�par�l’identification�des�dangers�

et�par�la�caractérisation�des�expositions�humaines.�Risque,�Danger�et�Exposition�sont�alors�liés�

par�la�relation�suivante�:�

�

ExpositionDangerRisque ×= �

�

En�milieu�professionnel,�le�risque�est�défini�comme�«�la�probabilité�qu'une�personne�subisse�

un�préjudice�ou�des�effets�nocifs�pour�sa�santé�en�cas�d'exposition�à�un�danger�».�Les�risques�

sont�exprimés�sous�forme�d'éventualité�ou�de�probabilité�d'une�maladie�ou�d'une�blessure.��

Le�sens�du�mot�«�danger�»�demeure�ambigu�du�fait�que�longtemps�les�dictionnaires�classiques�

en�donnaient�une�définition�peu�précise.�Néanmoins,�on�admet�que�le�danger�correspond�«�à�

toute�source�potentielle�de�dommage,�de�préjudice�ou�d'effet�nocif�à� l'égard�d'une�chose�ou�

d'une� personne� dans� certaines� conditions� en� milieu� professionnel� ».� Cette� définition� est�

aujourd’hui�la�plus�courante�dans�le�contexte�de�la�santé�et�de�la�sécurité�au�travail.�

«�L’exposition�»� n’est� pas� explicitement� définie� mais� reste� la� notion� la� plus� simple� à�

comprendre� et� qui� correspond� à� la� mise� en� relation� avec� la� source� de� danger� (aérosols�

particulaires,� polluants,� etc.).� Elle� dépend� donc� de� plusieurs� paramètres� dont� la� voie,� la�

fréquence�et�le�degré�d'exposition.�

�

En� conclusion,� pour� supprimer� le� risque,� il� nous� faut� agir� sur� le� danger� et/ou� l’exposition.�

Dans� cette� étude,� la� source� de� danger� sera� constituée� par� les� particules� en� suspension� dans�

l’environnement�de�travail�auxquelles�l’homme�est�exposé.�
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2. Source de danger : les particules 

La�présence�de�particules� en� suspension�présente�une� source�potentielle� de�danger�pour� les�

individus�qui�y�sont�exposés.�Aujourd’hui,�la�terminologie�employée�dans�ce�domaine,�riche�

et� diversifiée,� résulte� de� nombreuses� années� de� travail� et� de� la� collaboration� de� corps� de�

métier�très�différents�:�hygiénistes,�toxicologues,�médecins,�physico�chimistes,�politiques,�etc.�

Visant�au�départ�à�établir�une�base�commune�de�discussion,�elle�tend�à�submerger�le�lecteur�

sous�une�foule�de�détails.�Ainsi,�nous�nous�efforcerons,�dans�cette�étude,�d’utiliser�des�termes�

simples�visant�à�alléger�le�discours�et�faciliter�la�compréhension�du�sujet.�

�

2.1. Les particules 

Une�particule�est�un�«�objet�de�taille�infime�»�voire�un�«�élément�solide�individualisé�dans�une�

poudre�et�qui�ne�peut�être�subdivisé�facilement�par�les�procédés�usuels�connus�».�Les�autorités�

en� charge� de� la� lutte� pour� la� santé� et� l’environnement,� emploient� le� terme� générique�

"particules"�pour�désigner�des�polluants�présents�en�suspension�dans�l’air.�

D’origine�naturelle�(érosion,�éruption�volcanique,�etc.)�ou�anthropique*� (activité� industrielle,�

circulation� automobile),� les� particules� sont� classées� selon� leur� diamètre� qui� conditionne�

principalement�le�site�du�dépôt�dans�les�voies�respiratoires�et�par�conséquent�les�effets�sur�la�

santé.� Longtemps,� ces� effets� furent� considérés� comme� affectant� essentiellement� le� système�

respiratoire� (bronchites,� emphysèmes*,� etc.).� Aujourd’hui,� la� prise� en� compte� du� risque�

spécifique� lié� aux� nanoparticules� conduit� à� considérer� également� la� possibilité� de� troubles�

cardiovasculaires,�neurologiques�et�reproductifs.�

Historiquement,�le�cas�de�l’amiante,�très�médiatisé,�marque�une�réelle�prise�de�conscience�des�

risques�encourus�en�milieux�professionnels.�Ce�cas�a�permis�de�sensibiliser�l’opinion�publique�

aux� risques� pouvant� provenir� des� aérosols� particulaires.� Ainsi,� en� France,� plus� de� 35� 000�

personnes�en�sont�mortes�et� entre�50�000�et�100�000�décès� sont�encore� attendus�d'ici�2025.�

Selon� l'Organisation� Internationale� du� Travail,� 100�000� personnes� meurent� chaque� année,�

dans�le�monde,�du�fait�de�l'amiante.�

�

�������������������������������������������������
*�Anthropique�:�lié�à�l’activité�humaine.�
*�Emphysème�:�maladie�des�alvéoles�pulmonaires�caractérisée�par�un�gonflement�des�alvéoles�lié�à�la�présence�

d’air� en� surpression.� Cette� pression� excessive� (provoquée� par� une� obstruction� partielle� des� bronches� gênant�

l’expiration)�peut�provoquer�la�rupture�des�alvéoles�pulmonaires.�
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2.2. Les aérosols particulaires 

D’une�façon�générale�un�aérosol�est�défini�comme�étant�une�suspension�de�particules�liquides�

ou/et� solides� dans� un� gaz� et� ayant� une� vitesse� de� chute� négligeable.� Certains� exemples�

d’aérosols�sont�illustrés�sur�la�Figure�1.�Parfois,�l’utilisation�des�termes�poussières�et�fumées�

sont�employés�par�certains�auteurs�pour�désigner�des�aérosols�constitués�de�particules�solides�

générées� respectivement� par� des� traitements� mécaniques� (concassage,� broyage� de� poudres,�

etc.)�et�par�la�condensation�de�vapeurs�ou�produits�issus�de�la�combustion�de�gaz.�Les�tailles�

de� ces� particules� sont� relativement� grossières� pour� les� poussières� (jusqu’à� 75�_m)� et�

submicroniques� pour� les� fumées� (Hinds,� 1999).� D’autres� font� appel� à� la� métrologie� des�

particules� en� suspension,� notées�PM� (Particulate�Matter).� On� distingue� alors� les� PM10,� les�

PM2,5� (particules� fines)� et� les�PM0,1� (particules�ultrafines�=�PUF�ou�encore�nanoparticules).�

Ces� particules� possèdent� respectivement� un� diamètre� aérodynamique*� inférieur� à� 10,� 2,5� et�

0,1�_m.�

�

Il�apparaît�d’après� la�Figure�1,�que� l’homme�a� toujours�été�exposé�à�des�aérosols� liés�à�son�

environnement� et� son� écosystème� (phénomènes� météorologiques,� flore,� etc.).� Plus� tard,�

l’industrialisation�de�la�société�a�produit�de�nouvelles�sources�d’expositions�caractérisées�par�

la�génération�de�particules�de�taille�toujours�plus�petite.�Les�effets�sur�la�santé�des�particules�

inhalées�en�suspension�dépendent�de�divers�facteurs�physico�chimiques.�Parmi�eux,�l’un�des�

plus� importants,� avec� la� concentration� dans� l’air,� est� la� taille� des� particules.� Ce� paramètre�

détermine�le�site�de�dépôt�dans�les�voies�respiratoires�et�au�delà,�conditionne�la�façon�dont�les�

particules�interagissent�avec�le�système�biologique.�

�

Dans� ce� contexte� de� perpétuelle� innovation� technologique,� l’homme� est� exposé� à� des�

particules� de� taille� toujours� plus� petite.� On� comprend� alors� pourquoi,� à� titre� préventif,� il�

devient�essentiel�d’en�évaluer�le�risque.�Pour�ce�faire,�il�faut�comprendre�comment�se�déroule�

l’exposition�de�l’homme�à�ces�particules�afin�de�pouvoir�établir�une�méthodologie�de�travail�

permettant�d’évaluer�l’activité�biologique�de�ces�particules.�

�

�������������������������������������������������
*�Diamètre� aérodynamique�:� diamètre�d’une�particule� sphérique�virtuelle� de�densité� 1� g/cm3

�
et� ayant� la�même�

vitesse�de�sédimentation�que�la�particule�réelle.�
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Figure�1�:�Quelques�exemples�d’aérosols�et�de�leur�grandeur�caractéristique
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3. Exposition aux particules 

Deux�cas�de�figure�peuvent�se�présenter�:�soit�les�particules�en�suspension�sont�arrêtées�par�la�

barrière� naturelle� que� constitue� la� peau,� soit� elles� pénètrent� dans� l’organisme� où� elles�

constituent�alors�un�danger.�Bien�qu’il�existe�différentes�voies�d’exposition,�la�principale�reste�

l’inhalation.� Un� état� des� lieux� des� études� relatives� au� devenir� et� au� comportement� des�

particules� inhalées� (pénétration,� dépôt,� etc.)� en� fonction� de� leur� taille� sera� réalisé.� Cette�

démarche,�nous�permettra�de�justifier�le�choix�des�fractions�granulométriques�à�considérer�et�

du�système�biologique�de�l’étude�(appareil�respiratoire,�cellules,�etc.).�

�

3.1. Principales voies d’exposition aux particules 

Les�particules�peuvent�pénétrer�dans�l’organisme�par�différentes�voies�(Witschger,�2007).�On�

distingue�la�pénétration�par�:�

��Inhalation�:�voie�principale�d’exposition�par� le�nez�et/ou�par� la�bouche,�elle�constitue�une�

véritable�porte�d’entrée�des�polluants�de�l’air�dans�l’organisme.�

��Ingestion�:�pénétration�par�les�voies�digestives�de�particules�via�les�aliments�et�l’eau.�Cette�

présence� des� particules� dans� la� chaîne� alimentaire� (pollution� des� sols,� additifs� alimentaires,�

etc.)�s’accentue�pour�les�particules�de�petite�taille�(PM2,5�et�PM0,1).��

�� Voie� cutanée� :� pénétration� des� particules� par� l’épiderme.� Spécifique� par� essence� aux�

particules�ultrafines,� les� faibles�données�publiées�ne�concernent�que�des�nanoparticules�avec�

des�résultats�qui�semblent�contradictoires.�

��Voie�du�cerveau�:� le�passage�vers�le�cerveau�peut�se�produire�soit�par�voie�nerveuse�(nerfs�

afférents,�olfactifs)�soit�par�voie�sanguine�(barrière�hémato�encéphalique).�

�

En� l’état� actuel� des� connaissances,� la� voie� de� pénétration� principale� des� particules� dans�

l’organisme� reste� les� voies� respiratoires.� Pour� notre� étude,� nous� nous� intéresserons� donc�

principalement�à�l’activité�biologique�de�particules�inhalées.�

�

�

3.2. Inhalation des particules 

Les�particules� inhalées�pénètrent�dans�le�système�respiratoire� (Figure�2)�par� la�bouche�et/ou�

par� le� nez.� Pour� en� simplifier� l’approche,� le� système� respiratoire� a� été� décomposé� en� trois�
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régions�:� la� région� extra�thoracique� qui� comprend� les� voies� aériennes� supérieures� jusqu’au�

larynx,�la�région�trachéo�bronchique�(trachée�et�bronches)�et�la�région�alvéolaire�(bronchioles�

terminales�et�alvéoles).�

�

Fosses 
nasales

Cavité
buccale

Voies 
aériennes 

supérieures

Trachée

Cage thoracique Bronchioles

Bronches

Larynx

Alvéoles 
pulmonaires

Poumon

Pharynx

�
Figure�2�:�Schéma�de�l’appareil�respiratoire�humain�

�

Après� leur� inhalation,� les� particules� sont� véhiculées� vers� les� différents� organes� du� système�

respiratoire,� en� suivant� les� lignes� du� champ� de� vitesse� dues� aux�mouvements� de� l’air.� Les�

mécanismes� de� pénétration� et� le� site� de� dépôt� des� particules� dans� les� différentes� régions�

pulmonaires� sont� influencés� principalement� par� leurs� caractéristiques� (taille,� morphologie,�

etc.).�

3.2.1. �Mécanismes�de�dépôt�dans�les�voies�respiratoires�

Les�particules� inhalées�peuvent� soit� être�exhalées�et� rejetées�vers� le�milieu�extérieur� soit� se�

déposer�dans�les�différentes�régions�par�actions�combinées�de�cinq�mécanismes�:�

��La�sédimentation�:�action�de�la�gravité�sur�les�particules.�Son�effet�augmente�avec�la�taille,�la�

densité�et�la�durée�de�résidence�de�la�particule�dans�les�voies�respiratoires.�

�� L’impaction�:� liée� aux� brusques� changements� de� direction� des� trajectoires� des� particules�

provoqués�par�les�caractéristiques�des�voies�respiratoires�(géométrie,�vitesses�de�l’air).�
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��L’interception�:�une�particule�est�interceptée�lorsqu'un�élément�de�sa�surface�touche�la�paroi�

humide�des�voies�aériennes.�Ce�mécanisme�peut�être�significatif�pour�des�particules�de�formes�

allongées�telles�que�les�fibres�et�beaucoup�moins�pour�les�particules�sphériques.�

��La�diffusion�:�mouvement�aléatoire�des�particules�provoqué�par�les�chocs�des�molécules�de�

l’air�sur�la�particule.�Ce�mécanisme�est�prédominant�pour�les�particules�de�taille�inférieure�à�

500�nm.�

��Les�effets�électrostatiques�:�il�s’agit�du�dépôt�de�particules�électriquement�chargées�soit�par�

attraction� vers� la� surface� ou� soit� par� répulsion�mutuelle� entre� particules� chargées� de� façon�

unipolaire�et�présentes�en�grand�nombre.�Ce�mécanisme�de�dépôt�peut�devenir�très�significatif�

pour�les�nanoparticules�(Cohen�et�al.,�1995).�

Ainsi,� l’ensemble� de� ces� mécanismes� conditionne� le� dépôt� des� particules� dans� les� voies�

respiratoires.�En�général,� compte� tenu�de� la�nature�des�parois� sur� lesquelles� se�déposent� les�

particules�et�des�conditions�aérauliques�à�l’intérieur�des�voies�respiratoires�(humidité,�mucus,�

température,� etc.),� les� particules� déposées� ne� sont� pas� remises� en� suspension� pour� être�

exhalées�ou�redéposées�sur�un�autre�site.�

�

3.2.2. Pénétration�et�dépôt�des�particules�dans�les�voies�respiratoires�

Parmi�les�sources�disponibles,�nous�nous�limiterons�à�la�présentation�de�2�modèles,�celui�de�la�

Commission�Internationale�de�Protection�Radiologique�et�celui�relatif�à�l’échantillonnage�des�

aérosols� en�milieu� professionnel.� Ces� conventions� illustrent� les� relations� entre� la� taille� des�

particules�et�leur�interaction�avec�le�système�respiratoire�(pénétration,�site�de�dépôt).�

�

Le�modèle�de�la�Commission�Internationale�de�Protection�Radiologique�(CIPR,�1994)�

Le� modèle� de� la� Commission� Internationale� de� Protection� Radiologique� (CIPR,� 1994)�

correspond�au�calcul�de�la�dose�interne�résultant�de�l’inhalation�de�radionucléides�sous�forme�

d’aérosols.�Complet�et�internationalement�reconnu,�ce�modèle�décrit�la�probabilité�de�dépôt�de�

particules�dans�les�différentes�parties�de�l’appareil�respiratoire�en�fonction�de�leur�taille�et�du�

mode�de�respiration�(oral�ou�nasal)�(Figure�3).�

�
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Figure�3�:�Dépôts�total�et�régional�des�particules�en�fonction�de�leur�diamètre�(CIPR,�1994)�

�

L’exploitation� directe� de� ces� courbes� permet� de� dégager� plusieurs� points� en� fonction� du�

diamètre�des�particules�(noté�D)�:�

:�D�≥�10�<m�:�les�particules�sont�prépondérantes�dans�les�régions�extra�thoraciques�et�trachéo�

bronchique� où� elles� sont� éliminées� plus� facilement� par� les� voies� des�muqueuses*� (drainage�

muco:ciliaire).�

:�D�≤�10�<m�:� les� particules� pénètrent� plus� profondément� dans� le� système� respiratoire� et� se�

déposent�également�dans�les�alvéoles�pulmonaires�et�dans�la�région�trachéo�bronchique.�

:�D�≤�1�<m�:� (i)� la�présence�d’un�dépôt� total�minimum�(≈�20%)�pour� les�particules�de� taille�

voisine� de� 300�nm.� Ces� dernières� sont� trop� petites� pour� que� les� mécanismes� de� dépôt� par�

sédimentation�ou�par� impaction�aient�un�effet,� et� trop�grosses�pour�qu’elles�se�déposent�par�

diffusion.�Il�en�résulte�que�80�%�des�particules�inhalées�sont�rejetées�dans�l’air�expiré.�(ii)�un�

�������������������������������������������������
*� Voie� des� muqueuses�:� la� muqueuse� (intérieur� des� voies� respiratoires)� sécrète� une� substance� visqueuse�

constituée�principalement�d’eau�(95%)�:�le�mucus.�Recouvrant�la�muqueuse,�ce�dernier�à�la�propriété�d’engluer�

les�particules�inhalées�qui�s’y�déposent.�De�plus,�des�cellules�portant�des�cils�vibratiles�microscopiques�bordent�

la�muqueuse.�Le�battement�de�ces�cils�par�ondes�successives�des�alvéoles�vers� le� larynx�constitue�un�véritable�

tapis� roulant� (muco�ciliaire)� qui�entraîne� les�particules�ayant�pénétrées� les�voies� respiratoires�vers� le� larynx�et�

l’œsophage.�Ces�dernières�sont�éliminées�par�la�déglutition�et�les�crachats�(durée�de�l'opération�:�24�à�48�h).�
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dépôt� alvéolaire�maximum� (≈�50�%)� pour� les� particules� de� taille� proche� de� 20�nm.� (iii)� un�

dépôt�uniforme�dans�les�trois�parties�de�l’appareil�respiratoire�pour�les�particules�de�5�6�nm.�

�

Conventions�pour�les�aérosols�particulaires�(NF�EN�481,�1993)�

En�ce�qui�concerne�les�aérosols,�certaines�méthodes�se�sont�attachées�à�évaluer�l’exposition�en�

milieu� professionnel.� L'échantillonnage� d'un� aérosol� permet� de� collecter� les� particules� en�

suspension� dans� l’air� pour� les� caractériser� (nature,� concentration,� taille,� évolution� dans� le�

temps)�et�permettre�l’évaluation�de�l'exposition�d’individus�à�des�substances�dangereuses.�

Cette� approche� repose� sur� le� concept� de� probabilité� de� pénétration� des� particules� dans� les�

voies� respiratoires� (Vincent,�1995).�Dans�ce�cadre,� l’American�Conference�of�Governmental�

Industrial� Hygienists� (ACGIH)� a� défini� des� conventions� au� niveau� international� pour�

l’échantillonnage�des�aérosols�en�lien�avec�leurs�effets�potentiels�sur�la�santé.�Cette�définition�

a�été�reprise�par�l’Organisation�Internationale�de�Normalisation�(NF�ISO�7708,�1996)�et�une�

Norme�Européenne�(NF�EN�481,�1993).�

Les� trois� fractions�dites�conventionnelles� illustrées�sur� la�Figure�4,�sont�définies�de� la� façon�

suivante�:�

�

Diamètre aérodynamique (µm)

Fraction Inhalable

Fraction des 
particules en 

suspension (%)

Fraction 
Thoracique

Fraction 
Alvéolaire

�
Figure�4�:�Convention�ACGIH/ISO/EN�pour�l’efficacité�de�prélèvement�des�aérosols,�concernant�les�

fractions�inhalable,�thoracique�et�alvéolaire�

�

�
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��Fraction�inhalable�:�probabilité�moyenne�de�pénétration�des�particules�en�suspension�dans�

les�voies�respiratoires,�à�travers�le�nez�et�la�bouche�pendant�l'inhalation.�

��Fraction�thoracique�:�probabilité�moyenne�d'inhalation�et�de�pénétration�des�particules�dans�

les�voies�respiratoires�au�delà�du�larynx;�

��Fraction�alvéolaire�:�probabilité�moyenne�d'inhalation�et�de�pénétration�des�particules�dans�

la�zone�alvéolaire.�

Les�fractions�extra�thoracique�et�trachéo�bronchique�peuvent�être�secondairement�déterminées�

par�calcul.�

�

Dans� cette� convention,� on� visualise� clairement� la� taille� limite� de� particules� que� l’on� peut�

retrouver�dans�les�différentes�régions�:�

:� D�≤�30�:�40�<m�:� les� particules� pénètrent� dans� la� région� trachéo�bronchique.� Comme�

précédemment�elles�pourront�être�éliminée�par�le�drainage�muco�ciliaire.�

:� D�≤�15�<m�:� les� particules� pénètrent� plus� profondément� dans� le� poumon� et� atteignent� les�

alvéoles� pulmonaires� (cellules� non�ciliées)� avec� une� probabilité� d’autant� plus� grand� que� le�

diamètre�des�particules�diminue.�Ces�particules,�constituant�la�fraction�alvéolaire,�seront�donc�

difficiles�à�éliminer.�

�

�

Conclusion�:�

Quel� que� soit� le�modèle� considéré� (CIPR� ou�NF�EN� 481)� et� leurs� inconvénients� respectifs�

(Witschger,�2007),�les�particules�qui�se�déposent�dans�les�régions�extra�thoraciques�et�trachéo�

bronchiques�sont�a�priori,�éliminables�par�l’organisme�(drainage�muco�ciliaire).�En�revanche,�

les�particules�de�diamètre�inférieur�à�quelques�dizaines�de�microns�(≈�15�_m)�vont�pénétrer�et�

se� déposer� dans� les� alvéoles� pulmonaires.� Difficilement� éliminables� par� l’organisme,� ces�

particules� constituant� la� fraction� alvéolaire,� vont� séjourner� suffisamment� longtemps� dans�

l’organisme� pour� pouvoir� entraîner� des� modifications� telles� que� des� inflammations� et� des�

lésions�tissulaires�à�l'origine�de�problèmes�respiratoires�et�de�cancers.�

Ainsi,�nous�nous�intéresserons�essentiellement�aux�particules�constituant�la�fraction�alvéolaire�

des�aérosols�et�aux�interactions�localisées�dans�cette�région�de�l’appareil�respiratoire.�
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4. Application aux poudres de Carbure de Silicium 

Il� s’agit�de�présenter� ici� le�carbure�de� silicium�(SiC)�caractérisé�par�des�propriétés�physico�

chimiques�exceptionnelles,�notamment�une�grande�variété�de�structures�cristallographiques.�

�

Non�présent�à�l’état�naturel,�il�est�produit�dans�l’industrie�par�divers�procédés.�Les�poudres�de�

SiC� industrielles� que� nous� souhaitons� étudier� sont� synthétisées� par� le� procédé� Acheson.�

Adapté�à�la�production�de�masse,�ce�procédé�empirique�fonctionne�toujours�comme�au�début�

du� XXème� siècle.� Néanmoins,� il� souffre� de� nombreux� inconvénients� d’un� point� de� vue�

technique�et�environnemental.�Aussi,�des�études�ont�été�réalisées�en�vue�de�l’améliorer�ou�de�

trouver�des�solutions�alternatives.�

De�leur�synthèse�à�leur�utilisation�finale,�les�poudres�de�SiC�subissent�un�cycle,�caractérisé�par�

de�nombreuses�opérations�(synthèse,�récupération,�raffinage,�etc.)�qui�peuvent�contribuer�à�les�

mettre�en�suspension�dans�l’environnement�de�travail.�

�

Opérations 
post-procédé

Procédé
d’élaboration 
des poudres 

Synthèse des 
poudres Matériaux

Procédé de 
modification

(concassage, broyage…)

Formulation / 
Élaboration

Récupération des 
poudres

�
�

Figure�5�:�Cycle�général�de�la�synthèse�de�poudres�de�SiC�dans�une�usine�

�

Il� existe� donc� un� risque� lié� à� l’inhalation� de� ces� particules� qui� dépend� principalement� des�

caractéristiques�de�l’aérosol.�

�

De�plus,�des�études�bibliographiques� relatives�à� l’échantillonnage�des� aérosols�dans�ce� type�

d’environnement� et� les� observations� épidémiologiques� effectuées� sur� des� travailleurs,� ont�

montré�d’une�part�la�complexité�du�problème�et�d’autre�part�l’intérêt�d’approfondir�les�études�

relatives�à�l’activité�biologique�des�poudres�de�SiC.�

�
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4.1. Le carbure de silicium 

Dés�1824,� la�possibilité�d’éventuelles� liaisons�chimiques�entre� le�carbone�et� le�silicium�était�

évoquée�par� Jöns�Jakob�Berzelius.�Le�carbure�de� silicium�ne� fit� son�apparition�qu’en�1892,�

grâce�à�Edward�Goodrich�Acheson�(Acheson,�1892).�Travaillant�dans�le�domaine�des�abrasifs,�

il�souhaitait�à�l’origine,�trouver�un�matériau�de�substitution�pour�le�diamant.�Pour�se�faire,�il�

réalisa� plusieurs� expériences� dont� l’une� d’elle� avait� pour� objectif� d’obtenir� un� alliage�

«�d’aluminium� et� de� carbone�».� Acheson� plaça� un� mélange� de� carbone� et� de� silicate�

d’aluminium� autour� d’une� électrode� alimentée� par� un� courant� de� forte� intensité.� En� fin� de�

réaction,�il�découvre�alors�la�présence�de�cristaux�brillants�fixés�sur�l’électrode�de�chauffe�et�

donna�à�ce�présumé�alliage�issu�du�corindon�(corundum)� le�nom�de�carborundum.�Très�vite�

des� analyses� chimiques� prouvèrent� que� cet� alliage� s’avéra� être� du� carbure� de� silicium.�

Aujourd’hui,� l’appellation� SiC� est� un� nom� générique� qui� fait� référence� à� une� famille� de�

cristaux,�tous�différents�mais�partageant�certaines�caractéristiques�de�base.�

�

4.1.1. Propriétés�générales�du�carbure�de�silicium�

Les� caractérisations� physico�chimiques� révèlent� que� le� SiC� présente� des� propriétés�

exceptionnelles� (Tableau� 1)�:� conductibilité� thermique� et� électrique� élevées,� résistance� à�

l’oxydation,�réfractarité,�inertie�chimique,�forte�résistance�mécanique,�etc.�

�

Caractéristiques�physiques� SiC�

Conductibilité�thermique� 100�200�W.m�1.°C�1�

Coefficient�d’expansion�thermique�entre�100�et�500°C� 3,7�106.°C�1�

Densité� 3,2�g.cm�3�

Poids�moléculaire� 40�g.mol�1�

Solubilité�dans�l’eau� Insoluble�

Température�de�frittage� 2000�°C�

Température�de�sublimation� >�2800�°C�

Module�de�Young� 4,0��1012�dyn.m�2�

Dureté�(Mohs)� 9�

�

Tableau�1�:�Principales�caractéristiques�du�SiC�

�
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4.1.2. Structure�cristallographique�

Les� données� cristallographiques� révèlent� l’existence� d’une� grande� variété� de� structures�

cristallographiques� appelées� polytypes.� On� dénombre� aujourd’hui� environ� 200� polytypes�

(Lambrecht�et�al.,�1997).�Dans�ces�structures,�chaque�atome�de�carbone�se�lie�à�4�atomes�de�

silicium�pour�former�des�tétraèdres�(Figure�6).�

�

carbone

silicium

�
�

Figure�6�:�Tétraèdre�

�

Tous� les� polytypes� de� SiC� sont� constitués� d’empilements� de� bicouches� élémentaires� qui�

correspondent�à� la�superposition�entre�un�plan�compact�d’atomes�de�silicium�et�de�carbone.�

Seules� des� différences� dans� l’ordre� d’empilement� de� ces� bicouches� vont� expliquer� et�

distinguer� les�différents�polytypes.�Comme�le�montre�la�Figure�7,�chaque�bicouche�s’empile�

selon� trois� positions� distinctes� nommées� A,� B,� C.� En� alternant� périodiquement� la� position�

successive�des�différentes�bicouches,�chaque�polytype�devient�alors�parfaitement�défini.�

�

4.1.3. La�Notation�de�Ramsdell�

C’est�la�notation�la�plus�employée�(Tableau�2).�Chaque�polytype�est�noté�NX�où�N�correspond�

au�nombre�de�bicouches�dans�la�période�et�X�la�structure�cristallographique�(C�pour�Cubique,�

H�pour�Hexagonal�et�R�pour�Rhomboédrique).�

�

Notation�de�Ramsdell� Nature�de�la�phase� Séquence�d’empilement�selon�l’axe�c�

3C� β� ABC…�

4H� ABAC…�

6H� ABCACB…�

15R�

�

α�

ABCBACABACBCACB…�

�

Tableau�2�:�Notation�de�Ramsdell�de�certains�polytypes�de�SiC�
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�

En�général,�on�regroupe�les�familles�de�symétrie�hexagonale�et�rhomboédrique�sous�le�terme�

générique�SiC�α�et�réciproquement�SiC�β�pour�la�seule�symétrie�cubique.�Ainsi,�les�polytypes�

peuvent�être�caractérisés�par�la�séquence�de�ces�empilements�(Figure�7).�

�

SiC 6H

SiC 4H

SiC 3C

C

A

B
C
A

B
A

A
C

C
B
A

B

B

B

A

C

B

C

A

C
B
A

A

B

A

hauteur :

Famille de directions [1-100]

Carbone

Silicium

Bicouche

4 bicouches

hauteur :

6 bicouches

hauteur :

3 bicouches

�
�

Figure�7�:�Possibilités�d’empilements�(A,�B�et�C)�des�bicouches.�Illustration�de�quelques�séquences�

d’empilement�pour�les�principaux�polytypes�de�cette�étude�

�
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4.1.4. Stabilité�thermique�des�polytypes�

Dans� le� domaine� des� Technologies� et� Procédés� de� Croissance� Cristalline,� la� stabilité� des�

polytypes� de� SiC� en� fonction� de� la� température� a� été� étudiée.� Ainsi,� Knippenberg�

(Knippenberg,�1963)�établit�la�relation�entre�la�structure�et�la�température�de�stabilité�relative�

des� différentes� occurrences� de� SiC� (Figure� 8).� Le� but� était� d’étudier� les� mécanismes� de�

croissance� des� cristaux� de� SiC,� les� transformations� de� phases� à� l’état� solide� (Pandey� et�

Krishna,� 1983)� et� l’influence� des� impuretés� sur� la� stabilité� des� polytypes� (Hayashi,� 1960�;�

Knippenberg,�1963).�

�
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Figure�8�:�Stabilité�de�certains�polytypes�du�SiC�en�fonction�de�la�température�(Knippenberg,�1963)�

�

Pour�notre�part,� le�domaine�de�fonctionnement�qui�attire�notre�attention�est�celui�relatif�à� la�

formation� des� poudres� de� SiC� par� le� procédé� Acheson� (T�>�2000°C).� Ces� conditions�

favorisent�la�formation�de�SiC�6H�plus�stable�au�détriment�des�autres�variétés�polymorphiques�

(2H� ou� 3C).� Théoriquement,� les� polytypes� 4H� et� 15R� peuvent� être� observés� (Shigeyuki� et�

Yoshizo,�1988),�mais�la�forme�6H�majoritaire�reste�la�plus�stable�(Rafal,�2005).�D’autre�part,�

la� forme� β� est� obtenue� à� basse� température� (1500°C�≤�T�≤�1800°C)� mais� n’est� pas� ou� très�

rarement�observée�à�des�températures�élevées�(Shigeyuki�et�Yoshizo,�1988).�

�

Ainsi,� le� carbure� de� silicium� a� des� propriétés� exceptionnelles� qui� justifient� sa� demande�

toujours�plus�grande�sur�le�marché.�Comment�sont�donc�élaborées�les�poudres�de�SiC�?�
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4.2. Procédé de synthèse des poudres de SiC : procé dé Acheson 

La�demande�en�poudre�de�SiC�a�considérablement�augmenté�au�cours�des�50�dernières�années�

et�chaque�année�des�milliers�de�tonnes�de�poudres�de�SiC�sont�synthétisées�dans�le�monde.�Le�

procédé� industriel� phare� reste� le� «�procédé� Acheson�»� qui� consiste� en� différentes� étapes,�

incluant�:� la�préparation�des� réactifs,� le� traitement� thermique,� la� récupération�des�poudres�et�

les� opérations� post�procédé� pour� finalement� obtenir� une� poudre� de� SiC� destinée� à� la�

commercialisation�ou�à�être�utilisée�dans�des�matériaux�hautes�performances.�

A� chaque� étape� de� ce� procédé,� des� aérosols� particulaires� (poussières,� gaz)� peuvent� être�

générés�dans�les� locaux�de�travail�présentant�un�risque�pour�la�santé�et� l’environnement.�Ce�

risque�lié�à�l’inhalation�des�particules�en�suspension�de�cet�environnement�a�été�confirmé�dés�

1948�(Bruusgard,�1948).�

�

4.2.1. Le�procédé�Acheson�

Le�SiC�fut�découvert�en�1905�aux�Etats�Unis�par�Ferdinand�Henri�Moissan�dans�les�fragments�

d’une�météorite�trouvée�à�Diablo�Canyon,�au�fond�d’un�cratère�de�l’Arizona�(Moissan,�1905).�

A� cette� exception,� on� ne� trouve� pas� de� SiC� dans� la� nature� qui� doit� donc� être� produit�

industriellement� pour� les� besoins� de� la� technologie.� Les� particules� de� SiC� relatives� à� cette�

étude�sont�produites�par�le�procédé�Acheson�(Acheson,�1892).�Ce�dernier�consiste�à�porter�à�

haute� température� un� mélange� de� silice� (SiO2)� et� de� coke� pétrolier� (C)� pour� obtenir� la�

réduction�carbothermique�de�la�silice�en�SiC,�selon�la�réaction�(1)�:�

�

)1(23 )(2 gCOSiCCSiO +=+ �

�

En�pratique,�environ�150�tonnes�de�mélange�(Scansetti�et�al.,�1992)�sont�placées�dans�un�four�

électrique�(Knippenberg,�1963)�de�part�et�d’autre�d’une�résistance�en�graphite�(Figure�9).�Pour�

diminuer�la�densité�du�mélange�et�faciliter�la�formation�et�l’évacuation�des�gaz,�il�est�souvent�

ajouté� de� la� sciure� et/ou� des� sels� alcalins� (Smith� et� al.,� 1984�;� Scansetti� et� al.,� 1992).� Par�

ailleurs,�pour�assurer�une�bonne�isolation�du�mélange,�des�résidus�provenant�des�traitements�

précédents� à� savoir� du� graphite� et� du� «�Old�mix�»� sont� ajoutés.�Ce� dernier� est� constitué� de�

sable� (≈�80%)�et�de�SiC�«�métallurgique�»� (≈�20%),�c’est�à�dire�du�SiC�de�mauvaise�qualité�

(Smith�et�al.,�1984�;�Scansetti�et�al.,�1992).�
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�

Figure�9�:�Image�et�schéma�d’un�four�Acheson�avant�traitement�thermique�

�

Le�chauffage�atteint�des�températures�élevées�à�cœur,�de�l’ordre�de�2000�2500°�C.�Il�existe�un�

gradient�thermique�important�entre�la�zone�de�cœur�où�se�trouve�la�résistance�et�la�surface�du�

dôme�où�les�mesures�indiquent�des�températures�voisines�de�1400°C�(Scansetti�et�al.,�1992).�

Une� fois� que� la� température� de� consigne� est� atteinte,� cette� dernière� est� graduellement�

diminuée.�La�cuisson�peut�durer�de�3�à�5�jours.�Lorsque�le�mélange�réactionnel�a�refroidi,�des�

opérations� de� récupération� du� SiC� sont� effectuées.� Elles� consistent� principalement� à� briser�

manuellement� le� cylindre� formé� (burins� pneumatiques)� afin� de� récupérer� les� différents�

morceaux�de�SiC�(Figure�10).��

�
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Figure�10�:�Image�et�schéma�d’un�four�Acheson�après�traitement�thermique�

�

Ces�blocs�sont�triés�en�fonction�de�leur�pureté�qui�diminue�lorsqu’on�s’éloigne�du�centre�de�la�

résistance.�Par�suite,�les�poudres�peuvent�subir�une�série�d’opérations�mécanique�(concassage,�

broyage,�tamisage,�etc.),�thermique�et�chimique�(Shigeyuki�et�Yoshizo,�1988).�

Après�ces�diverses�opérations,�les�poudres�de�SiC�sont�destinées�à�la�commercialisation�ou�à�

être�utilisées�en�tant�qu’ajout�dans�les�matériaux�hautes�performances.�

�

4.2.2. Nature�des�poudres�obtenues�et�applications�

En� sortie� de� procédé,� la� poudre� obtenue� est� du� SiC�α.� De� symétrie� hexagonale,� elle�

correspond� principalement� au� polytype� 6H.� La� poudre� est� considérée� comme� relativement�

pure� (%SiC�>�98%),� avec� une� très� faible� surface� spécifique� de� l’ordre� de� 0,1� à� 1�m2/g.� A�

l’heure� actuelle,� le� SiC�α� commercial� fabriqué� par� le� procédé�Acheson� est� essentiellement�

utilisé� comme� additif� dans� les�matériaux� réfractaires� et� abrasifs.�Depuis� près� d’une� dizaine�

d’années,� il� a� été� introduit� comme� matériau� de� structure� dans� la� fabrication� des� Filtres� à�

Particules�(FAP)�dans�les�réactions�de�piégeage�et�de�combustion�des�suies�issues�des�moteurs�

Diesel�(Pham�Huu�et�al.,�1999).�

�
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4.2.3. Inconvénients�du�procédé�de�synthèse�des�poudres�de�SiC�

Le�procédé�Acheson�présente�de�nombreux�avantages�dus�en�partie�à� sa� facilité�de�mise�en�

œuvre� et� l’utilisation� de� réactifs� bon� marché.� Il� demeure� très� économique� et� adapté� à� la�

production�de�masse�pour�ce� type�de�poudres.�Cependant,�dans�un� contexte�économique�de�

perpétuelle�innovation,�les�nombreux�inconvénients�du�procédé�Acheson�(Tableau�3)�doivent�

aujourd’hui� être� pris� en� compte� afin� d’une� part� de� trouver� des� solutions� pour� améliorer� le�

procédé�et�d’autre�part�pour�répondre�à�des�normes�(environnementales,�hygiène,�sécurité)�de�

plus�en�plus�contraignantes.�

��

Inconvénients� Exemples�

Présence�de�produits�secondaires�et�de�

réactifs�résiduels�:�

� SiO2�cristobalite�(Smith�et�al.,�1984;�Romundstad�et�al.,�2001)�

� SiO2�tridymite�(Scansetti�et�al.,�1992)�

� SiO2�quartz�(Dufresne�et�al.,�1987�;�Romundstad�et�al.,�2001)�

� Whiskers*�de�SiC�(Bye�et�al.,�1985�;�Scansetti�et�al.,�1992)�

� C�(Dufresne�et�al.,�1987�;�Osterman�et�al.,�1989)�

Certains� produits� sont� connus� pour�

leur�toxicité�:�

� SiO2�cristobalite�(Fubini�et�al.,�1999�;�Elias�et�al.,�2006)�

� SiO2�tridymite�(Castranova�et�Vallyathan,�2000)�

� SiO2�quartz�(Bolis�et�al.,�1983�;�Fubini,�1998�;�Bruch�et�al.,�2004)�

� Whiskers�de�SiC�(Bégin�et�al.,�1989�;�Vaughan�et�al.,�1993)�

� C�(Wellmann�et�al.,�2006�;�Baan,�2007)�

Libération� de� gaz� nuisibles� pour� la�

santé�et/ou�l’environnement�:�

� HAP�(Dufresne�et�al.,�1987;�Petry�et�al.,�1994)�

� SO2�(Marcer�et�al.,�1992;�Romundstad�et�al.,�2001)�

� CO�(Smith�et�al.,�1984;�Romundstad�et�al.,�2001)�

Lourdes�opérations�post�procédé�:�
Récupération,� tris,� traitements� des� fractions� granulométriques� de� SiC�

(Shigeyuki�et�Yoshizo,�1988�;�Scansetti�et�al.,�1992)�

�

Tableau�3�:�Inconvénients�du�procédé�Acheson.�

�

S’ajoute�à�cela,�un�faible�contrôle�des�propriétés�physico�chimiques�des�poudres�ainsi�formées�

(taille,� nature� et� proportion� des� phases,� impuretés� chimiques,� etc.).� L’ensemble� de� ces�

désagréments� est� principalement� lié� au� gradient� thermique� important� lors� du� traitement�

thermique,� à� un� temps� de� contact� relativement� long� favorisant� le� frittage� des� poudres� et� à�

l’impureté�des�réactifs.�

Pour�pallier�à�ces�inconvénients�de�nombreuses�équipes�ont�cherché�à�faire�évoluer�le�procédé�

(Bakken�et�al.,�1998�;�Gupta�et�al.,�2001).�

�������������������������������������������������
*�Whiskers�de�SiC�:�nom�usuel�des�fibres�de�carbure�de�silicium.�
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4.2.4. Voies�d’amélioration�du�procédé�Acheson�

La�restriction�des�nouvelles�normes�environnementales�et�de�santé�ont�conduit�à�considérer�ce�

procédé,� très� largement� répandu�dans� l’industrie,�comme�dépassé.�En�outre,�des�progrès�ont�

été�réalisés�en�matière�de�compréhension�des�mécanismes�réactionnels�(Yajima�et�al.,�1988�;�

Krishnarao,�1993;�Chen�et�Lin,�1997�;�Chen�et�al.,�2000�;�Gupta�et�al.,�2001).�Ainsi,�lors�de�la�

réduction� carbothermique� de� la� silice� par� le� carbone,� les� germes� de� SiC� se� forment� sur� la�

totalité� de� la� surface� du� carbone,� suivie� d’une� croissance� rapide� de� ces� germes� dans�

l’ensemble� du� solide.� Par� ailleurs,� la� durée� du� traitement� à� haute� température� influence�

grandement� la� taille� finale� des� particules� de� SiC.� Ces� principales� avancées� ont� permis�

d’orienter� les� différents� travaux� qui� ont� conduit� au� développement� de� nouvelles� méthodes�

visant�à�pallier�aux�inconvénients�du�procédé�Acheson.�

�

��Lit�fluidisé�:��Kennedy�et�North,�1983�

En�1983,�ils�étudièrent�la�réaction�entre�le�SiO�gazeux�et�des�particules�de�carbone.�Après�une�

brève�étude�thermodynamique,�ils�utilisèrent�l’analogie�avec�les�lits�fluidisés�pour�générer�un�

flux� gazeux� de� SiO� (par� réaction� entre� le� silicium� et� la� silice)� destiné� à� traverser� un� lit� de�

particules� de� carbone.� Il� en� résulte� un�meilleur� contrôle� des� propriétés� des� poudres� de� SiC�

ainsi�synthétisées.�Sur�le�même�principe,�ce�système�est�également�employé�pour�produire�des�

matériaux� structurés� en� utilisant,� non� plus� un� lit� de� particules,� mais� un� solide� carboné�

préalablement�préformé�selon�l’application�visée.�Ainsi�des�mousses�et�des�billes�de�SiC�ont�

été�obtenues�sur�ce�principe�(Shape�Memory�Synthesis�(SMS);�Pesant,�2005).�

�

��Rapid�Carbothermal�Reaction:��Weimer�et�al.,�1994��

Plus�tard,�en�1994,�Weimer�et�son�équipe�proposèrent�d’influer�sur�la�cinétique�de�réaction�en�

diminuant� le� temps�de�contact�entre� les� réactifs� (C,�SiO2).�Cette�méthode�appelé�RCR�pour�

«�Rapid�Carbothermal�Reaction�»�est�une�technologie�qui�vise�à�obtenir�du�SiC�en�quelques�

secondes� à� partir� d’un� mélange� de� précurseurs� solides� de� C� et� SiO2.� Intimement� lié� pour�

faciliter�la�surface�de�contact�entre�les�réactifs,�le�mélange�s’écoule�en�un�nuage�de�poussières�

à�travers�un�tube�chauffant�(T�≈�1900°C,�capacité�106K/s)�avec�une�durée�de�séjour�inférieure�

à� 3s.� Les� poudres� de� SiC� ainsi� obtenues� sont� submicroniques� et� monodisperses.� L’étude�

cinétique�réalisée�par�Johnson�(Johnson�et�al.,�2002)�a�permis�d’améliorer�la�connaissance�des�

mécanismes�réactionnels�(rendement,�taille�finale�des�particules�de�SiC,�etc.).�Aujourd’hui�ce�

procédé�vise�à�être�développé�et�commercialisé�pour�la�synthèse�de�poudres�céramiques�non�

oxydes�ultrafines�(100�à�400�nm)�à�partir�de�précurseurs�solides.�
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�

��Procédé�SINTEF�:�Bakken�et�al.,�1998�

Au�début�des�années�1990,�le�procédé�SINTEF�a�été�présenté�comme�une�sérieuse�alternative�

au�procédé�Acheson.�Il�correspond�à�un�procédé�utilisant�un�four�rotatif�totalement�fermé.�Les�

précurseurs� solides� (C,� SiO2)� sont� ici� introduits� dans� une� chambre� de� préchauffage� avant�

d’être�introduit�dans�le�four�dont�la�technologie�(revêtement�intérieur�en�graphite,�système�de�

rotation,� torche�plasma�en�graphite� rotative,� etc.)�permet�de� travailler�à�hautes� températures�

(T�>�2200°C),�sous�atmosphère�contrôlée.�L’alimentation�en�réactif�se�fait�par�la�chambre�de�

préchauffage�et�la�récupération�des�produits�par�une�chambre�de�refroidissement.�Les�poudres�

obtenues� sont� immédiatement� pures� (%SiC�>�94%)� avec� quelques� traces� de� quartz.� Le�

système�étant�fermé,�les�gaz�générés�sont�récupérés,�recyclés,�et�l’énergie�de�ces�derniers�est�

réutilisée�dans�le�procédé.�Ainsi,�ce�dispositif�permet�d’éviter�les�problèmes�de�toxicité�liés�au�

dégagement�gazeux�et�limite�les�aérosols�particulaires.�Des�améliorations�sont�en�cours�pour�

améliorer�la�qualité�des�poudres�de�SiC�obtenues.�

�

Par� suite,� l’utilisation� de� nouveaux� précurseurs� (liquides,� gaz)� a� permis� d’envisager� de�

nouvelles�méthodes�qui�auront�la�contrepartie�de�s’éloigner�des�préoccupations�industrielles.�

�

Ainsi,� des� voies� de� recours� sont� étudiées� pour� améliorer� la� synthèse� des� poudres� de� SiC.�

Cependant,� la� substitution� par� un� autre� procédé� n’est� pas� à� prévoir� dans� l’immédiat� en�

particulier�car�il�faut�répondre�à�des�exigences�industrielles�en�termes�de�coût,�de�rendement�et�

de�qualité�de�poudres�obtenues�qui�aujourd’hui,�ne�sont�pas�pleinement�satisfaites.�
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4.3. Dissémination des poussières dans les locaux i ndustriels 

Au�cours�des�différentes�étapes�du�procédé�industriel,�la�mise�en�suspension�de�particules�dans�

l’environnement� de� travail� peut� survenir� et� constituer� un� risque� d’inhalation� pour� les�

travailleurs�(Figure�11).�

Aérosol 
particulaire

�
Figure�11�:�Opération�de�remplissage�des�sacs�par�des��poudres�de�SiC�après�broyage�(2000)�

��

La�mise�en�évidence�et�l'évaluation�rétrospective�des�expositions�individuelles,�est�une�étape�

essentielle� pour� faire� reconnaître� une� maladie� professionnelle� et� pour� ainsi� entamer� une�

démarche*�d’indemnisation�pour�préjudices.�

�

Ainsi,�la�complexité�de�ce�genre�de�situation�a�conduit�à�la�mise�en�place�de�base�de�données�

regroupant� des� informations� sur� les� concentrations� en� particules� dans� l'air,� sur� l'histoire�

professionnelle� des� travailleurs� et� sur� l’étude� des� échantillons� biologiques� (tissus,� lavages�

broncho�alvéolaires).�

�������������������������������������������������
*�Art.�222�19�du�code�pénal�:�le�fait�de�causer�à�autrui,�dans�les�conditions�et�selon�les�distinctions�prévues�par�

l'article�121�3,�par�maladresse,�imprudence,�inattention,�négligence�ou�manquement�à�une�obligation�de�sécurité�

ou�de�prudence�imposée�par�la�loi�ou�le�règlement,�une�incapacité�totale�de�travail�pendant�plus�de�trois�mois�est�

puni�de�deux�ans�d'emprisonnement�et�de�30000�euros�d'amende.�En�cas�de�violation�manifestement�délibérée�

d'une�obligation�particulière�de�sécurité�ou�de�prudence�imposée�par�la�loi�ou�le�règlement,�les�peines�encourues�

sont�portées�à�trois�ans�d'emprisonnement�et�à�45000�euros�d'amende.�
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4.3.1. Concentrations�en�particules�dans�les�aérosols�des�usines�de�SiC�

Par� définition� (Le� Bihan,� 2003),� l’aérosol� est� souvent� hétérogène� dans� sa� composition�

chimique�et�variable�dans�le�temps�et�l’espace.�Pour�le�cas�de�la�production�de�poudres�de�SiC,�

des� descriptions� détaillées� d’usines� au� Canada� (Smith� et� al.,� 1984�;� Infante�Rivard� et� al.,�

1994),�en�Norvège�(Romundstad�et�al.,�2001)�et�en�Italie�(Scansetti�et�al.,�1992�;�Marcer�et�al.,�

1992),�ont�permis�de�distinguer�3�zones�caractéristiques�(Figure�12),�à�savoir�:�

��la�zone�de�stockage�et�de�préparation�des�réactifs�:�zone�1�

��la�zone�des�fours�où�se�déroulent�les�traitements�thermiques�:�zone�2�

��la�zone�de�traitements�des�poudres�de�SiC�α�(raffinerie)�:�zone�3�

�
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Figure�12�:�Schéma�détaillé�d’une�usine�de�fabrication�de�poudres�de�SiC�(Smith�et�al.,�1984)�

�
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Des� mesures� réalisées� dans� ces� environnements� de� travail� confirment� la� dissémination� de�

particules�de�diverses�natures�(Tableau�4).�On�distingue�principalement�des�particules�de�:�

:�Cristobalite�:�essentiellement�présentes�dans�les�zones�2�et�3�(Dufresne�et�al.,�1987�;�Marcer�

et�al.,�1992).�

:� Quartz�:� présentes� de� manière� aléatoire� sur� l’ensemble� des� sites� (Smith� et� al.,� 1984�;�

Dufresne�et�al.,�1987�;�Scansetti�et�al.,�1992)�avec�des�concentrations�relativement�faibles,�en�

général� inférieures� aux� normes� en� vigueur� (valeur� limite� d’exposition� ≤�100�_g/m3).�

Toutefois,� les� seuils� en� vigueur� � peuvent� être� atteints� voire� franchis� (Smith� et� al.,� 1984�;�

Dufresne�et�al.,�1987).�

:� Carbone�:� regroupées� sous� le� terme� générique� de� «�matières� carbonées�»,� elles� sont�

présentes�en�proportion�très�significative�(70�à�870�_g/m3).�Cependant,�elles�restent� très�peu�

étudiées�pour�pouvoir�en�tirer�des�informations�pertinentes�(Dufresne�et�al.,�1987�;�Osterman�

et�al.,�1989).�

:�SiC�:�certaines�études�ne�font�pas�de�distinction�entre�fibres�et�grains�de�SiC�(Smith�et�al.,�

1984�;� Dufresne� et� al.,� 1987�;� Osterman� et� al.,� 1989).� Des� taux� élevés� ont� été� observés�

généralement�voisins�de�500�_g/m3.� �Pris�individuellement,�ce�travail�perd�en�précision�avec�

des� résultats� qui� semblent� sous�estimer� ces� valeurs.�Ainsi,� présents� principalement� dans� les�

zones�2�et�3,�les�whiskers�de�SiC�(Bye�et�al.,�1985�;�Scansetti�et�al.,�1992�;�Romundstad�et�al.,�

2001)� comme� les�grains�de�SiC� (Funahashi� et� al.,� 1984�;�Romundstad� et� al.,� 2001)�peuvent�

atteindre�des�concentrations�de�12�_g/m3.�

�

En�outre,�on�peut�noter�la�présence�de�traces�de�Tridymite�(Scansetti�et�al.,�1992),�mais�trop�

peu�observées�pour�être�considérées�comme�spécifique�des�usines�de�SiC�et�des�traces�de�SO2�

et�HAP�(Hydrocarbures�Aromatiques�Polycycliques),�comptabilisées�dans�certaines�études�en�

raison�de�leur�potentiel�élevé�de�toxicité�(Smith�et�al.,�1984�;�Dufresne�et�al.,�1987�;�Marcer�et�

al.,�1992).�

�

�

�

�

�

�

�
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Particules� Concentration�

collectées� (_g/m3)�
Références�bibliographiques�

SiO2�Quartz� 0���100� Smith�et�al.,�1984�;�Dufresne�et�al.,�1987�;�Scansetti�et�al.,�1992�

SiO2�Cristobalite� 0���36� Smith�et�al.,�1984�;�Marcer�et�al.,�1992�;�Romundstad�et�al.,�2001�

Matières�carbonées� 70���780� Dufresne�et�al.,�1987�;�Osterman�et�al.,�1989�

Whiskers�SiC� 0���12� Bye�et�al.,�1985�;�Scansetti�et�al.,�1992�;�Romundstad�et�al.,�2001�

Grains�SiC� 0,2���12� Romundstad�et�al.,�2001�

�

Tableau�4�:�Synthèse�bibliographique�sur�la�nature�des�aérosols�collectés�dans�diverses�usines�de�SiC�

�

Ainsi,�les�aérosols�particulaires�générés�dans�ce�type�d’environnement�sont�polydisperses.�La�

concentration�massique�totale�des�poussières�respirables�dans�ce�type�d’environnement�est�très�

élevée,�en�moyenne�60�mg/m3.�

�

4.3.2. Caractérisation�des�aérosols�

La� caractérisation� des� aérosols� fait� appel� principalement� à� la� microscopie� (optique� et�

électronique)�et�plus�rarement�à�l’analyse�par�diffraction�des�rayons�X.�Ainsi,�les�rares�études�

minéralogiques�ont�permis�d’identifier�la�structure�cristalline�de�certaines�particules�de�:�

��silice�cristalline�:�Cristobalite�(Smith�et�al.,�1984)�et�Quartz�(Dufresne�et�al.,�1987)�;�

��carbure�de�silicium�:�Whiskers�de�SiC�α�(Bye�et�al.,�1985),�des�grains�de�SiC�α�et�des�traces�

de�SiC�β�(Funahashi�et�al.,�1984)�;�

��carbone�:�Graphite�(Osterman�et�al.,�1989�;�Begin�et�al.,�1989).�

En� général,� les� analyses� granulométriques� effectuées� (Dufresne� et� al.,� 1987)� prennent� en�

compte� la� totalité� de� l’aérosol� (fibres� et� grains).� Les� distributions� granulométriques� sont� de�

fait� très� larges� et� comprises� entre� 0,5� et� 70�_m� (Bruusgard,� 1948�;� Funahashi� et� al.,� 1984�;�

Dufresne�et�al.,�1987�;�Hayashi�et�Kajita,�1988).�

�

4.3.3. Etudes�épidémiologiques�

Les� études� épidémiologiques� consistent� à� évaluer� les� expositions� aux� particules� à� partir� de�

l'histoire� professionnelle� des� travailleurs� (Tableau� 5).� Les� données� collectées� sont� ensuite�

traitées�en�utilisant�des�outils�statistiques�et�classées�selon�leur�importance�en�tenant�compte�

de� la� fréquence,� de� l'intensité� et� de� la� durée� du� contact� avec� les� particules� (Dockery� et� al.,�

1983).�
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�

C’est� en� 1948� que� Brussgaard� souligne� la� présence� de� pneumoconioses*� chez� certains�

travailleurs� d’une� usine� de� production� de� SiC� en� Norvège,� confirmées� par� l’observation�

d’opacités*�sur�des�clichés�radiographiques.�Des�incapacités�à�travailler�ayant�été�prononcées�

pour�2�ouvriers�suite�à�l’observation�de�pneumoconioses�de�deuxième�stade.�

Plus� tard,� ces�observations� seront�confirmées�par� les�analyses� spiromètriques� (FVC,�FEV1)
*�

d’une�part�(Peters�et�al.,�1984�;�Osterman�et�al.,�1989�;�Marcer�et�al.,�1992)�et�les�observations�

de�clichés�radiographiques�d’autre�part�(Peters�et�al.,�1984�;�Marcer�et�al.,�1992).�

�

En�2001,�Romundstad�et� son�équipe�évoquent�dans�une�étude�détaillée,�un� risque�global�de�

cancer� du� poumon� et� de� l’estomac.� Il� y� souligne� l’existence� de� corrélations� directes� avec�

l’exposition�aux�poussières�(SiC�et�SiO2�cristalline)�et�plus�spécifiquement�une�incidence�du�

cancer� de� l’estomac� en� rapport� avec� l’exposition� aux� particules� de� SiC.� Son� étude�

complémentaire,� en� 2002� évoquera� de�manière� explicite� l’augmentation� de� la�mortalité� par�

obstructions� des� voies� respiratoires� telles� que� l’asthme,� les� emphysèmes*� et� les� bronchites�

chroniques.�

�

�

�������������������������������������������������
*� Pneumoconiose�:� terme� générique� désignant� les� affections� respiratoires� liées� à� l’inhalation� de� particules�

minérales.�
*�Opacités�radiographiques�:�zones�anormalement�denses�du�poumon�apparaissant�en�blanc�sur�le�fond�gris�foncé�

du�poumon�composé�en�majorité�d’air.�Ces�zones�sont�constituées�de�secteurs�pulmonaires�tassés,�de�zones�de�

fibrose,�de�dépôts�minéraux�et�parfois�de�cancers.�La�forme�des�opacités�est�variable�allant�de�micronodules�de�

quelques�millimètres�plus�ou�moins�nombreux�jusqu’à�la�présence�de�masses�de�plusieurs�centimètres.��
*�Spiromètrie�:�tests�permettant�de�mesurer�les�débits�d’air�et�les�volumes�gazeux�générés�par�la�respiration.�Un�

débit�d’expiration�faible�est�lié�au�rétrécissement�des�bronches�et�s’appelle�trouble�obstructif�(cas�de�l’asthme,�de�

la�BPCO,�de�l’emphysème).�Une�réduction�des�volumes�d’air�générés�se�nomme�trouble�restrictif��et�s’observe�

par�exemple�dans�le�cas�des�fibroses�du�poumon.�Les�principaux�tests�sont��les�suivants�:�

��FVC�(capacité�vitale�forcée)�:�volume�total�d’air�expiré�lors�d’une�expiration�complète�et�rapide�dite�«�forcée�»�

qui�suit�une�inspiration�maximale.�

��FEV1�(volume�expiratoire�maximum�en�une�seconde)�:�volume�d’air�expiré�pendant�la�première�seconde�d’une�

expiration�rapide�et�puissante�après�une�inspiration�maximale.�
*�Emphysème�:�maladie�du�poumon� (et� non�pas�des�bronches)� qui� se� traduit� par� la� distension�du�parenchyme�

pulmonaire� avec� destruction� des� espaces� alvéolaires� distaux.� L’affection� est� liée� à� la� perte� du� tissu� élastique�

pulmonaire�par�vieillissement�accéléré.�
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�

Références� Lieu� Risques�

bibliographiques� (pays)� (fonction�respiratoire�/�pathologies�observées)�

Winslow�et�al.,�1919� USA� � Possible�incidence�lié�à�l’exposition�aux�particules�

Clark�et�al.,�1925/29� USA� � Aucune�incidence�signalée�

Bruusgard�

1948�
Norvège� � Détection� de� pneumoconioses�:� présence� d’opacités�

(radiographies�des�poumons)���pneumoconioses�de�stade�2.�

Peters�et�al.,�

1984�
USA�

� Radiographies�des�poumons�:� présence�d’opacités� nodulaires�
marquées�pour�24�des�171�personnes�étudiées.�

� Corrélations�entre�l’exposition�aux�particules�et�d’une�part�les�
mesures�spiromètriques�et�d’autre�part� la�nature�des�opacités�
(formes�/�nombres).�

Edling�et�al.,�1987� Suède� � Aucune�incidence�signalée.�

Osterman�et�al.,�

1989�
Canada�

� Diminution� marquée� de� la� fonction� respiratoire�:� baisse�
significative�de� la�FEV1�et�de� la�FVC�(8,2�ml�et�9,4�ml�d’air�
par�année�de�service).�

Marcer�et�al.,�

1992�
Italie�

� Radiographies�des�poumons�:�présence�d’opacités�avec�un�cas�
plus�prononcé�pour�1�travailleur.�

� Corrélations�entre� l’exposition� aux� particules� et� les� mesures�
spiromètriques�(FVC,�FEV1).�

Infante�Rivard�et�al.,�

1994�
Canada� � Possibles�corrélations�entre�baisse�des�fonctions�respiratoires,�

cancer�du�poumon�et�exposition�aux�particules.�

Romundstad�et�al.,�

2001/02�
Norvège�

� En�2001�:�risque�global�de�cancer�du�poumon�et�de�l’estomac�
avec�corrélation�entre� le� risque�de�cancer�et� l’exposition�aux�
poussières.� Le� cancer� de� l’estomac� semble� plus�
particulièrement�lié�à�l’exposition�aux�particules�de�SiC.�

� En� 2002�:� augmentation� de� la� mortalité� par� maladie�
obstructive�bronchique.�

�

Tableau�5�:�Synthèse�bibliographique�sur�la�nature�des�pathologies�observées�chez�les�travailleurs�de�

diverses�usines�de�production�de�poudres�de�SiC�

�

Conclusion�:�

Il�existe�des�risques�caractérisés�par�une�diminution�des�fonctions�pulmonaires�et�l’apparition�

de�pathologies�respiratoires�directement�liées�à�l’exposition�de�particules�et�pouvant�entraîner�

des�maladies�graves�voire�des�cancers.�

�

4.3.4. La�biométrologie�

Une�autre�voie�d’exploration�consiste�à�s’orienter�vers�la�«�biométrologie�».�Ce�terme�désigne�

«�l'ensemble�des�méthodes�permettant�d'étudier�les�expositions�humaines�aux�polluants�grâce�

à�la�mesure�de�ces�polluants�directement�dans�des�échantillons�biologiques�humains�».�Dans�

ce� contexte,� l'analyse� d'échantillons� pulmonaires� (tissus,� sécrétions)� directement� chez� des�
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travailleurs� exposés� aux� poussières� est� riche� en� informations� (Sébastien,� 1982).� Difficile� à�

mettre�en�place,�de�rares�études�ont�été�réalisées�visant�à�identifier�la�présence�des�particules�

et�à�analyser�la�morphologie�des�tissus�chez�des�travailleurs�de�ces�usines�(Tableau�6).�

�

Références�� Lieu� Risques�

bibliographiques� (pays)� �

Funahashi�et�al.,�

1984�
USA�

� Patient� 1�:� dyspnée� –� hospitalisation� pour� examen� complet� et� une�
biopsie�des�poumons�:�emphysème�discret.�Une�fibrose�périvasculaire�
avec�réduction�de�calibre�des�vaisseaux�a�été�observée�associée�à�une�
prolifération�du�tissu�fibreux�sous�pleural.�La�fibrose�périvasculaire�à�
une�distribution�nodulaire�avec�un�rétrécissement�des�vaisseaux.�Dans�
les�tissus�fibreux�(pleural�et�sous�pleural)�il�a�été�observé�une�quantité�
de� pigment� anthracosique� et� des� corps� ferrugineux� contenant� des�
poussières� noires� (SiC)� également� retrouvées� dans� les� macrophages�
de�l’espace�alvéolaire.�

� Patient� 2�:� diminution� de� la� fonction� pulmonaire� avec� une� baisse�
significative�de� la� saturation� artérielle� suggérant� une�obstruction�des�
voies� aériennes� centrales.� Ces� observations� confirment�une�
pneumoconiose� avec� infiltrats� reticulonodulaires� sur� les� clichés�
radiographiques.�

Hayashi�et�Kajita,�

1988�
Japon�

� Patient�:�syndromes�comparables�au�syndrome�de�détresse�respiratoire�
aiguë� tuberculeux� –� hospitalisation� et� une� lobectomie� est� pratiquée.�
Présence� de� granulomes� de� formes� irrégulières� principalement�
localisées�autour�des�parois�des�vaisseaux�sanguins�et�des�bronchioles.�
Ils� s’étendent� aussi� le� long� des� parois� alvéolaires� qui� de� faite�
apparaissent� plus� épaisses.� Ces� granulomes� sont� constitués� de�
phagocytes,�de�fibrilles�et�de�particules�minérales� (pigment�noir).� Ils�
notent�aussi��la�présence�dans�l’espace�alvéolaire�d’amas�constitués�de�
cellules,� de� poussières� et� de� corps� ferrugineux.� Les� nombreuses�
particules� (biréfringentes),� présentes� sous� formes� d’aiguilles� et� de�
baguettes,� ont� été� principalement� localisées� dans� l’espace� interstitiel�
et� alvéolaire� avec� une� abondance� particulière� dans� les� zones�
anthracosiques.�

Massé�et�al.,�

1988�
Canada�

� Autopsies�sur�3�patients�:�autopsies�pratiquées�sur�3�travailleurs�ayant�
exercés� plus� de� 30� ans� dans� une� usine� de� production� de� SiC.�
L’analyse� des� tissus� pulmonaires� révélera� la� présence� d’un�mélange�
de�pneumoconioses�et�de�lésions�avec�les�caractéristiques�suivantes�:�
abondance�de�macrophages�intra�alvéolaires�associés�à�un�mélange�de�
particules� inhalées� (SiC,�C,�Si,� etc.)�;� présence�de� corps� ferrugineux�
avec� en� leur� centre� une� forte� concentration� en� pigment� noir�;� des�
nodules� fibreux� contenant� de� la� silice� et� des� corps� ferrugineux�
associés� à� du� carbone�;� présence� de� fibrose� interstitielle� moins�
importante�que�la�forme�nodulaire�et�de�quelques�carcinomes. �

�

Tableau�6�:�Synthèse�bibliographique�sur�les�analyses�biométriques�

�

Différentes� des� pathologies� connues� (silicose,� asbestose,� etc.),� ce� type� de� pneumoconiose�

observé�chez�les�travailleurs�des�usines�de�SiC�est�suffisamment�atypique�et�distinct�pour�être�

reconnu�comme�une�entité�spécifique.�

�
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�

4.3.5. Ambiguïté�sur�l’interprétation�des�résultats�

Finalement,� les� analyses� des� aérosols� particulaires� (concentration,� nature)� et� les� données�

biométrologiques�réalisées�sur�les�travailleurs�des�usines�de�SiC�permettent�de�conclure�qu’il�

existe� un� risque� élevé� de� développer� des� maladies� pulmonaires� professionnelles� dues� à�

l’inhalation�de� ces�particules� à� l’instar� des�observations� effectuées�pour� les�pathologies�des�

mineurs�de�charbon�(Hayashi�et�Kajita,�1988).�

�

Néanmoins,�différentes�particules�peuvent�être�inhalées�simultanément�et�il�est�par�conséquent�

très� difficile� de� savoir� quel� est� la� part� de� chaque� particule� dans� le� développement� de�

pathologies�pulmonaires.�

De� plus,� des� études� ont� préalablement� mis� en� évidence� la� toxicité� de� certaines� particules�

inhalées�telles�que�les�whiskers�de�SiC�(Jhonson�et�al.,�1992�;�Vaughan�et�al.,�1993),�le�Quartz�

(Fubini�et� al.,�1998�;�Governa�et� al.,�2005),� la�Cristobalite� (Low�et�al.,�1990�;�Holley�et� al.,�

1992)�et�le�Carbone�(Crosbie,�1986�;�Küpper�et�al.,�1996�;�Barlow�et�al.,�2005).�

�

Bien�qu’étant�le�composant�majoritaire�retrouvé�dans�les�tissus�pulmonaires�(Funahashi�et�al.,�

1984),�la�toxicité�des�grains�de�SiC�n’a�été�que�très�pauvrement�étudiée�avec�des�difficultés�à�

tirer� des� conclusions� nettes.� Certaines� études� indiquent� d’un� coté� leur� faible� toxicité� allant�

même�jusqu’à�les�considérer�comme�inertes�(Cichy,�1989�;�Dufresne�et�al.,�1992�;�Bruch�et�al.,�

1993)�et�d’un�autre�coté�soulignent�leur�possible�contribution�aux�pneumoconioses�(Bruch�et�

Rhen,�1996�;�Svensson�et�al.,�1997�;�Petran�et�al.,�1999).�

�

Conclusion�:�

Ces�résultats�contradictoires� illustrent�clairement� la�nécessité�de�mener�des�expériences�plus�

approfondies�sur�les�poudres�de�SiC�en�conjuguant�les�caractérisations�physico�chimiques�en�

relation�avec�l’évaluation�de�l’activité�biologique.�
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5. Vers les nanoparticules… 

La� tendance� du� marché� à� évoluer� vers� le� domaine� nanométrique� ouvre� des� perspectives�

exceptionnelles� pour� les� industriels� du� domaine� avec� de� vastes� champs� d’applications�:�

matériaux�céramiques,�composites,�domaine�électronique,�médical,�etc.�

�

5.1. Principales voies de synthèse des nanoparticul es de SiC 

Les� récents� progrès� portant� sur� les� nouvelles�méthodes� de� synthèse� des� nanomatériaux� ont�

permis�de�proposer�différentes�voies�de�synthèse�pour�les�nanoparticules�de�SiC�(Tableau�7).�
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�

Méthodes� Principe� Réactifs�
Caractéristiques�des�

particules�de�SiC�

Méthodes Physiques 

Pyrolyse�

Laser�

Interaction�en�flux�croisés�entre�un�laser�de�

puissance�au�CO2�et�un�flux�de�réactifs�(gaz)�

(Li�et�al.,�1994�;�Leconte�et�al.,�2007).�

Silane�/�Acétylène�

SiH4/C2H2�;�

(CH3)2Si(OC2H5)2/C2H2�

…�

Sphérique�/�monodsiperse�

10�nm�<�D*�<�100�nm�

Sp*�≥�30�m2/g�

Impuretés�:�C�et�O�

Plasma�

Ionisation�de�l'échantillon�par�injection�dans�un�

plasma�(Ar,�He),�suivie�de�la�condensation�des�

espèces�ionisées�en�particules�ultrafines�

(Guo�et�al.,�1995).�

Silanes,�Organo�Silanes�

SiO(g)/CH4�;�Si/CH4�;�

SiCl4/CH4…�

Sphérique�/�monodsiperse�

10�nm�<�D�<�100nm�

Sp�≥�30�m2/g�

Impuretés�:�Si,�C,�O�

Micro�

ondes�

Synthèse�de�particules�sous�l’action�d’un�champ�

micro�onde.�Chauffage�plus�rapide�et�plus�

homogène�du�milieu.�Couplage�possible�avec�

d’autres�méthodes�de�synthèse�(voie�indirecte)�

(Dai�et�al.,�1997�;�Satapathy�et�al.,�2005).�

��voie�directe�:�

Si/C�;�SiO2/C,…�

�voie�indirecte�:�réactifs�

de�la�méthode�initiale�

Taille�submicronique�/�

agglomérats�(D�<�500nm)�

Sp�≤�50�m2/g�

Impuretés�:�

Si,�C,�O,�whiskers�de�SiC�

Méthodes Chimiques 

Sol�Gel�

Obtention�d’un�gel�de�silice�à�partir�d’un�

système�{silane�H2O�catalyseur}�en�voie�liquide�

suivi�d’un�traitement�thermique�(réduction�

carbothermique)�pour�obtenir�les�poudres�de�SiC�

(White�et�al.,�1987�;�Seog�et�Kim,�1993).�

Organo�Silanes�

PTMS�:�phényl�

triméthoxy�silane�

PTES�:�phényl�triéthoxy�

silane)…�

Sphérique�/�submicronique�

10�nm�<�D�<�500nm�

Sp�≥�30�m2/g�

Impuretés�résiduelles�:�

SiO2�et�C�

Réaction�

en�

phase�

vapeur�

Procédé�CVD�(Chemical�Vapor�Deposition)�:�

élaboration�d’un�dépôt�par�réaction�entre�un�ou�

plusieurs�précurseurs�(gaz)�qui�réagissent�et/ou�

se�décomposent�à�la�surface�d’un�substrat�

(Kavecký�et�al.,�2000�;�Gupta�et�al.,�2006/2007).�

SiH4/C2H2�;�

HMDS�

(hexaméthyldisilane),…�

Quelques�nm�à�

quelques�_m�

Méthodes Mécaniques 

Mécano�

synthèse�

Procédé�de�synthèse�par�broyage�à�sec�de�

poudres�grossières�(1�à�50�sm)�d’éléments�purs.�

(à�ce�jour,�résultats�avec�B4C�:�Deng�et�al.,�2005)�

Poudre�de�SiC�
Quelques�nm�à�

quelques�_m�

�

Tableau�7�:�Méthodes�de�synthèse�de�poudres�fines�et�ultrafines�de�SiC�

�

Nous� présenterons� de� manière� détaillée� les� méthodes� utilisées� pour� synthétiser� les�

nanoparticules�de�SiC�de�cette�étude�à�savoir�la�pyrolyse�laser�et�la�voie�sol�gel.�

�������������������������������������������������
*�D�:�symbole�pour�le�diamètre.�
*�Sp�:�symbole�pour�surface�spécifique.�
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5.2. La pyrolyse laser 

La�pyrolyse�laser�est�une�méthode�qui�repose�sur�l'interaction�en�jets�croisés�entre�un�faisceau�

laser�au�CO2�et�un�flux�de�réactifs�(ex�:�SiH4/C2H2).�Le�transfert�d'énergie�résonant�provoque�

une� élévation� rapide� de� température� dans� la� zone� de� réaction� par� excitation� des� niveaux�

vibrationnels�des�molécules.�Les�précurseurs�sont�alors�dissociés�et�une�flamme�apparaît�dans�

laquelle� se� forment� les� nanoparticules.� Les� poudres� sont� ensuite� refroidies� par� un� effet� de�

trempe�et�entraînées�par�un�flux�gazeux�dans�une�zone�où�elles�sont�collectées.�

�

�
�

Figure�13�:�Schéma�du�dispositif�de�pyrolyse�laser�

�

Parmi� les� avantages� de� cette�méthode,� on� peut� citer� la� réaction� en� flux,� une� grande� pureté�

chimique� des� produits,� essentiellement� limitée� par� la� pureté� des� réactifs,� une� bonne�

homogénéité� physique� et� chimique.� Les� poudres� sont� nanométriques,� de� morphologie�

sphérique.�En�France,�le�CEA*�Saclay�est�spécialisé�dans�la�synthèse�de�nanopoudres�de�SiC�β�

que�nous�intégrerons�dans�le�cadre�de�cette�étude�(Boucle�et�al.,�2005�;�Leconte�et�al.,�2007).�

5.3. Techniques sol-gel 

La�synthèse�classique�par�voie�sol�gel�s’effectue�à�partir�d'alkoxydes�de�Silicium�de�formule�

Si(OR)n�où�R�est�un�groupement�alkyle.�Le�principe�repose�sur�une�succession�de�réactions�

�������������������������������������������������
*�CEA�:�Commissariat�à�l'Énergie�Atomique.�
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d'hydrolyse�condensation� conduisant� à� la� formation�de� réseaux� d'oxydes� (gel),� pouvant� être�

traités�thermiquement�par�la�suite.�Sur�ce�principe,�en�1987,�White�et�son�équipe�utilisent�avec�

succès�le�PTMS�(phényl�triméthoxysilane)�pour�préparer�une�poudre�de�SiC.�D’autres�organo�

silanes� seront� utilisés� comme� le�PTES� (phényl� triéthoxysilane)� avec� des� résultats� similaires�

(Hatakaeyama� et� Kanzaki,� 1990).� L’optimisation� des� résultats� (cinétique,� contrôle� des�

caractéristiques� des� poudres)� conduira� à� ajouter� un� alcoxyde,� le� TEOS� (tétraéthoxysilane)�

(Hatakaeyama�et�Kanzaki,�1990�;�Seog�et�Kim,�1993)�(Figure�14).�

�

Précurseurs

Organo-Silanes avec 
Alcoxydes [Si(OR)4]

Ex : PTES + TEOS PTES

Sol

Traitement thermique

Réduction carbothermique
de la silice par les 

groupements carbonés (Ф)

Poudre 
de SiC

Gel

TEOS

Hydrolyse

Ф =groupement phényle

Condensation

�
�

Figure�14�:�Schéma�du�procédé�sol�gel�

�

Ainsi,� en�24h�à�20°C,�un� réseau�solide� tridimensionnel�d'oxyde�en� solution�est�obtenu.�Ces�

gels� sont� ensuite� transformés� en� matière� sèche� amorphe� par� évacuation� des� solvants� par�

simple� évaporation� sous� vide� (Hatakaeyama� et� Kanzaki,� 1990�;� Seog� et� Kim,� 1993).� Une�

dernière�étape,�spécifique�aux�poudres�de�SiC,�consiste�en�un�traitement�thermique�sous�argon�

à�1500°C�pour�assurer�la�réduction�carbothermique�de�la�silice�par�les�atomes�de�carbone�des�

groupements� organiques� (ex�:� phényl� pour� le� PTMS,� PTES)� (White� et� al.,� 1987�;�

Hatakaeyama� et� Kanzaki,� 1990�;� Seog� et� Kim,� 1993).� La� poudre� de� SiC�β� obtenue� est�

monodisperse,�de�morphologie�sphérique�avec�des�tailles�submicroniques.�
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�

Notre� système� d’étude� se� situe� au� carrefour� de� l’activité� respiratoire� de� l’être� humain�:� les�

alvéoles� pulmonaires.� Dans� ce� système� très� complexe,� l’organisme� dispose� de� moyens� de�

défense� assez� efficaces� pour� lutter� contre� les� particules� qui� y� pénètrent� en� cherchant� à� les�

évacuer�de�l’organisme�(clairance�pulmonaire).�

�

Le� principal�mécanisme�mis� en� jeu� est� la� phagocytose� par� les�macrophages� alvéolaires� qui�

prennent� en� charge� leur� élimination.� Au� cours� de� cette� interaction� particule/cellule,� les�

macrophages�vont�produire�différents� types�de�molécules� (cytokines,� facteurs�de�croissance,�

oxydants,� enzymes)� dont� la� concentration� dans� le� milieu� va� constituer� un� indicateur� de�

l’activité� biologique� des� particules� inhalées.�Ainsi,� des� paramètres� spécifiques� de� domaines�

tels�que�l’état�d’inflammation,�la�mort�cellulaire�et�le�stress�oxydant�seront�étudiés.�Il�s’agira�

par�cette�approche,�d’évaluer�l’activité�biologique�globale�des�particules�inhalées.�

�

De�plus,� les�études�bibliographiques�ont�mis�en�évidence�la�contribution�des�particules�dans�

l’apparition� de� lésions� pulmonaires,� principalement� en� raison� de� leurs� caractéristiques�

physico�chimiques.� Etudier� l’activité� biologique� des� particules� est� indissociable� de� l’étude�

physico�chimiques�des�poudres.�Ainsi,�nous�verrons�dans�quelle�mesure�certains�paramètres�

physiques�et� chimiques� influencent� la� réponse�biologique�des�cellules,� à� l’origine�des�effets�

nocifs�qui�apparaissent�à�long�terme�chez�l’homme.�

�
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1. Description du système d’étude : les alvéoles pu lmonaires 

La�zone�respiratoire�commence�à�la�jonction�des�bronchioles�terminales�et�respiratoires.�Ces�

dernières�se�prolongent�par�des�conduits�alvéolaires,�auxquels� font�suite� les�sacs�alvéolaires�

puis� les� alvéoles� (Figure� 15).� Les� cloisons� de� séparation� entre� deux� alvéoles� pulmonaires�

voisines�sont�appelées�septa�interalvéolaires.�C'est�dans�ces�cloisons�que�passent�les�nombreux�

capillaires� sanguins� permettant� au� sang� de� s'oxygéner� (Figure� 15).� Le� nombre� élevé� des�

alvéoles�chez�l’homme�(300.106)�permet�de�développer�une�surface�d’environ�150�m2�pour�les�

échanges�gazeux.�

�

Alvéoles 
Pulmonaires

Capillaires
Vaisseaux Sanguins

Bronchiole

Capillaires

Septum interalvéolaire

Bronchiole Respiratoire

Alvéoles

Sac Alvéolaire

Muscles Lisses

Circulation 
de l’air à
travers des 
pores

Conduit alvéolaire

�
� �

Figure�15�:�Schéma�et�coupe�transversale�d’une�terminaison�bronchiolaire�débouchant�sur�des�sacs�

alvéolaires�

�

Les�alvéoles�communiquent�entre�elles�par�des�pores�de�diamètre�n'excédant�guère�quelques�

dizaines� de� microns.� Elles� sont� tapissées� de� différentes� cellules*,� les� pneumocytes� I� et� II.�

(Figure�16).�

�

�

�������������������������������������������������
*�Cellule�:�unité�structurale,�fonctionnelle�et�reproductrice�constituant�tout�ou�partie�d'un�être�vivant.�Un�schéma�

détaillé�d’une�cellule�est�fourni�en�Annexe�(cf.�Annexe�A).�
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�

Figure�16�:�Schéma�de�coupe�d’une�alvéole.�Visualisation�d’une�particule�minérale�déposée�dans�une�

cavité�alvéolaire�

�

La� cloison� interalvéolaire� est� continue�mais� présente� de�minuscules� pores� (pores� de�Kohn,�

8�nm�de�diamètre)�dans�la�cloison�qui�permettent�la�régulation�de�la�pression�et�la�circulation�

de�l’air�entre�les�alvéoles.�L’interstitium�septal�représente�le�squelette�conjonctif�élastique�du�

poumon.� Il�est�composé�de�quelques� fibroblastes*�et�de� fibres�de� réticuline�et�d’élastine�qui�

confèrent� les� propriétés� remarquables� d’extension� et� de� contraction� indispensables� aux�

changements�de�volume�des�poumons�lors�du�cycle�respiratoire.�

Le�système�alvéolaire�est�très�vascularisé�(Figure�15�et�Figure�16)�avec�des�capillaires�formés�

de�cellules�endothéliales�de�7�à�10�sm�de�diamètre�qui�entourent�les�alvéoles�à�la�manière�de�

corbeilles� et� pénètrent� dans� les� cloisons� interalvéolaires.� La� barrière� «�alvéolo�capillaire�»,�

entre� le� capillaire� et� la� cloison� alvéolaire,� d’une� épaisseur� de� 0,35�sm,� constitue� l’interface�

entre�l’air�et�le�sang�et�permet�les�échanges�gazeux�qui�se�produisent�par�diffusion.�

�������������������������������������������������
*� Fibroblastes�:� cellules� en� forme� de� fuseaux� ou� d’étoiles� possédant� de� longs� prolongements� cytoplasmiques.�

Elles� synthétisent� d’une�part� les� protéines�de� la�matrice� extracellulaire� du� tissu� conjonctif� et� d’autre�part� sont�

capables�de�sécréter�de�nombreuses�autres�molécules�(cytokines,�facteurs�de�croissance,�enzymes)�jouant�ainsi�un�

rôle�important�dans�les�processus�de�réparation�tissulaire�et�dans�l'entretien�des�réactions�inflammatoires.�
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Ainsi,� lorsqu’une� particule� inhalée� se� dépose� dans� une� alvéole� pulmonaire,� elle� se� retrouve�

dans�un�environnement�délimité�par�les�cellules�épithéliales�(pneumocytes�de�type�I�et�II)�où�

elle�y�rencontre�les�macrophages�alvéolaires�(Figure�16).�

�

1.1. Les cellules épithéliales alvéolaires 

Les�parois�des�alvéoles�sont�constituées�d’un�épithélium*�de�revêtement�pavimenteux�simple�

composé� de� deux� types� cellulaires,� les� pneumocytes� de� type� I� et� II� étroitement� unis� par� de�

nombreux�systèmes�de�jonction�et�reposant�sur�une�membrane�basale*.�

�

:�Les�pneumocytes�I�:�leur�cytoplasme�très�étendu�(Figure�16)�forme�un�voile�très�fin�qui�leur�

confère�une�grande�surface�(≈�90%�de�la�surface�de�l’alvéole)�beaucoup�plus�importante�que�

celle�des�pneumocytes�II�(≈�10%).��

�

:� Les� pneumocytes� II�:� de� forme� cuboïde� ou� arrondie,� ces� cellules� sont� orientées� vers� la�

lumière� alvéolaire� et� présentent� de� courtes�microvillosités� en� surface.� Elles� reposent� sur� la�

membrane� basale� et� sont� étroitement� unies� aux� pneumocytes� I� voisins� par� de� nombreux�

systèmes� de� jonction.� Elles� sont� constituées� d’un� noyau� central� arrondi� clair� et� d’un�

cytoplasme� riche� en� grains� de� sécrétion,� composés� de� phospholipides� et� de� protéines� à�

l’origine� du� surfactant.� Le� surfactant,� sécrété� en� permanence� dans� la� lumière� alvéolaire,�

s’étale�en�un�film�de�0,2�sm�d’épaisseur�sur�la�face�interne�de�l’alvéole.�Agissant�comme�un�

véritable�tensio�actif,�son�rôle�principal�est�de�réduire�la�tension�superficielle�air/liquide�créée�

par�la�fine�couche�de�liquide�se�trouvant�à�la�surface�des�alvéoles�pulmonaires.�Il�empêche�le�

collapsus�des�alvéoles�lors�de�l’expiration�(Vives�Plourde,�2007).�En�outre,�en�cas�de�lésions�

du�tissu�respiratoire,� les�pneumocytes� II�sont�capables�de� régénérer� la�paroi�alvéolaire�en�se�

divisant,�puis�en�se�différenciant�en�pneumocytes�I.�

�

�������������������������������������������������
*�Épithélium�:�terme�général�désignant�le�tissu�fondamental�assurant�la�séparation�entre�l'intérieur�de�l'organisme�

et�le�milieu�l'extérieur.�Les�épithéliums�tapissent�les�organes�creux�de�l'organisme�et�participent�à�la�formation�de�

la�peau.�
*� La�membrane� basale�:� elle� correspond� à� une�matrice� extracellulaire� particulière� que� l'on� trouve� à� l'interface�

entre� un� épithélium� et� un� autre� tissu.� Sa� perméabilité� régule� les� échanges� de� molécules,� en� particulier� de�

nutriments,� entre� les� deux� tissus.� Elle� contribue� également� à� la� cohésion� structurale� de� l'épithélium.� Elle� est�

constituée�d'une�lame�basale�d'origine�épithéliale�et�d'une�lame�réticulaire�d'origine�conjonctive.�
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1.2. Les macrophages alvéolaires 

Présents�dans�la�lumière�de�l’alvéole,�les�macrophages�sont�des�cellules�qui�appartiennent�à�la�

famille�des�leucocytes*.�De�20�à�80�_m�de�diamètre,�ils�présentent�un�grand�noyau�arrondi�ou�

ovalaire� et� la� majeure� partie� de� la� cellule� est� composée� de� cytoplasme� (Figure� 17).� Ils�

proviennent�de�monocytes�du�sang�qui�ont�gagné�l'espace�septal�puis�les�lumières�alvéolaires.�

�

Noyau

Lysosomes Cytoplasme

Membrane 
cytoplasmique

�
�

Figure�17�:�Schéma�d’un�macrophage�et�de�ses�constituants�

�

Ils� sont� fixés� à� la�membrane� des� pneumocytes� I� grâce� à� des� récepteurs� (fibronectine),� eux�

mêmes�présents�sur�ces�pneumocytes,�assurant�leurs�déplacements�dans�la�lumière�alvéolaire.�

Ces� cellules� présentent� des� capacités� phagocytaires� accrues� par� rapport� à� celles� des� autres�

macrophages� de� l'organisme.� Elles� leur� permettent� de� capter� tous� les� corps� étrangers� qui�

arrivent� dans� l'alvéole� (poussières� organiques� et� inorganiques,� bactéries,� parasites� divers,�

etc.).� Ces� derniers� peuvent� être� soit� véhiculés� dans� les� vaisseaux� lymphatiques� situés� dans�

l’interstitium,� soit� entraînés� par� les� gaz� alvéolaires� dans� les� bronchioles,� les� bronches� et� la�

trachée� pour� être� déglutis� ou� expectorés� au� niveau� du� pharynx.�Ce�mécanisme� élimine� des�

poumons�plus�de�deux�millions�de�macrophages�alvéolaires�par�heure.�

D’autres� cellules� inflammatoires� peuvent� s’observer� dans� le� tissu� interalvéolaire�

(polynucléaires,� lymphocytes,� plasmocytes,� mastocytes).� S’introduisant� par� diapédèse†� (cf.�

Annexe�B),�leur�afflux�dépend�de�l’état�inflammatoire�ou�infectieux�des�poumons.�

�������������������������������������������������
*�Leucocytes�:�nom�générique�des�globules�blancs.�
†� Diapédèse�:� mécanisme� de� traversée� des� barrières� endothéliales� par� les� cellules� pour� rejoindre� le� lieu� de�

l’inflammation.�La�traversée�s'effectue�dans�les�jonctions�intercellulaires;�elle�est�contrôlée�par�des�récepteurs�sur�

les� endothéliums,� et� augmentée� en� cas� d'inflammation� (chimiotactisme� et� relâchement� des� jonctions).� Ce�

mécanisme�assure�les�passages�des�leucocytes�entre�le�sang�et�les�tissus.�
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�

1.3. Autres 

Suite� au� déclenchement� de� la� réaction� entre� particules� et� macrophages� d’autres� cellules�

pourront� se� retrouver� dans� le� tissu� interalvéolaire� (polynucléaires,� basophiles,� lymphocytes,�

etc.).�Certaines�d’entre�elles�possèdent�de� la�même� façon�que� le�macrophage� la�capacité�de�

phagocyter� les� particules� étrangères,� comme� les� polynucléaires� neutrophiles� (PMN).� Ces�

derniers� représentent� environ� 65%� des� globules� blancs� et� exercent� leurs� fonctions� tout�

particulièrement�dans�les�zones�inflammatoires.�Leur�durée�de�vie�est�courte,�inférieure�à�24�

heures,�avant�d’être�à�leur�tour�phagocytés�par�les�macrophages.�

�

Conclusion�:�

Le� système� d’étude,� défini� par� la� cavité� alvéolaire,� est� très� complexe� dans� la� réalité.� Par�

conséquent,�on�ne�peut�pas�reproduire�avec�certitude�l’environnement�réel�mais�seulement�se�

contenter� d’une� approche� simplifiée� qui� vise� à� étudier� un� type� cellulaire.� Représentant� la�

première�ligne�de�défense�face�aux�particules�inhalées,�nous�choisirons�de�travailler�avec�des�

macrophages.�

Il� nous� reste� à� voir� comment� le� macrophage� alvéolaire� participe� et� module� la� réaction�

inflammatoire�locale.�

�
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2. Interaction macrophage/particule 

Première� ligne� de� défense� face� aux� particules� inhalées,� le� macrophage� alvéolaire� interagit�

avec�la�particule.�La�cellule�se�déplace�via�ses�pseudopodes*�pour�engloutir�la�particule�par�un�

mécanisme�que�l’on�appelle�la�phagocytose.�Le�but�est�d’éliminer�la�particule�de�l’organisme.�

Nous�nous�intéresserons�principalement�à�cette�interaction�et�à�l’élimination�des�particules.�

�

2.1. La phagocytose 

Le�phénomène�de�phagocytose� est� le�principal�moyen�de�défense�de� l’organisme�contre� les�

agents�pathogènes� (particules�minérales,�virus,�bactéries,�etc.).� Il� s’agit�d’un�mécanisme�par�

lequel�une�particule�est�captée�à�l’intérieur�de�la�cellule�en�plusieurs�étapes�(Figure�18).�

�

Etape�de� reconnaissance� :� la�particule�est� identifiée�comme�un�agent�étranger� («�non�

soi�»)�par�le�macrophage�qui�se�déplace�vers�sa�direction.�

Etape� d’internalisation�de� la� particule�:�mécanisme�par� lequel� le�macrophage,� via� ses�

pseudopodes,�adhère�et�entoure�la�particule.�Ces�derniers�fusionnent�pour�former�une�vacuole�

intra�cytoplasmique�:�le�phagosome�(Greenberg�et�Silverstein,�1993).�

Fusion�du�phagosome�avec�les� lysosomes�:� les�vacuoles,�chargées�en�agents�chimiques�

(hydrolases� acides),� fusionnent� avec� le� phagosome� et� y� déversent� leur� contenu� formant� le�

phagolysosome.� Cette� étape� est� primordiale� pour� permettre� une� éventuelle� dégradation�

(dissolution,�cassure,�etc.)�de�la�particule�(Dumortier,�2003).�

:�Terminaison�:�

Soit�la�particule�à�l’intérieur�du�phagolysosome�est�digérée�et�le�contenu�des�débris�est�

déversé�par�exocytose�ou�conservé�dans� le�cytoplasme�du�macrophage�pour�que� l’ensemble�

soit�évacué�(ChapII,�2.2).�

Soit� la� particule� demeure� intacte� résistant� à� l’action� des� enzymes� et� reste� dans� le�

cytoplasme�du�macrophage� jusqu'à� sa�mort.�Le�mécanisme� reprend� alors� avec�de�nouvelles�

cellules�qui�vont�réitérer�le�mécanisme�de�manière�auto�entretenue.�

�

Que�deviennent�alors�les�particules�qui�ne�sont�pas�dégradées�?�

�������������������������������������������������
*�Les�pseudopodes�:�déformations�de�la�membrane�plasmique�qui�permettent�à�la�cellule�de�ramper�le�long�d'une�

surface�et�de�se�nourrir.�

1

2

3

4

5
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Figure�18�:�Mécanisme�de�phagocytose���internalisation�de�particules�minérales�
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2.2. Devenir des particules inhalées : clairance pu lmonaire 

La� toxicité� des� particules� inhalées� dépend� en� partie� de� leur� capacité� à� être� éliminées�

totalement�ou�partiellement�(processus�de�clairance).�Soit�les�particules�sont�dissoutes�dans�les�

fluides� biologiques� (mucus,� surfactant,� etc.)� avec� absorption� et� élimination� des� constituants�

solubilisés�;� soit�elles�sont�éliminées�mécaniquement� (toux,�éternuement).�Par�expulsion�des�

mucosités�nasales�et�trachéales�vers�le�pharynx�et�la�bouche,�l’homme�procède�à�l’évacuation�

des� particules� inhalées.� Ce� système� de� clairance� permet� ainsi� l’évacuation� de� millions� de�

macrophages�chargés�en�particules�depuis�les�bronches�les�plus�profondes�avec�une�vitesse�qui�

va�dépendre�de�l’étage�pulmonaire.�

�

:�La�clairance�muco:ciliaire��

Ce�mode�de�clairance�concerne�les�zones�respiratoires�supérieures�et�trachéobronchique.�Nous�

avons� vu� que� les� particules� qui� n’atteignent� pas� les� alvéoles� pulmonaires� sont� arrêtées� et�

engluées�dans�le�mucus.�Le�drainage�muco�ciliaire�permet�leur�évacuation�vers�le�pharynx�où�

elles�seront�dégluties�ou�expectorées�en�48�heures�(Bailey�et�al.,�1982).�De�nombreux�facteurs�

peuvent� influencer� ou� endommager� ce� transport� muco�ciliaire� rendant� ainsi� le� système�

respiratoire�plus�vulnérable�(asthme,�tabagisme,�pollution�atmosphérique,�etc.).�

�

:�La�clairance�alvéolaire�

Les�particules�qui�atteignent�les�alvéoles�pulmonaires�sont�principalement�phagocytées�par�les�

macrophages� alvéolaires.� Ce� processus� rapide� s’effectue� en� quelques� heures�mais� demeure�

saturable�(Oberdörster,�1997�;�Bermudez�et�al.,�2004).�La�majorité�des�particules�piégées�dans�

le�surfactant�est�phagocytée�en�24�heures�(Stuart,�1976�et�1984).�Par�suite,� les�macrophages�

alvéolaires� chargés� de� particules� peuvent� quitter� la� région� pulmonaire� soit� en� remontant�

progressivement�via�le�tapis�muco�ciliaire,�ou�soit�en�migrant�vers�le�système�lymphatique*.�Si�

le�macrophage�meurt�en�restant�dans�la�lumière�de�l'alvéole,�il�est�autolysé�et�le�matériel�non�

digérable�est�libéré�puis,�à�nouveau�phagocyté�par�de�nouvelles�cellules�et�ainsi�de�suite.�

�

�

�

�������������������������������������������������
*� La� lymphe�:� liquide� baignant� les� organes� dont� la� composition� est� analogue� à� celle� du� plasma� sanguin.� Elle�

contient�des�globules�blancs,�notamment�des�lymphocytes.�
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Le�phénomène�devient�plus�complexe�avec�la�diffusion�des�particules�ultrafines�vers�d’autres�

organes�par�translocation*�et�dont�on�ignore�le�devenir�(Figure�19).��

�

1�nm 10�nm 100�nm 1�_m 10�_m

Cellules�épithéliales
Élimination�par�phagocytose�des�

macrophages�alvéolaires

Passage�dans�le�sang�et�la�lymphe

�
�

Figure�19�:�Mécanismes�de�clairance�alvéolaire�en�fonction�de�la�taille�de�particule�d’après�le�modèle�de�

Hoffman�sur�les�particules�insolubles�(Hoffman�et�al.,�2003)�

�

Ce�phénomène�de�translocation�reste�aujourd’hui�le�support�de�nombreux�travaux�relatifs�aux�

nanoparticules�(Oberdörster,�2002�;�Nemmar�et�al.,�2004�;�Geys�et�al.,�2005)�et�peut�expliquer�

que�des�maladies�aient�été�observées�dans�d’autres�compartiments�(foie,�rein,�cerveau,�cœur,�

plèvre).�

Ainsi,�la�cinétique�de�clairance�au�niveau�alvéolaire�varie�suivant�le�processus�impliqué�et�la�

taille�des�particules�mais�reste�en�général�comprise�entre�plusieurs�semaines�et�plusieurs�mois�

voire�des�années�pour�l’élimination�de�particules�relativement�insolubles.�

�

L’organisme�a�une�aptitude�à�éliminer�les�particules�inhalées,�même�si�ces�mécanismes�sont�

longs� et� fragiles� (saturation,� etc.).�Les�particules� sont,� soit� entrainées� avec� les�macrophages�

via� le� tapis�muco�ciliaire,�soit�demeurent�dans� la�cavité�alvéolaire.�Dans�ce�cas�précis,�elles�

participent�à�l’inflammation�entretenue�des�tissus.�

�

Les�particules�de�SiC�sont�insolubles�(Cichy,�1989)�et�vont�séjourner�suffisamment�longtemps�

dans�l’organisme.�Il�est�donc�important�de�chercher�à�évaluer�leur�activité�biologique.�

�

�������������������������������������������������
*�Translocation:�passage�des�barrières�physiologiques.�

�
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3. Activité biologique 

Bien� que� dans� les� alvéoles� pulmonaires� la� réponse� immunitaire� fasse� intervenir� différents�

types� de� cellules� nous� avons� choisi� de� ne� travailler� qu’avec� les�macrophages� pour� évaluer�

l’activité�biologique�des�particules�de�SiC.�

La� biopersistance*� des� particules� va� être� à� l’origine� de� granulomes,� clusters� et� corps�

ferrugineux�retrouvés�dans�les�tissus�pulmonaires�des�travailleurs�des�usines�de�SiC�longtemps�

après�leur�exposition�(Funahashi�et�al.,�1984�;�Hayashi�et�Kajita,�1988).�

Outre� l’élimination� des� particules� par� la� phagocytose,� les� macrophages� sont� extrêmement�

importants�dans�l’orchestration�de�la�réponse�immunitaire.�En�effet,�ils�favorisent�l’attraction�

des� leucocytes� sur� le� lieu� de� l’inflammation� et� entraînent� leur� activation� de�même�que� leur�

production�dans� la�moelle�osseuse.�Pour�ce� faire,� les�macrophages� sécrètent�des�médiateurs�

solubles�tels�que�les�cytokines,�facteurs�de�croissance,�espèces�réactives�oxygénées*�et�autres�

médiateurs�de�l’inflammation,�tout�au�cours�de�l’interaction�avec�les�particules.�

Bien� qu’ayant� des� rôles� différents� et� multiples,� ces� diverses� molécules� (cytokines,� ROS),�

protéines� et� enzymes� (LDH,� β�glucuronidase,� Caspase� 3� and� 5,� etc.)� vont� pouvoir� être�

caractéristiques�de�certains�domaines�de�la�réponse�cellulaire.�Sur�ce�principe,�de�nombreuses�

études� se� sont� attachées� à� évaluer� la� toxicité� des� particules� fines� et� nano� en� suivant� l’état�

d’inflammation� (Fisher� et� al.,� 2000�;� Jimenez� et� al.,� 2002,� Brown� et� al.,� 2004),�

l’endommagement�et�la�mort�cellulaire�(Allen�et�al.,�1995�;�Bruch�et�al.,�2004�;�Shvedova�et�

al.�2005),�la�stress�oxydant�(Goodlick�et�Kane,�1986�;�Vallyathan�et�al.,��1992�;�Kamp�et�al.,�

1992�;�Hill�et�al.,�1995),�les�mutations�de�l’ADN�(Nehls�et�al.,�1997�;�Svensson�et�al.,�1997�;�

Cakmak�et�al.,�2004),�etc.�

Il�en�résulte,�que�le�suivi�de�certains�de�ces�paramètres�va�permettre�d’évaluer�l’intensité�de�la�

réponse�cellulaire�et�d’avoir�ainsi�une�idée�globale�de�l’activité�biologique�des�particules.�

�������������������������������������������������
*� La� biopersistance�:� la� biopersistance� des� particules� inhalées� déposées� dans� les� voies� respiratoires� peut�être�

définie� comme� leur� capacité� à� résister� au� cours� du� temps� aux� mécanismes� d'épuration� et� aux� modifications�

physiques�(fragmentation)�ou�chimiques�(dissolution)�qui�interviennent�dans�le�tissu�pulmonaire.�

*�Espèces�Réactives�Oxygénées�(ERO)�plus�communément�appelé�ROS�pour�Reactive�Oxygen�Species�:� terme�

général�qui�englobe�les�radicaux�libres�et�les�espèces�oxygénées�(H2O2,�…)�produits�lors�du�stress�oxydant.�

�
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3.1. Etat d’inflammation : TNF- α 

L'inflammation�est�la�réponse�des�tissus�vivants,�vascularisés,�à�une�agression.�Dans�le�cas�de�

l’inhalation�des�particules�minérales�de�SiC,�des�réactions�inflammatoires�ont�été�observées�se�

manifestant�par�des�fièvres,�irritations�et�douleurs�pulmonaires�(Funahashi�et�al.,�1984).�

Les� macrophages� sécrètent� principalement� trois� cytokines� dites� pro�inflammatoires,� l’IL�1,�

l’IL�6�et�le�TNF�α�avec�pour�fonctions�communes�celles�de�provoquer�la�fièvre,�d’induire�la�

production�de�protéines�(opsonines,�fibrinogène)�qui�jouent�un�rôle�primordial�dans�la�réponse�

immunitaire.��

�

Au� niveau� tissulaire,� le� TNF�α� active� l’endothélium� vasculaire� (capillaire� sanguin)� qui�

deviendra�plus�perméable�et� induit� l’expression�des�adhésines�endothéliales�qui� favoriseront�

l’adhérence�des�leucocytes�et�leur�passage�dans�la�cavité�alvéolaire�par�extravasation.�Il�induit�

également� l’activation� d’enzymes� (phospholipase� A2)� responsables� de� la� production� des�

prostaglandines�et�des�leucotriènes�qui�participent�aux�divers�effets�et�symptômes�précédents�

(Aggarwal� et� Natarajan,� 1996).� Par� ailleurs,� le� TNF�α� permet� l’activation� autocrine� des�

macrophages,�en�augmentant,�entre�autres,�le�stress�oxydant,�la�cytotoxicité�et�la�phagocytose�

(Aggarwal� et�Natarajan,� 1996).�De� la�même� façon,� il� active� les� cellules� épithéliales� ce� qui�

conduit�à�la�libération�de�médiateurs�cytotoxiques�et�de�radicaux�de�l'oxygène.�La�persistance�

des�effets�à�long�terme�a�pour�conséquence�une�inflammation�chronique*.�

�

Véritable� tour� de� contrôle� de� la� réaction� inflammatoire,� le� TNF�α� est� un� paramètre� clef� de�

l’inflammation�et�a�été�très�souvent�utilisé�dans�les�études�relatives�aux�particules�(Borm�et�al�

1992�;�Bruch�et�al.�1993/2004�;�Fisher�et�al.,�2000�;�Nadif�et�al.,�2003)�et�aux�nanoparticules�

(Shvedova�et�al.�2005�;�Kagan�et�al.,�2006).�

�

Dans�le�cadre�de�notre�étude,�nous�étudierons�la�cytokine�pro�inflammatoire�TNF�α�qui�sera�le�

paramètre�de�l’état�d’inflammation�des�macrophages.�

�

�������������������������������������������������
*� Inflammation�aiguë/chronique�:�une� inflammation�aiguë� a� lieu�dans� les�premiers� stades�de� l’interaction�entre�

l’organisme� et� les� particules.� La�persistance�des� réactions� à� long� terme� conduit� à� une� aggravation�des� risques�

encourus.�On�parle�alors�d’inflammation�chronique.�
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3.2. Endommagement et mort cellulaire : LDH 

L’endommagement�et�la�mort�des�cellules�est�un�domaine�très�important�en�toxicité�et�permet�

d’évaluer�le�potentiel�cytotoxique*�des�particules.�On�distingue�deux�types�de�mort�cellulaire�:�

l’apoptose� et� la� nécrose� (Alberts,� 1995).� Les� cellules� devenues� inutiles,� endommagées� ou�

potentiellement�dangereuses�sont�détruites�par�un�processus�de�«�suicide�cellulaire�»�fortement�

régulé�appelé�“mort�cellulaire�programmée”�ou�apoptose.��A�contrario,�la�nécrose�est�une�mort�

cellulaire�dite�“accidentelle”�qui�survient�lors�d'un�dommage�tissulaire�avec�gonflement�suivi�

de�l’éclatement�de�la�cellule�qui�déverse�alors�son�contenu�cellulaire�dans�le�tissu�environnant�

et�provoque�ou�contribue�localement�à�l’inflammation.�

�

L’indicateur� le�plus�employé�dans�le�cadre�d’étude�de�toxicité�de�particules�minérales�est� la�

lactate� déshydrogénase� (LDH).� C’est� une� enzyme� présente� dans� toutes� les� cellules� de�

l'organisme.��

En� pratique,� la� présence� de� LDH� dans� le� sang� ou� les� sécrétions� des� liquides�

bronchoalvéolaires�traduit�une�cytolyse*�voire�une�augmentation�de�la�perméabilité�vasculaire�

responsable�de� la�genèse�des�oedèmes�pulmonaires�observés� lors�d'expositions�aiguës�à�des�

particules�(Jhonston�et�al.,�2000).�Par�conséquent,� le�relargage�de�cette�molécule�traduit�une�

dégradation�précoce�conduisant�à�la�mort�de�la�cellule�et�donc�à�une�cytotoxicité�des�particules�

testées�(Bruch�et�al.,�2004).�

Ainsi,�la�très�grande�majorité�des�études�évaluant�la�cytotoxicité�des�particules�fines�(Jhonston�

et�al.,�2000�;�Cakmak�et�al.,�2004,�Bruch�et�al.,�2004)�ou�ultrafines�(Lin�et�al.,�2006�;�Thevenot�

et�al.,�2008)�utilise�le�paramètre�LDH.��

�

Pour�évaluer�la�cytotoxicité�des�particules�de�SiC,�nous�choisirons�la�LDH�comme�paramètre.��

�

�

�

�������������������������������������������������
*�Cytotoxicité�:�on�entend�par�cytotoxicité�la�propriété�d’un�agent�(chimique,�biologique,�minérale)�à�altérer�les�

cellules�jusqu’à�les�détruire.�
*�Cytolyse�:�destruction�des�cellules,�spontanée�ou�provoquée.�
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3.3. Stress oxydant : H 2O2, radicaux libres 

Les� cellules� en� état� d'oxydo�réduction� normal,� ont� une� concentration� basale� en� espèces�

réactives�de�l'oxygène�et�de�l’azote�(O2•
�,�H2O2,�HO•,�ROO•,�R•,�NO•,�ONOO��etc.).�Souvent,�

on�emploie� le� terme�de� radicaux� libres�pour�désigner�ces�espèces�même�si�certaines�d’entre�

elles� (H2O2,� ONOO�,� etc.),� se� comportant� biologiquement� comme� tel,� ne� sont� pas,�

chimiquement�parlant,�des�radicaux�libres.�

Il� existe� un� équilibre� dans� les� cellules� entre� la� formation� et� l'élimination� de� ces� espèces�

réactives�et� lorsque�ce�dernier�est� rompu,� il� survient�un�«�stress�oxydant�».�Ainsi,�on�entend�

par�stress�oxydant�un�déséquilibre�entre�les�systèmes�de�défense�et�de�production�de�radicaux�

libres.�

Leur� présence� naturelle� permet� de� protéger� l'organisme� contre� les� agents� étrangers� et� les�

cellules�tumorales.�Cependant,�en�forte�concentration,�ces�mêmes�radicaux�libres�sont�aussi�à�

l'origine� de� dommages� cellulaires� irréversibles� par� réaction� avec� les� composants� cellulaires�

tels� que� les� lipides� (Lin� et� al.,� 2006�;�Lundborg� et� al.,� 2007),� les�protéines� (Fenoglio� et� al.,�

2003�;�Governa�et�al.�2005)�et�l’ADN�(Fubini�et�Hubbard,�2003�;�I.�Rahman�et�al.,�2002�;�Q.�

Rahman� et� al.,� 2002).� L’ensemble� de� ces� effets� contribue� à� l’entretien� de� la� réponse�

inflammatoire,� au� dysfonctionnement� cellulaire� et� à� la� destruction� des� tissus.� Cet� équilibre�

implique�qu’il�existe�des�médiateurs�qui�vont�contribuer�ou�inhiber�le�stress�oxydant.�

�

:�Médiateurs�du�stress�oxydant�

Les� espèces� réactives� oxygénées� (ROS)�:� issues� de� l’oxygène,� elles� peuvent� se� former� au�

niveau� des� mitochondries� ou� du� cytosol� (NADPH� oxydase,� xanthine� oxydase).� Au� départ�

l’oxygène�moléculaire� est� réduit� de� façon� progressive� et� contrôlée� en�H2O�par� apport� de� 4�

électrons.�En�revanche,�sa�réduction�incomplète�conduit,�par�transfert�d’un�électron,�au�radical�

superoxyde� (O2•
�),� transformé�sous� l’action�de� la�superoxyde�dismutase� (SOD)�en�peroxyde�

d’hydrogène�(H2O2)�(Figure�20).�Par�addition�de�nouveaux�électrons,�H2O2�donne�naissance�

au� radical� hydroxyle� (HO•).� Ce� dernier,� hautement� réactif,� peut� s’attaquer� à� la� plupart� des�

macromolécules� (hydrates� de� carbone,� protéines,� acides� nucléiques,� lipides,� etc.),�

désorganisant� leur� structure� chimique� et� altérant� leurs� fonctions� biologiques� (Babior� et� al.,�

1999/2000).�

�
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Figure�20�:�Schéma�récapitulatif�du�stress�oxydant�

�

Les� espèces� réactives�azotées
*
� (RNS)�:� le�monoxyde�d’azote� est� une�molécule�qui�peut� être�

libérée� par� les� macrophages.� Il� est� produit� sous� l’action� de� la� NO� synthase� (NOS),� en�

particulier�de�sa�forme�inductible�(iNOS)�au�cours�des�phénomènes�inflammatoires�aigus�ou�

chroniques� à� partir� d’arginine,� d’oxygène� et� de�NADPH� (Hevel� et� al.,� 1991�;� Pacher� et� al.,�

2007).� Sa� production� par� le� macrophage� a� pour� but� de� contribuer� à� la� réponse� cellulaire�

(vasodilatation� des� capillaires,� accroissement� du� débit� sanguin,� etc.).�En� présence� d'un� taux�

élevé� d'ion� superoxyde� O2•
�,� le� monoxyde� d'azote� permet� la� formation� d'ion� peroxonitrite�

ONOO��(Fubini,�1998�;�Pacher�et�al.,�2007),�puissant�agent�oxydant�et�nitrant,�responsable�de�

nombreux�phénomènes�d'apoptose.�Il�existe�d’autres�réactions�chimiques�qui�conduisent�à�la�

formation� d’acide� hypochloreux� (HClO),� hypobromeux� (HOBr),� d’oxygène� singulet� qui�

participent�de� la�même� façon�au�stress�oxydant�global�mais�que�nous�ne�développerons�pas�

dans�le�cadre�de�cette�étude.�

�

�������������������������������������������������
*� Espèces� Réactives� Azotées� (ERN)� plus� communément� appelé� RNS� pour�Reactive� Nitrogen� Species�:� terme�

général�qui�englobe�les�radicaux�libres�et�les�espèces�azotées�(ONOO�,�…)�produits�lors�du�stress�oxydant.�
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:�Défenses�antioxydantes�

La� défense� anti�oxydante� s’effectue� par� le� biais� de� systèmes� enzymatiques� spécifiques�

présents� dans� la� plupart� des� cellules� (superoxyde� dismutase,� catalase� et� glutathione�

peroxydase),� des� enzymes� de� piégeage� des� métaux� libres� de� transition� (Cu2+,� Fe2+)� et� des�

antioxydants�d’origine�alimentaire�(vitamines�E,�C,�β�carotène,�etc.)�susceptibles�de�piéger�les�

radicaux�libres�sous�une�forme�peu�réactive�(Figure�20).�Ces�éléments�tendent�pour�une�part�à�

empêcher� la� formation� et� pour� une� autre� part� à� réparer� ou� limiter� les� dégâts� causés� par� les�

dérivés�réactifs�de�l’oxygène�(Evans�et�Halliwell,�2001).�Ainsi,�des�études�évaluent�le�stress�

oxydant�des�particules�en�suivant�la�diminution�de�ces�médiateurs�anti�oxydants�dans�le�milieu�

biologique�tel�que�le�glutathion�GSH�(Fenoglio�et�al.,�2003�;�Lin�et�al.,�2006�;�Shvedova�et�al.,�

2008),�la�cystéine�CSH�(Fenoglio�et�al.,�2003),�etc.��

�

Comment�évaluer�le�stress�oxydant�?�

H2O2� est� une�molécule�essentielle�du� stress�oxydant� et� suffisamment� stable�pour� être�dosée�

dans�le�milieu�biologique.�En�revanche�le�dosage�des� radicaux�libres�est�plus�complexe�;�en�

effet� la�présence�d'un�électron�célibataire� leur�confère�une�grande� instabilité�et�une�extrême�

réactivité�chimique�dans�des�processus�le�plus�souvent�non�spécifiques�(Fubini,�1998�;�Fubini�

et� Hubbard,� 2003).� Leur� étude,� délicate� en� milieu� biologique,� s’est� développée� ces� dix�

dernières� années� avec� l’utilisation� de� méthodes� de� détection� telle� que� la� RPE� (Résonance�

Paramagnétique�Electronique)�en�milieu�acellulaire*�(Fubini,�2007).�

Dans�de�tels�milieux�riches�en�H2O2�et�groupements�R�H�communs�aux�protéines�cellulaires,�

il�a�été�observé�au�contact�de�certaines�particules�la�génération�de�radicaux�libres�très�réactifs�

(HO•,�R•,�RCOO•)�qui�ont�pu�être�piégés�dans�des�espèces�paramagnétiques�plus� stables�et�

dosées�par�cette�technique�(Fubini�et�al.,�1995).�A�ce�jour,�il�n’existe�pas�de�données�sur�les�

particules�de�SiC,�cependant�cette�méthode�a�été�utilisée�pour�diverses�particules�:�des�fibres�

d’amiante�(Aldieri�et�al.,�2001�;�Gazzano�et�al.,�2005),�des�particules�fines�de�silice�(Fenoglio�

et�al.�2003�;�Governa�et�al.�2005),�des�nanotubes�de�carbone�(Kagan�et�al.,�2005�;�Fenoglio�et�

al.,�2006),�etc.�Cette�méthode�de�dosage�des�radicaux�libres�permet�de�mettre�en�évidence�la�

capacité� des� particules� à� participer� à� la� génération� des� radicaux� libres� au� contact� d’agents�

constitutifs�ou�produits�par�la�cellule.�

�������������������������������������������������
*�Milieu�acellulaire�:�milieu�artificiel�sans�cellule.�
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Conclusion�:�

Le�rôle�des�ROS�a�été�établi�dans�un�grand�nombre�de�maladies�pulmonaires�inflammatoires�

causées� par� l’inhalation� chronique� de� particules� (Fubini,� 1998�;� Fujimura,� 2000�;� Jeffery,�

2001).� Etudier� le� stress� oxydant� s’avère� être� indispensable� pour� évaluer� la� toxicité� des�

particules.�

Dans� le� cadre� de� cette� étude,� la� contribution� des� particules� de� SiC� au� stress� oxydant� des�

cellules� sera� effectuée� par� suivi� de� la� production� de� peroxyde� d’hydrogène� en� milieu�

extracellulaire*.� En� complément,� sera� évaluée� la� capacité� des� particules� à� participer� à� la�

génération�de�radicaux�libres�(HO•,�COO•�)�en�milieu�acellulaire.�

�

Ainsi,�nous�allons�étudier�divers�domaines�de�la�réponse�cellulaire�pour�avoir�une�idée�globale�

de� l’activité� biologique� des� particules� de� SiC,� à� savoir� l’état� d’inflammation,� la� mort� et�

l’endommagement�cellulaire�et�le�stress�oxydant.�

�

Etat d’inflammation

Sécrétion de Cytokines 
pro-inflammatoires :  

TNF-α
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et mort cellulaire
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cytoplasmiques : LDH
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�
�

Figure�21�:�Principe�du�suivi�de�l’activité�biologique�de�particules�de�SiC�sur�des�macrophages�activés

�������������������������������������������������
*�Milieu�extracellulaire�:�milieu�biologique�dans�lequel�baignent�les�cellules.�
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4. Influence des paramètres physico-chimiques dans l ’activité biologique 

Une�particule�peut�se�schématiser�par�une�structure�de�corps�et�une�structure�de�surface�(Figure�22)�

qui�interviennent�ensemble�sur�la�toxicité�de�la�particule�(Lacroix,�2007).�Bien�que�des�liens�entre�

l’inhalation�de�particules�et�les�effets�biologiques�aient�été�établis,�les�causes�exactes�à�l’origine�des�

effets� observés� ne� sont� pas� encore� clairement� définies.� La� masse� des� particules,� leur� taille,� leur�

nombre,� leurs� propriétés� de� surface,� leur� composition� chimique,…�peuvent� influencer� la� réponse�

biologique�mais� il� est� encore�difficile�de�quantifier�celle�ci� (Lacroix,�2007).�La�mise�en�évidence�

des� paramètres� physiques� et/ou� chimiques� qui� interviennent� dans� l’activité� biologique� reste� un�

problème�extrêmement�complexe�(Fubini,�1997,�Oberdoster�et�al.,�2005).��

�

Paramètres physiques

Paramètres chimiques

� Taille et surface

� Morphologie

� Nature/organisation des groupements de surface

� Rôles des substances adsorbées (organiques, inorganiques)

� Structure cristallographique

� Radicaux de surface

� …

Structure de corps

Structure de surface

� …

� Microtopographie de la surface 

�
�

Figure�22�:�Synthèse�de�divers�paramètres�physico�chimiques�des�particules�influençant�la�réponse�biologique�

�

Une�longue�tradition�a�associé�le�risque�résultant�de�l'exposition�aux�particules�à�l'estimation�de�leur�

concentration�massique�dans� l'atmosphère.�Comme�le�souligne�Hervé�Bazin�(Hervé�Bazin,�2007),�

le�problème�spécifique�des�particules�ultrafines�a�remis�en�cause�le�fait�de�raisonner�uniquement�en�

dose�en�interprétant�certains�résultats�en�surface�et�en�nombre,�ainsi�«�s'il�est� justifié�de�parler�de�

toxicité�spécifique�des�particules…en�raison�de�l'intervention�parfois�prédominante�de�paramètres�

physiques� (surface,� taille,� nombre,� etc.),� il� convient� de� ne� pas� oublier� les� enseignements� de� la�

toxicologie,�à�savoir�que�la�nature�de�la�substance�joue�toujours�un�rôle�de�première�importance�».�

�

Dans�cette�partie,�nous�verrons�les�principales�caractéristiques�physiques�et�chimiques�de�particules�

de� diverses� natures,� connues� pour� influencer� la� réponse� biologique� (In� Vivo� et� In� Vitro).� Cette�

approche� nous� permettra� de�mieux� cerner� les� paramètres� qui� peuvent� intervenir� dans� la� réponse�

biologique�et�d’orienter�notre�étude�sur�les�particules�de�SiC.�
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4.1. Paramètres physiques 

4.1.1. Masse�des�particules�

En� toxicologie,� à� défaut� de� pouvoir� établir� des� relations� avec� la� surface� et/ou� le� nombre� des�

particules,�les�résultats�sont�généralement�exprimés�en�dose�massique�(Fubini,�1998�;�Oberdörster�et�

al.,� 2005).� Ainsi,� des� relations� entre� la� dose�massique� et� la� réponse� de� macrophages� alvéolaires�

(inflammation,�stress�oxydant)�ont�été�observées�pour�des�poudres�microniques�de�silice�(Bruch�et�

al.,�2004).�D’autres�données� sur�des�PUF�de� la�pollution�environnementale� (Saldiva�et� al.,�2002�;�

Ghio� et� al.,� 2003)� ont� montré� des� corrélations� significatives� entre� la� masse� des� particules� et�

respectivement� certains� paramètres� hématologiques� étudiés� (diminution� du� nombre� de� globules�

blancs,�l'abaissement�des�concentrations�de�LDH,�l'élévation�du�taux�de�fibrinogène�sanguin)�ou�des�

indicateurs�chimiques�dans�les�lavages�bronchoalvéolaires�de�rats.�

�

4.1.2. Nombre�de�particules�

Le� nombre� de� particules� peut� être� utilisé� dans� l’interprétation� des� résultats,� en� particulier� si� l’on�

étudie�des�particules�de�taille�contrôlée.�Dans�la�pratique,�les�particules�étudiées�sont�polydisperses�

ce�qui�rend�difficile�une�évaluation�précise�de�ce�paramètre.�Néanmoins,�des�travaux�ont�permis�de�

souligner�l’implication�de�ce�dernier�dans�la�réponse�biologique.�

Ainsi,� l’étude� après� instillation� intratrachéale� *� chez� des� rats,� de� la� rétention� pulmonaire� de�

particules� fines� et� ultra�fines� de� TiO2,� a� permis� d’établir� des� corrélations� entre� les� fractions� de�

particules�non�récupérables�par� lavage�pulmonaire�et� la�dose�exprimée�en�nombre�de�particules�et�

non�en�masse� (Ferin�et� al.,�1992).�De� façon�similaire,� l’évaluation�du� rôle�possible�des�particules�

fines�ou�ultrafines�de�la�pollution�environnementale�sur� les�fonctions�respiratoires�d’un�groupe�de�

personnes�a�souligné�des�corrélations�avec�le�nombre�moyen�de�particules�plutôt�qu'avec�la�masse�

(Peters�et�al.,�1997�;�Penttinen�et�al.,�2001).�

�

4.1.3. Surface�et�taille�des�particules�

La� taille� est� un� paramètre� important� dans� les� mécanismes� de� transport� puisqu’elle� conditionne�

l’entrée�des�particules�dans�les�voies�respiratoires�(Witschger,�2007).�Pour�des�particules�de�même�

nature,�plus� la� taille�diminue�et�plus� leur�comportement�diffère.�Ainsi,�de�nombreuses�différences�

ont�été�soulignées�entre�des�nano�et�microparticules�de�même�nature�chimique�(cf.�Annexe�C).�
�������������������������������������������������
*� Instillation� intratrachéale�:� méthode� d’exposition� qui� introduit� les� particules� directement� dans� les� poumons� par� la�

trachée�en�évitant�les�mécanismes�de�protection�des�voies�aériennes�supérieures.�
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Dans� la� pratique,� les� résultats� sont� convertis� de� dose� massique� en� surface.� Si� l’on� compare� des�

particules� de� même� composition� chimique� mais� de� dimensions� différentes,� on� peut� s’attendre� à�

avoir�deux�types�de�comportements�(Fubini,�2007)�:��

:�Les�effets�observés�sont� identiques�:�ces�derniers�sont�principalement�dus�à� l’interaction�de�sites�

actifs�présents�en�surface�des�particules�avec� le�milieu�biologique�qui�augmentent�avec� la�surface�

des�particules�(Lison�et�al.,�1997�;�Oberdörster�et�al.,�2000�;�Brown�et�al.,�2001�;�Donaldson�et�al.,�

2002)�(Figure�23).�

�
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Figure�23�:�Pourcentage�de�PMN�recrutés�dans� les�alvéoles�pulmonaires�après�24h�d’inflammation�déclenchée�

par� instillation� intratrachéale� de� particules� de� TiO2.� La� surface� des� particules� (B)� semble� être� le� système�

dosimétrique�le�plus�approprié�plutôt�que�la�masse�(A)�pour�comparer�les�résultats�(Oberdörster�et�al.,�2000).�

�

:� � les� effets� observés� sont� différents� quel� que� soit� le� système� de� mesure� considéré� (massique,�

surfacique)�:�dans�ce�cas,�cette�différence�se�justifie�soit�par�la�présence�d’un�autre�paramètre�pour�

influencer� la� réponse� biologique� tels� que� la� morphologie,� la� structure� cristalline� (Warheit� et� al.,�

2006)�soit�par� le�changement�de�caractéristiques� lorsque� la� taille�des�particules�diminue�(Lison�et�

al.,�1997�;�Fubini�et�al.,�1999�;�Warheit�et�al.,�2006).�

�

Ainsi,� des� études� très� variées� sur� des� particules� de� diverses� natures� (TiO2,� BaSO4,� C,� particules�

diesels,�Co3O4,�etc.)�ont�permis�de�mettre�en�évidence�des�corrélations�entre�la�taille�des�particules�

et� certaines� caractéristiques� de� la� toxicité� à� savoir�:� la� pénétration� dans� l’interstitium� pulmonaire�

(Oberdorster�et�Yu,�1990�;�Oberdorster�et�al.,�1990/1992),�la�translocation�(Oberdorster�et�al.,�1990�;�

Ferin�et�al.,�1991�;�Kreyling�et�al.,�1993�;�Tran�et�al.,�2000),�la�charge�volumique�des�macrophages�

alvéolaires�(Oberdorster�et�al.,�1992/1994),�l’altération�de�leurs�capacités�phagocytaires�(Möller�et�

al.,�2002�;�Hoffmann�et�al.,�2003�;�Renwick�et�al.,�2004)�et�la�réponse�inflammatoire�(Lison�et�al.,�

1997�;�Oberdorster�et�al.,�2000�;�Tran�et�al.,�2000�;�Brown�et�al.,�2001�;�Höhr�et�al.,�2002).�
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4.1.4. Morphologie�et�microtopographie�

A� notre� connaissance,� il� n’existe� pas� à� ce� jour� de� données� biologiques� relatives� à� ces�

caractéristiques.� On� peut� cependant� supposer� que� la� forme� de� la� particule� et� la� topographie� de�

surface�peuvent�intervenir�dans�l’activité�biologique�des�particules.�

:�La�morphologie�:�comme�la�taille,�elle�intervient�dans�les�mécanismes�de�transport�des�particules�

dans� les� voies� respiratoires� (Witschger,� 2007)� et� vraisemblablement� dans� les� mécanismes� de�

translocation�(Dumortier,�2003).�

:�La�topographie�:�la�topographie�de�surface�peut�probablement�jouer�un�rôle�dans�les�phénomènes�

d’adhésion�de�matériels�biologiques� (protéines,�cellules,�etc.)�et�de� réactivité�de�surface�(radicaux�

libres,� impuretés,� etc.).� En� effet,� si� l’on� calque� la� topologie� de� surface� de� notre� particule� sur� le�

modèle�théorique�de�l’étude�des�défauts�(Figure�24),�on�peut�comprendre�une�possible�implication�

de�l’aspect�de�surface�dans�les�mécanismes�biologiques.�

�
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Figure�24�:�Défauts�de�surface�selon�le�modèle�TLK*�(Hocella,�1990)�

�

A�l’échelle�microscopique�ou�atomique,�la�morphologie�de�surface�des�particules�pourrait�à�défaut�

d’expliquer,�assurer�une�meilleure�illustration�de�la�réactivité�de�surface�et�des�sites�réactifs�(Fubini,�

1998�;�Hocella,�1993).�Ainsi,�il�est�connu�que�des�surfaces�rugueuses�sont�en�général�plus�réactives�

que� des� surfaces� «�lisses�»� (Hocella,� 1990).� Par� conséquent� ce� paramètre,� comme� la� présence� de�

plans� de� clivage� ou� cristallographiques� différents� peuvent� être� impliqués� dans� la� réactivité� de�

surface�via�la�présence�et�le�nombre�de�sites�réactifs,�la�structure�électronique,�la�charge�de�surface,�

etc.�(Hochella,�1990�;�Eggleston�et�Hocella,�1992�;�Fubini,�1998).�

�

Même�si�dans�l’absolu�ces�paramètres�sont�intimement�liés,�nous�nous�efforcerons�de�présenter�les�

résultats� en� dose� et� en� surface� qui� nous� paraissent� être� des� systèmes� judicieux� et� facilement�

accessibles.�

�������������������������������������������������
*�Le�modèle�TLK�(Terrace�Ledge�Kink)�:�modèle�de�représentation�d'une�surface�et�de�ses�défauts�à�l'échelle�atomique.�
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4.2. Paramètres chimiques : réactivité de surface 

Les�interactions�entre�cellules�et�particules�font�essentiellement�intervenir�la�chimie�de�surface�des�

particules.� Longtemps� ignorée,� au� profit� des� paramètres� physiques,� la� «�réactivité� de� surface� des�

particules�»�est�aujourd’hui�une�donnée�essentielle�pour�interpréter�la�réponse�biologique.�Le�terme�

réactivité� de� surface� recouvre� plusieurs� caractéristiques� à� savoir� la� nature� et� l’organisation� des�

groupements,� la�nature�des�espèces�adsorbées�et�des� impuretés�chimiques,�etc.�L’ensemble�de�ces�

caractéristiques�participe�à�l’intensité�de�la�réponse�inflammatoire�(Fubini,�1997).�

�

4.2.1. Nature�et�organisation�des�groupements�chimiques�

Certains�sujets�sur�diverses�particules�(SiO2,�Polystyrène,�etc.)�ont�permis�de�souligner�le�rôle�de�la�

fonctionnalisation�de�la�surface�des�particules�dans�l’activité�biologique�(Fubini�et�al.,�2004).�Cette�

réactivité�de�surface�est�principalement�due�à� la�nature�des�groupements�pouvant�être�présents�en�

surface�des�particules�(OH,�COO�,�NH2,�SO3H,�ion�métalliques,�etc.).�Parmi�les�effets�étudiés,�ces�

groupes� fonctionnels� sont� impliqués� dans� l’établissement� de� liaisons� hydrogènes,� les� interactions�

électrostatiques,�l’hydrophilie�des�particules,�la�charge�positive�ou�négative�de�surface,�etc.�

�

Des� études� réalisées� sur� des� poudres� de� silice� évoquent� la� capacité� des� particules� à� former� des�

liaisons�hydrogènes�avec�le�matériel�biologique�avec�des�effets�directs�sur�le�potentiel�de�lyse�des�

membranes�(Fubini,�1997�;�Hemenway�et�al.,�1993)�et� leur�cytotoxicité�(Fubini�et�wallace,�1999).�

De�plus,�ces� liaisons�peuvent�gouverner� l’adsorption�de�macromolécules�endogènes�telles�que�des�

protéines� et�modifier� ainsi� leur� conformation� spatiale.� Elles� sont� également� importantes� dans� les�

phénomènes� d’agglomération� des� particules� nanométriques� en�milieu� biologique� (Legrand� et� al.,�

1998�;�Papirer�et�al.,�2000).�

�

Les�forces�électrostatiques�peuvent�intervenir�dans�la�réponse�biologique�puisqu’elles�conditionnent�

les�interactions�avec�les�membranes�cellulaires.�A�titre�d’exemple,�les�surfaces�siliciques�présentent�

des� groupements� silanols� (Si�OH)� et� des� ponts� siloxanes� (Si�O�Si).� Il� en� résulte� des� interactions�

caractérisées� par� des� forces� de� répulsions� ou� d’attraction� entre� les� groupements� silanols� et� les�

groupements�des�protéines�membranaires�(tétra�alkyl�ammonium�des�phospholipides,�carboxyliques�

de�l’acide�N�acétylneuraminique,�etc.).�Des�traitements�thermiques�permettent�de�modifier�la�nature�

des�surfaces�en�réduisant�l’hydrophilie�des�poudres�par�déshydroxylation�des�groupements�silanols�

en�ponts�siloxanes�(Legrand�et�al.,�1998�;�Papirer�et�al.,�2000)�(Figure�25).�
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silanols pont siloxane
�

�

Figure�25�:�Déshydroxylation�de�groupements�silanols�en�pont�siloxane�(Fubini�et�al.,�2004)�

�

�L’utilisation�de�ces� traitements�a�permis�de�mettre�en�évidence� le� rôle�des� forces�électrostatiques�

qui�influencent�directement�l’adsorption�de�protéines�et�l’interaction�avec�les�membranes�cellulaires�

(Larsericsdotter�et�al.,�2001).�

�

Ces� mêmes� groupements� vont� conditionner� le� caractère� hydrophile� des� particules.� Le� degré�

d’hydrophilie� des� particules� reflète� leur� aptitude� à� fixer� l’eau� et� traduit� donc� la� capacité� des�

particules� à� réagir� avec� le� milieu� biologique.� Ainsi,� l’hydrophilie� est� connue� pour� directement�

influencer�l’interaction�cellule/particule�(Valentine�et�al.,�1983),�la�distribution�des�particules�dans�

les�divers�organes�et�tissus�(Tobío�et�al.,�1998),�et�l’adsorption�de�protéines�(Gessner�et�al.,�2000�;�

Krishnan�et�al.,�2006).�

�

La� charge� des� particules� peut� également� influencer� fortement� la� réponse� cellulaire� comme� le�

soulignent�les�travaux�réalisés�sur�des�nano�et�microsphères�de�polystyrène�(Ogawara�et�al.,�2001�;�

Nemmar�et�al.,�2004�;�Harmoir�et�al.,�2003).�

�

4.2.2. Structure�cristallographique�

Le�rôle�de�la�structure�cristallographique�a�été�mise�en�évidence�en�particulier�pour�les�particules�de�

silice�cristallisées.�Le�quartz�et�la�cristobalite�présentent�une�toxicité�plus�importante�que�les�silices�

amorphes�(IARC,�1997�;�Murphy�et�al.,�1998).�La�cristallinité�suggère�une�disposition�ordonnée�des�

atomes�et�implique�une�organisation�des�groupements�(silanols�vicinaux,�isolés,�etc.)�en�surface�des�

particules�en�lien�direct�avec�la�réactivité�de�surface�(Fubini,�1997/1998�;�Fubini�et�al.,�2004).�

Par� ailleurs,� la� structure� cristallographique�des�particules�peut�participer� à� la� formation�d’espèces�

radicalaires.� Ainsi,� la� quantité� de� radicaux� libres� détectée� par� RPE� est� plus� importante� pour� des�

poudres�de�silice�microniques�cristallisées�que�pour�des�poudres�amorphes�(Fenoglio�et�al.,�2003�;�

Governa� et� al.,� 2005).� Pour� des� nanotubes� de� carbone,� l’effet� inverse� est� observé� puisque� leur�

structure�cristalline�(et/ou�leur�morphologie�particulière)�leur�confère�un�rôle�de�piégeur�de�radicaux�

(Fenoglio�et�al.,�2006).�
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4.2.3. Impuretés�:�espèces�adsorbées,�métaux…�

Diverses�espèces�chimiques�peuvent�être�présentes�en�surface�des�particules.�Leur�provenance�peut�

être�d’origine�naturelle,�liée�au�procédé�de�fabrication�ou�résultant�de�l’adsorption�de�constituants�de�

l’environnement.�Ainsi,�on�peut�distinguer�des�espèces�adsorbées�et�des�impuretés�chimiques.�

�

:�Espèces�chimiques�adsorbées�

Les�particules�peuvent�transporter�des�substances�adsorbées�vers�les�régions�des�poumons�où�elles�

n’ont�pas�accès�en�théorie,�induisant�des�effets�généralement�non�associés�au�corps�de�la�particule�

(Lacroix,� 2007).� Ainsi,� diverses� substances� (SO2,� HAP,� etc.)� sont� connues� pour� s’adsorber� en�

surface�des�particules�et�induire�une�toxicité�accrue�(Hemenway�et�al.,�1996�;�Muzyka�et�al.,�1998).�

Certaines,�extrêmement�toxiques,�comme�les�HAP�ont�été�observées�dans�de�nombreuses�situations,�

en� particulier� dans� les� usines� de� production� de� SiC� (Smith� et� al.,� 1984�;� Dufresne� et� al.,� 1987�;�

Marcer�et�al.,�1992)�et�pour�les�particules�diesels�(Muzyka�et�al.,�1998�;�Zwirner�Baier�et�Neumann,�

1999).� Bien� que� connues� pour� leur� activité�mutagène� et� tumorigène,� leurs� faibles� concentrations�

semblent�empêcher�ces�substances�d’être�à�l’origine�de�maladies�pulmonaires�graves.�Cette�idée�est�

confirmée�par� l’observation�de� la�persistance�des�effets�cancérigènes�même�après�nettoyage�de� la�

surface�par�traitements�chimiques�(Mauderly�et�al.,�1994�;�Nikula�et�al.,�1995).�

Autre� exemple,� la� présence� de� composés� organiques� comme� les� quinones� peut� permettre�

d’expliquer�la�toxicité�significative�de�certaines�PUF�de�noir�de�carbone.�En�effet,�ces�dernières,�en�

présence� de�NADPH� et� de� cytochrome� P450� réductase� peuvent� former� des� radicaux� superoxyde�

O2•
��extrêmement�néfastes�pour�les�tissus�(Kumagai,�et�al.,�1997�;�Fubini,�2007).�

�

:�Espèces�métalliques�

Les� espèces� métalliques� présentes� en� surface� de� particules� jouent� un� rôle� prépondérant� dans� la�

réponse� biologique.� En� effet,� les� ions� correspondants� issus� des� métaux� de� transition� peuvent�

participer�à�la�production�d’espèces�radicalaires�(Donaldson�et�al.,�1997/2003�;�Fubini�et�Hubbard,�

2003�;�Fubini,�2007).�

Provenant�la�plupart�du�temps�de�l’histoire�des�particules�(procédé�de�synthèse,�nature�des�réactifs,�

traitements,� etc.),� la� réactivité� de� ces� ions�métalliques� va� dépendre� à� la� fois� des� caractéristiques�

morphologiques�des�particules�mais�principalement�de�l’état�d’oxydation�(Fenoglio�et�al.,�2001�;�Shi�

et� al.,� 2003�;� Borm� et� al.,� 2004)� et� de� coordination� (Pritchard� et� al.,� 1996�;�Gavett� et� al.,� 1997�;�

Knaapen� et� al.,� 2002)� de� l’élément�métallique.� Parmi� les� espèces�métalliques� susceptibles� d’être�

observées�en�surface�des�particules�(plomb,�cadmium,�fer�nickel,�chrome,�vanadium,�etc.)�un�grand�
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nombre� peut� déclencher� la� production� d’espèces� activées� de� l’oxygène� (Haliwell� et� Gutteridge,�

1986�;�Chevion,�1988�;�Stohs�et�Bagchi,�1995).�

�

Le�fer�en�surface�des�particules�(Figure�26)�est�connu�pour�être�impliqué�dans�la�peroxydation�des�

lipides�(Shi�et�al.,�1994�;�Pritchard�et�al.,�1996)�et�dans�la�production�de�radicaux�libres�tels�que�O2•
��

et�HO•� (Donaldson� et� al.,� 1997�;�Van�Maaneen,� 1999�;� Prahalad� et� al.,� 2000)� très� souvent� via� la�

réaction�de�Fenton�et�le�cycle�d’Haber�Weiss�(Fubini�et�Hubbard,�2003)�(cf.�Annexe�D).�Ainsi,�Fe2+�

est�connu�pour�avoir�une�réactivité�trois�fois�plus�importante�que�Fe3+�(Fenoglio�et�al.�2001�;�Shi�et�

al.,�2003�;�Borm�et�al.,�2004).�

Par�ailleurs,� les� ions�de�faible�degré�de�coordination�sont�en�général� très� réactifs� (Pritchard�et�al.,�

1996)�et�sont�souvent�ceux�qui�sont�le�plus�aisément�solubles�en�solution�(Costa�et�al.,�1997�;�Gavett�

et� al.,� 1997�;�Knaapen� et� al.,� 2002).� Ils� peuvent� alors� être� à� l’origine� d’autres� effets� biologiques�

comme� l’augmentation� du� fer� intracellulaire� (Hervé�Bazin,� 2007�;� Aust� et� al.,� 2002),� l’état�

d’inflammation� (Carter� et� al.,� 1997�;� Kodavanti� et� al.,� 1998�;� Y.C� Huang� et� al.,� 2003)� voire�

poursuivre�sa�contribution�à�la�génération�de�radicaux�libres�(McNeilly�et�al.,�2004).�

�

Dans� la� pratique,� mettre� en� évidence� la� toxicité� des� métaux,� consiste� à� piéger� les� éléments�

métalliques� avec� de� puissants� chélatants� (deferoxamine,� ferrozine,� etc.).� Ces� techniques� ont� pu�

souligner� l’impact� des� ions� métalliques� sur� l’état� d’inflammation� (Carter� et� al.,� 1997),� la�

cytotoxicité�(Monn�et�Becker,�1999)�et�la�génération�de�radicaux�libres�(Fenoglio�et�al.,�2003).�Sur�

ce�dernier�point,�la�complexation�du�fer�avec�la�deferroxamine�sur�des�poudres�de�silice�a�permis�de�

constater� une�diminution� très� significative�de� la� toxicité�des�particules� en� évaluant� la�quantité�de�

radicaux�libres�générée�au�contact�des�particules�(Fenoglio�et�al.,�2003�;�Governa�et�al.,�2005).�

�

�
�

Figure�26�:�Illustration�de�la�présence�d’ions�fer�en�surface�de�poudre�de�silice�(Fubini�et�Hubbard,�2003)�

�

�
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4.2.4. Radicaux�de�surface�

Des�espèces� radicalaires�peuvent�également�être�produites�en� solution�par� l’action�de� radicaux�de�

surface�propre�aux�particules.�Ce�phénomène�a�été�mis�en�évidence�sur�des�surfaces�siliciques�ou�

dans�les�poudres�traitées�mécaniquement� (broyage,�décapage,�etc.).�Ainsi,�Fubini�décrit� l’exemple�

de� poudres� de� quartz� «�fraîchement� broyées�»� en� comparaison� avec� des� poudres� «�vieillies�»�

(Fubini,�1998�;�Stratta�et�al.,�2001).�Sur�ces�surfaces�«�freshly�cleaved�surface�»�(Vallyathan�et�al.,�

1995)�des� radicaux� libres�peuvent� être�présents� issus�de� la� rupture�homolytique*� de� liaisons�Si�O�

avec� formation� d’espèces� telles� que� Si•,� SiO•� (Figure� 27),� pouvant� réagir� à� leur� tour� avec� des�

composants� atmosphériques� pour� donner� d’autres� radicaux� tels� que� SiO2•,� SiO3•� et� des� anions�

superoxyde�(Fubini,�1998�;�Fubini�et�Hubbard,�2003).�

�

�
�

Figure�27�:�Présence�de�radicaux�libres�en�surface�de�surface�silicique�(Fubini�et�Hubbard,�2003)�

�

La�même�observation�est�effectuée�pour�des�particules�de�MnO2,�qui�broyées�présentent�une�activité�

cytotoxique�nettement�plus�importante�que�les�particules�initiales�(Lison�et�al.,�1997),�soulignant�un�

possible�effet�des�défauts�de�structure�des�cristaux.�

Ainsi,� l’historique� des� poudres� et� en� particulier� la� nature� des� traitements�mécaniques� contribue� à�

l’intensité�de�la�réponse�inflammatoire�(Fubini,�1997/1998).�

�

Conclusion�

Le�problème�de�la�réactivité�des�particules�et�des�paramètres�physico�chimiques�mis�en�jeu�reste�très�

complexe.�Néanmoins,� les� nombreuses� études� sur� les� particules� fines� et� ultrafines� ont� permis� de�

mettre�en�évidence� certains�paramètres�principaux� (taille,� surface,�morphologie,� impuretés,�nature�

cristallographique,� état� de� surface,� etc.)� qui� serviront� de� trame�pour� orienter� notre� travail� dans� le�

cadre�de�l’activité�biologique�des�poudres�de�SiC.�Nous�nous�inspirerons,�également,�de�certaines�

méthodes� (traitement� thermique,� etc.)� pour� tenter� de� mettre� en� évidence� l’influence� de� certains�

paramètres�physico�chimiques.�

�������������������������������������������������
*�Rupture�homolytique�d’une� liaison�covalente�:� les�deux�électrons�de� la� liaison�covalente�se�partagent�entre� les�deux�

atomes�liés,�donnant�naissance�à�deux�radicaux�libres.�
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�

Dans� cette� partie,� nous� nous� proposons� de� présenter� les� outils� qui� nous� permettrons�

d’aborder�le�travail�sur�la�caractérisation�physico�chimique�et�l’évaluation�de�l’activité�

biologique�des�particules�de�SiC.�

Dans�le�cadre�de�notre�démarche�expérimentale�(Figure�28),�nous�allons�travailler�dans�

un�premier�temps�avec�des�micros�et�nanoparticules�de�SiC�que�nous�allons�entièrement�

caractériser� d’un� point� de� vue� physico�chimique.� Ensuite,� nous� procéderons� à�

l’évaluation� globale� de� leur� activité� biologique� par� le� biais� de� tests� In� Vitro� sur� des�

macrophages�alvéolaires.�

�

- École Nationale Supérieure des Mines de Saint-

Étienne (EMSE) – Département PMMC - Centre SPIN

- Université de Turin – Département de Chimie

Particule de SiC
Etat 

d’inflammation

Endommagement 
et mort cellulaire

Stress 
oxydant

Paramètres physico-chimiques

intervenant dans

l’activité biologique ???

- Université Jean Monnet – Faculté de Médecine de 

Saint-Étienne – Groupe cancer IFR 143

Paramètres physiques

(taille, surface, morphologie, etc.) 

Paramètres chimiques 
(structure cristallographique, 

impuretés, état de surface, etc.)

�
�

Figure�28�:�Représentation�schématique�du�travail�pour�évaluer�l’activité�biologique�de�particules�

minérales�

�

Finalement,�la�mise�en�relation�des�résultats�propres�à�ces�deux�domaines�distincts�nous�

permettra� d’établir� des� corrélations� entre� certains� paramètres� physico�chimiques� et�

l’intensité�de�la�réponse�cellulaire.�
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�

Expérimentalement,� au� regard�de� l’étude�bibliographique,�nous�allons� tenter�de�cerner�

les�principaux�paramètres�physiques�et�chimiques�des�particules.�Pour�mettre�en�avant�

l’implication� de� certains� paramètres� de� surface� dans� l’activité� biologique� de� ces�

particules,�nous�allons�recourir�à�des�modifications�de�la�surface�de�certaines�particules�

(traitements�thermiques,�chimiques).�L’ensemble�de�ces�caractérisations�sera�effectué�au�

centre� SPIN� –� département� PMMC� (Poudres� et� Matériaux� Multi:Composants)� de�

l’Ecole�Nationale� Supérieure� des�Mines� de� Saint�Étienne� (EMSE).� La� caractérisation�

des�radicaux�libres�en�milieu�acellulaire�est�une�technique�spécifique�qui�se�déroulera�au�

Département�de�Chimie�de�l’Université�de�Turin.�

�

Nous� évaluerons� nous�mêmes� en� parallèle� l’activité� biologique� des� particules� par� le�

biais� de� tests� In�Vitro� sur�des�macrophages�de� lignée� (RAW�264.7).�L’objectif� est� de�

suivre� l’évolution� de� divers� domaines� de� l’activation� cellulaire� (état� d’inflammation,�

mort� cellulaire� et� stress� oxydant)� au� contact� des� particules� de� SiC.� En� reliant� ces�

différents�paramétres�biologiques�entre�eux,�nous�aurons�une�idée�de�la�toxicité�globale�

des� particules� de� SiC.� La� mise� en� place� de� la� culture� cellulaire� et� la� réalisation� des�

mesures� biologiques� effectuées� à� la� faculté� de� médecine� de� Saint�Étienne� (Groupe�

Cancer�IFR�143).�

�

Cet�ensemble�de�caractérisations�constituera�une�base�de�données�dont�le�recoupement�

nous�permettra,� à�défaut�de� répondre�de� façon�catégorique�à� la�question�de� la� toxicité�

des� particules� de� SiC,� d’indiquer� la� tendance� générale� de� l’activité� biologique� et� de�

dégager� des� paramètres� physiques� et/ou� chimiques� directement� impliqués� dans� la�

réponse�cellulaire.�
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1. Présentation des poudres étudiées 

1.1. Les poudres de SiC 

Les�poudres�de�SiC�utilisées�dans�cette�étude�sont�issues�de�divers�procédés�de�synthèse.�

Nous�allons�étudier�des�poudres�industrielles�micrométriques�synthétisées�par�le�procédé�

Acheson,�des�nanoparticules�produites�par�pyrolyse�laser�et�par�voie�sol�gel.�

�

1.1.1. Particules�industrielles�obtenues�par�procédé�Acheson�

Cinq�poudres�synthétisées�par�le�procédé�Acheson�dans�une�usine�de�fabrication�typique�

de�SiC�sont�étudiées�(ChapI,�4.2.1).�Notées�SiC�A1�à�A5,�ces�dernières�correspondent�à�

des�particules�de�SiC�α.�

�� Les� poudres� de� SiC� A1� et� A3� sont� destinées� aux� applications� des� abrasifs� et� des�

matériaux�réfractaires.�

�� Les� poudres� de� SiC�A2� et� A5� sont� principalement� utilisées� dans� la� fabrication� des�

filtres�à�particules�(FAP)�pour�les�véhicules�diesels�ou�les�céramiques�techniques.�

��La�poudre�de�SiC�A3�dite�«�métallurgique�»�correspond�à�un�échantillon�du�cylindre�

récupéré� loin� du� centre� de� l’électrode� au� cours� du� procédé� Acheson� (Figure� 10)� et�

destinée�à�être�recyclé�d’une�cuisson�à�l’autre.�Relativement�impur,�cet�échantillon�sera�

représentatif�des�poussières�inhalées�dans�l’environnement�de�travail.�

�

1.1.2. Nanoparticules�obtenues�par�pyrolyse�laser��

Cinq�poudres�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(Chap�I,�5.2)�à�partir�de�précurseur�gazeux�

silane� (SiH4)� et� acétylène� (C2H2)� sont� étudiées� (Leconte� et� al.,� 2007).� Différents�

réglages�du�dispositif�de�synthèse� (débit�et�proportion�des� réactifs,�puissance�du� laser,�

etc.)� permettent� d’obtenir� des� poudres� présentant� des� caractéristiques� différentes�
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principalement� la� taille� et� la� stœchiométrie� (Boucle,� 2004).� Globalement,� l’ensemble�

des�poudres�correspond�à�des�nanoparticules�sphériques�de�SiC�β.��

�

1.1.3. Nanoparticules�obtenues�par�voie�sol�gel�

Une�poudre�de�SiC�obtenue�par�voie�sol�gel�est�également�étudiée.�Notée�SiC�SG,�elle�

est� synthétisée� dans� l’eau� à� partir� des� précurseurs� suivant�:� PTES� (phenyl�triethoxy�

silane)�et�TEOS�(triethoxy�silane)�(Figure�14).�Après�24h�à�20°C,�le�gel�est�récupéré�et�

séché� dans� une� étuve� (60°C/48h).� Finalement,� un� traitement� thermique� sous� argon� à�

1500°C�est�réalisé�pour�assurer�la�réduction�carbothermique�de�la�silice�par�le�carbone�

des�groupements�organiques�(Seog�et�Kim,�1993).�La�poudre�obtenue�correspond�à�des�

particules�nanométriques�de�morphologie�sphérique�de�SiC�β.�

�

1.2. Les poudres témoins 

Pour�les�tests�In�Vitro,�nous�avons�besoin�d’échantillons�témoins�à�savoir�:�

:�un�témoin�positif�de�toxicité�:�qui�correspond�à�un�échantillon�connu�pour�sa�toxicité�et�

son� caractère� cancérigène.� Nous� avons� obtenu� deux� échantillons� de� poudre� de� silice�

cristallisée�sous�forme�de�quartz.�Un�échantillon�de�quartz�DQ12�(IARC,�1997�;�Fubini�

et� al.,� 2004�;� Bruch� et� al.,� 2004)� et� un� échantillon� de� Min�U�Sil� (Berkeley)� (IARC,�

1997�;� Elias� et� al.,� 2000�;� Horwell� et� al.,� 2007),� connus� pour� leur� toxicité� et� leur�

réactivité�de�surface.�

:�un�témoin�négatif�de�toxicité�:�qui�correspond�à�un�échantillon�connu�pour�son�inertie�

biologique.�Dans� la� pratique,� les� différentes� équipes� qui� travaillent� sur� des� thèmes� de�

toxicité�prennent�de� façon�aléatoire�des� témoins�négatifs� qui�vérifient� une� absence�de�

réactivité�suivant�les�paramètres�étudiés.�Ainsi,�nous�disposons�de�plusieurs�échantillons�

qui� peuvent� convenir� à� notre� étude� à� savoir�:� un� échantillon� de� CaSO4� (Poser� et� al.,�

2004�;�Dopp�et�al.,�2005),�de�corindon�(Al2O3,�F1200)�(Bruch�et�al.,�2004)�et�de�TiO2�

(Rahman�et�al.,�2002).�

�

Dans�la�pratique�tous�ces�échantillons�ont�été�analysés�dans�nos�différentes�évaluations�

biologiques.�Bien�qu’ils�répondent�tous�à�leur�critère�d’inertie�biologique�ou�de�toxicité,�
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nous�avons�fait� le�choix�de�n’utiliser�et�de�ne�présenter� les� résultats�qu’avec� le�quartz�

DQ12�et�le�CaSO4.�

�

Conclusion�:�

Dans� le�cadre�de�ce� travail,�nous�étudierons�successivement�cinq�poudres� industrielles�

de� SiC� produites� par� le� procédé� Acheson� puis� six� poudres� nanométriques� dont�

respectivement� cinq� sont� synthétisées� par� pyrolyse� laser� et� une� par� voie� sol�gel.� Les�

résultats�relatifs�à�leur�activité�biologique�seront�présentés�en�utilisant�un�témoin�négatif�

de�toxicité�(CaSO4)�et�un�témoin�positif�de�toxicité�(quartz�DQ12).�

�

2. Techniques analytiques 

Plusieurs� techniques� ont� été� utilisées� pour� la� caractérisation� physico�chimique� des�

poudres� afin� d’obtenir� des� informations� sur� les� paramètres� physiques� (taille,� surface,�

morphologie)�et�chimiques�(structure�cristallographique,�impureté,�état�de�surface).�

�
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2.1. Granulométrie laser 

La�granulométrie�laser�est�une�technique�de�caractérisation�permettant�de�déterminer�la�

taille�des�particules.�Elle�est�basée�sur� la�diffraction�et� la�diffusion�d’un�faisceau�laser�

traversé�par�un�flux�de�particules.�Brièvement,� les�particules�sont�mises�en�suspension�

dans� de� l’eau� qui� circule� en� circuit� fermé� (Figure� 29).� Le� signal� est� ensuite� traité�

analytiquement� en� assimilant� les� particules� à� des� sphères� via� la� théorie� de� Mie.�

L’appareil� utilisé� est� un� granulométre� laser� Malvern� MasterSizer� 2000� _P� (EMSE).�

Cette�méthode�permet�d’obtenir� la�distribution�de� taille�des�particules� et� reste�valable�

pour�des�diamètres�de�particules�compris�entre�0,02�_m�et�2000�_m.�

�

Cuve à ultrasons

Pompe de 
circulation

Agitateur 
magnétique

Cuve 
d’analyse

Anneaux de 
diffusion

Système 
d’acquisition et de 

traitement du signalPhotodiodes 
de mesure

Suspension 
de particules

Diode laser

�
�

Figure�29�:�Principe�de�mesure�d’un�granulométre�laser�

�

Nous� utiliserons� le� diamètre�médian� (D50)� de� la� distribution� granulométrique� comme�

indicateur�de�la�taille�moyenne�des�particules.�
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�

2.2. Microscopie Electronique à Balayage 

Les� particules� de� SiC� des� divers� échantillons� seront� observées� au� microscope�

électronique� à� balayage� équipé� d’un� canon� à� émission� de� champ� (MEB�FEG)� afin�

d’avoir� une� résolution� suffisante� pour� l’observation� des� nanoparticules.� Ces�

observations� nous� permettront� d’avoir� des� données� sur� la�morphologie� et� l’aspect� de�

surface�des�particules�de�SiC.�Après�une�métallisation�à�l’or,�les�particules�de�SiC�sont�

observées�avec�MEB�FEG�(JEOL�JSM�6500F)�(EMSE).�

�

2.3. Mesure de la surface spécifique 

La�mesure� de� la� surface� spécifique� repose� sur� la� détermination� de� la� quantité� de� gaz�

physisorbée,�à�basse�température,�en�une�monocouche�à�la�surface�de�l’échantillon.�Le�

calcul� de� la� surface� spécifique� est� fondé� sur� la� théorie� BET� (Brunauer,� Emmett� et�

Teller)� qui� repose� sur� le� traitement� analytique�de� l’isotherme�d’adsorption�déterminée�

expérimentalement.� Il� est� ainsi� possible�de�définir� la�quantité�de� gaz� adsorbée� en�une�

monocouche� complète� (Figure� 30),� puis� de� calculer� l’aire� de� cette� couche� et� donc� la�

surface�spécifique�des�particules�de�SiC.�

�

Multicouches

Monocouche complète

Monocouche
�

�

Figure�30�:�Principe�des�différentes�étapes�d’adsorption�d’un�gaz�à�la�surface�d’un�solide�

�
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L’appareil� Micromeritics� ASAP� 2000� (Figure� 31)� permet� la� mesure� de� la� surface�

spécifique�des�échantillons�à�partir�de�la�courbe�d’adsorption�d’un�gaz�inerte�(N2�ou�Kr)�

à�basse�température�(�196°C).�

Expérimentalement,�l’échantillon�est�introduit�dans�une�ampoule�en�verre�équipée�d’un�

bouchon.�Une�première�étape�de�dégazage�a�lieu�sous�vide�à�150°C�pendant�environ�2�

heures� (dégazage� primaire).� L’échantillon� est� finalement� placé� dans� le� compartiment�

analyse�pour�l’étape�d’adsorption�de�gaz.�Celle�ci�se�déroule�à�basse�température�grâce�

au� «�Dewar�»� contenant� de� l’azote� liquide� (��196°C)� dans� lequel� l’ampoule� est�

progressivement�immergée.�

�

�
�

Figure�31�:�Dispositif�de�mesure�de�la�surface�spécifique�de�poudres�minérales�(EMSE)�

�

Le�traitement�analytique�des�données�nous�permet�d’avoir�accès�à�la�surface�spécifique�

des�échantillons.�
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2.4. Diffractométrie des rayons X 

La� caractérisation� par� diffraction� de� rayons� X� permet� de� mesurer� l’intensité� et� la�

position�des�pics�afin�d’identifier�les�phases�cristallines�présentes�dans�l’échantillon.�La�

connaissance� des� positions� conduit� en� général� à� la� détermination� des� distances� entre�

plans�réticulaires�associés�aux�réflexions�en�appliquant�la�relation�de�Bragg�:�

�

θdλn sin2= �

�

n�=�ordre�de�diffraction�

λ�=�longueur�d’onde�du�rayonnement�diffracté�

d�=�distance�interréticulaire�séparant�deux�plans�de�même�famille�(h,�k,�l)�

�

Expérimentalement,�la�diffractométrie�des�rayons�X�est�réalisée�sur�un�appareil�Siemens�

Kristalloflex�diffractometer�D8�(Figure�32).�

�

�
�

Figure�32�:�Diffractomètre�laser��Siemens�kristalloflex�diffractometer�D8�(EMSE)�

�

On� utilise� la� raie� Kα1� du� cuivre� (λ�=�0,15406�nm).� Le� dispositif� comprend� une�

anticathode� de� cuivre� et� un� détecteur� ponctuel.� Le� porte�échantillon� de� ce� montage�
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possède�un�mouvement�de�rotation�motorisée�qui�entraîne�l’échantillon�autour�d’un�axe�

perpendiculaire�à�sa�surface�et�qui�permet�principalement�de�s’affranchir�des�problèmes�

d’orientation�préférentielle.�

L’analyse� se� fait� sur�une�plage�2θ� allant� de�10� à�80°.�Le�diffractogramme�est� ensuite�

analysé� par� la� méthode� de� dosage� semi�quantitative�de� Rietveld� (Young,� 1993).�

L’algorithme�correspondant�permet�d’ajuster�un�diagramme�de�diffraction�théorique�au�

diagramme�de�diffraction�expérimental�en�utilisant�comme�variables�les�caractéristiques�

instrumentales� (fonction� de� résolution� du� diffractomètre),� les� paramètres� structuraux�

(paramètres� de� maille,� position� atomique� et� paramètres� de� déplacement)� et�

microstructuraux�(taille�et�déformation�des�cristallites)�de�l’échantillon.�L’affinement�est�

basé� sur� la� minimisation� par� la� méthode� des� moindres� carrés� du� résidu.� Ainsi,� cette�

technique� nous� permettra� d’identifier� et� d’estimer� la� nature� des� phases�

cristallographiques�contenues�dans�nos�divers�échantillons.�

��

2.5. Analyses chimiques 

:�L’ICP:AES�(Spectrométrie�d'émission�atomique�par�plasma�à�couplage�inductif)�:�est�

une� technique� de� dosage� chimique� qui� permet� la� détermination� de� la� composition�

chimique�élémentaire�d’un�matériau.�L'échantillon�à�analyser�subit�d'abord�un�traitement�

chimique�à� l’acide�(HF/HNO3)�permettant�de�le�dissoudre�totalement�(Afnor�NFX�31�

147).�La�solution�ainsi�obtenue�est�ensuite�introduite�à�l'aide�d'une�pompe�péristaltique�

dans� une� chambre� de� vaporisation� où� elle� est� transformée� en� un� aérosol� de� très� fines�

gouttelettes.� L'aérosol� ainsi� formé� est� envoyé� dans� un� plasma� d'argon� à� très� haute�

température�(≈�7000°C),�suffisante�pour�ioniser�complètement�la�plupart�des�éléments.�

Leur�retour�à�un�état�stable�s'accompagne�d'une�émission�de�photons�dont�la�détection�et�

le� comptage� permettent� une� quantification� des� éléments� constitutifs� de� la� poudre�

analysée.� Ces� analyses� sont� effectuées� avec� un� spectroanalyseur� séquentiel� haute�

résolution�Jobin�Yvon�JY138�Ultrace�à�l’EMSE.�

�

�

:� Dosage� du� carbone� :� cette�méthode� consiste� à�mettre� en� œuvre� la� combustion� des�

échantillons�de�SiC�dans�un�four�à� induction�sous�oxygène�suivi�d’une�analyse�via�un�

système� infrarouge.� Elle� permet� de� déterminer� la� teneur� en� carbone� des� échantillons.�
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Expérimentalement,� l'échantillon� est� introduit� dans� un� creuset� céramique� (Alumine)�

dans� lequel� on� ajoute� un� fondant� (W/Fe)� pour� abaisser� la� température� de� fusion� du�

matériau.� L’échantillon� est� ainsi� fondu� à� haute� température� dans� le� four.� Les� gaz� de�

combustion� sont� ensuite� entraînés,� filtrés� et� traversent� une� série� de� réactifs� afin� de�

transformer�le�CO�en�CO2,�pour�être�envoyé�vers�une�cellule� infrarouge�où�le�CO2�est�

détecté.�Ces�analyses�sont�effectuées�avec�un�analyseur�LECO�CF�300.�

�

:� Dosage� de� l’oxygène�:� sur� le�même� principe� que� précédemment,� cette� méthode� est�

utilisée� pour� déterminer� la� teneur� en� oxygène� de� nos� échantillons.� Dans� ce� cas,� la�

combustion�de�l’échantillon�est�effectuée�sous�Ar�dans�un�creuset�en�graphite�avec�pour�

fondant�un�mélange�de�nickel�et�d’étain� (Ni/Sn).�Ces�analyses�sont�effectuées�avec�un�

analyseur�PC�436�DR.�

�

:�Dosage� du� silicium�:� la� spectrométrie� de� fluorescence�X� est� une�méthode� d'analyse�

chimique� élémentaire� qui� nous� permet� d’estimer� la� quantité� de� silicium� de� nos�

échantillons.�Expérimentalement,�sous�l’influence�d’un�faisceau�incident�(rayons�X),�les�

électrons�du�cortège�électronique�d’un�atome�peuvent�être�arrachés�du�niveau�d’énergie�

sur� lequel� ils� sont� situés.� Le� niveau� libre� est� alors� susceptible� d’être� comblé� par� des�

électrons�situés�sur�un�niveau�d’énergie�supérieure.�Ces�transitions�s’accompagnent�de�

l’émission� de� photons� et� donnent� lieu� à� une� série� de� raies.� Le� spectre� obtenu,�

caractéristique�de�la�composition�de�l'échantillon,�est�analysé�par�analyse�dispersive�en�

longueur�d'onde�(WD:XRF).�

Ces�analyses�relatives�au�dosage�du�carbone,�de�l’oxygène�et�du�silicium�sont�effectuées�

chez�un�partenaire�industriel.�

�

Ainsi,�l’ensemble�des�analyses�chimiques�nous�permettra�d’estimer�respectivement,�les�

teneurs� en� impuretés� métalliques� (Fe,� Al),� en� oxygène,� en� carbone� libre*� et� de�

déterminer�la�stœchiométrie�de�nos�échantillons�à�travers�le�rapport�C/Si,�égal�à�1�pour�

des�échantillons�stœchiométriques.�

�������������������������������������������������
*�Carbone�libre�:�carbone�présent�dans�les�poudres�de�SiC�non�constitutif�de�la�structure�du�SiC.�
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2.6. Analyse de surface : XPS 

La�spectroscopie�XPS�(spectroscopie�de�photoélectrons)�est�une�technique�d’analyse�de�

surface�(<10�nm)�applicable�à�tous�les�solides.�C’est�une�méthode�non�destructive,�semi�

quantitative�qui�permet�de�caractériser�l’état�de�surface�des�particules�de�SiC.�

�

� Principe�

La�surface�d’un�échantillon�est�irradiée�par�un�faisceau�de�photons�X,�d’énergie�hν.�Les�

niveaux�de� cœur�d’énergie� inférieure� à� l’énergie�des� rayons�X�peuvent� être� excités� et�

émettre�un�électron�par�effet�photoélectrique�avec�une�certaine�énergie�cinétique.�

�

Photons X  
hνEl

Ecin
Niveau de Fermi

Bande de valence

�
�

Figure�33�:�Principe�de�la�photoémission�(Ekoue,�2002)�

�

La� mesure� de� cette� énergie� cinétique� nous� renseigne� sur� l’énergie� de� liaison� des�

principaux�niveaux�électroniques�des�éléments�chimiques.�

�

spectrocinl EhE φν −−= '
�

�

El�=�énergie�de�liaison�de�l’électron�du�niveau�de�cœur�d’un�élément�donné�

hν�=�énergie�des�photons�X�

E’cin�=�énergie�cinétique�de�l’électron�entrant�dans�le�détecteur�réellement�mesurée�

φspectro� =� travail� d’entrée� du� spectromètre� au� photoélectron� (égal� à� 4eV� pour� notre�

analyseur)�

�
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L’analyse�XPS�permet�de�connaître�avec�précision�les�niveaux�d’énergie�pour� tous�les�

éléments� de� la� surface� analysée.� Les� énergies� de� liaison� sont� spécifiques� à� chaque�

élément�chimique�et�sont�sensibles�à�l’environnement�chimique�c’est�à�dire�aux�liaisons�

que�réalise�l’élément�avec�ses�voisins.�

�

� Spectre�XPS�

Les� spectres� de� photoémission� représentent� le� nombre� de� photoélectrons� détectés� en�

fonction�de�leur�énergie�de�liaison.�Ces�spectres�ont�différentes�contributions�:�les�pics�

de� photoélectrons,� satellites,� Auger,� de� perte� d’énergie� et� du� fond� continu� (Darnon,�

2007).� Pour� notre� part,� nous� nous� intéresserons� aux� pics� de� photoélectrons� qui� se�

présentent�comme�une�succession�de�pics�centrés�sur�l’énergie�correspondant�au�niveau�

électronique�de�l’atome�photo�ionisé�(Figure�34).��
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Figure�34�:�Allure�générale�du�spectre�XPS�d’une�poudre�de�SiC�

�

Pour�les�poudres�de�SiC,�on�distingue�les�pics�relatifs�au�silicium�(Si2s,�Si2p),�au�carbone�

(C1s)�et�à�l’oxygène�(O1s)�dont�la�valeur�des�énergies�de�liaisons�est�répertoriée�dans�la�

littérature�(Wagner�et�al.,�1979).�

Dans�la�pratique,�l’écoulement�des�charges�en�surface�de�certains�échantillons�peut�créer�

un�potentiel�de� surface�qui� ralentit� les�photoélectrons�et�décale� les�énergies�de� liaison�

apparentes� vers� des� valeurs� plus� élevées.� En� pratique,� on� corrige� ce� déplacement� en�

positionnant�un�pic�de�référence�à�une�valeur�connue.�
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� Exploitation�des�spectres�

L’exploitation�des�spectres�se�déroule�en�plusieurs�étapes�:�

:�La�détermination�de�la�ligne�de�base�:�les�signaux�XPS�caractéristiques�présentent�un�

fond� spectral� important� (photoélectrons� freinés� dans� la� couche� analysée� par� chocs�

inélastiques� avant� de� sortir� de� l’échantillon)� qu’il� faut� retrancher� pour� avoir� une�

estimation� la� plus� précise� possible� de� l’aire� du� pic� photoélectrique� à� calculer.� Pour�

définir�la�ligne�de�base,�la�méthode�la�plus�couramment�utilisée,�et�que�nous�utiliserons,�

est�la�méthode�de�Shirley�(Shirley,�1972).�

:�La�décomposition�spectrale�:�elle�consiste�à�déterminer�dans�une�enveloppe�spectrale�

complexe� la� répartition� des� signaux� élémentaires� représentant� les� photoélectrons�

caractéristiques� d’une� orbitale,� d’un� atome� et� d’un� environnement� chimique� donné.�

Cette� décomposition� nécessite� de� choisir� un� nombre� défini� de� composantes� pour�

lesquelles� les�paramètres�suivants�seront�estimés� :� la�position�en�énergie�de� liaison,� la�

hauteur�du�pic,�la�largeur�à�mi�hauteur�et�la�forme�du�pic�(gaussienne,�lorentzienne�ou�

combinée).� L’aire� de� chaque� pic� est� déterminée� en� utilisant� la� convolution� d’une�

lorentzienne� (largeur� naturelle� de� la� raie)� et� d’une� gaussienne� (tenant� compte� de�

l’élargissement� instrumental).� Une� régression� numérique� permet� d’ajuster� certains�

paramètres� comme� l’énergie� centrale,� l’intensité� et� la� largeur� à�mi�hauteur� de� chaque�

pic.�

:�La�quantification�:�une�fois�le�traitement�des�spectres�réalisé,�la�proportion�atomique�

d’un� élément� A� parmi� un� ensemble� d’éléments� chimiques� est� donnée� par� la� relation�

suivante�:�

[ ]
∑

=

k k

k

A

A

S

I

S

I

A �

�

où� Ik� et� Sk� correspondent� respectivement� à� l’intensité� et� au� facteur� de� Scofield� (qui�

dépend�de�la�section�d’ionisation,�de�la�fonction�de�transfert�et�du�libre�parcours�moyen�

des�électrons)�correspondant�à�un�élément�k.�La�somme�des�concentrations�de�tous�les�

éléments�est�égale�à�100�%.�La�précision�des�mesures�est�de�l’ordre�de�20�%.�

�

�
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�

� Dispositif�expérimental�

Dans� le� cadre�de�nos� analyses� sur� les�particules� de�SiC,�nous� avons� travaillé� avec�un�

spectromètre�Thermo�VG�Thetaprobe�(Figure�35)�au�centre�des�Sciences�des�Matériaux�

et� des�Structures� (SMS).�Les� analyses�ont� été� réalisées� à� l’aide�d’une� source�X�AlKα�

monochromatique�focalisée�afin�d’obtenir�une�zone�d’analyse�de��400�_m�de�diamètre,�à�

une�pression�de�résiduelle�de�10�10�Torr.�Les�spectres�ont�été�acquis�grâce�à�un�analyseur�

hémisphérique�en�mode�d’analyse�à�énergie�constante�avec�une�énergie�de�passage�(Ep)�

de�300�eV�pour�les�spectres�larges�et�de�50�eV�pour�les�fenêtres�énergétiques�effectuées�

sur� les�pics�Si2p,�Si2s,�C1s�et�O1s.�La�résolution�énergétique�mesurée�sur�un�échantillon�

d’argent�pur�correspond�à�une�largeur�à�mi�hauteur�de�Ag3d5/2�de�1ev�pour�Ep�=�300�eV�

et� 0,55�eV� pour� Ep�=�50�eV.� La� quantification,� compte� tenu� des� approximations�

effectuées� (libre� parcours�moyen,� fonction� de� transmission,� répartition� homogène� des�

éléments�sur�la�profondeur�d’analyse)�est�donnée�avec�une�précision�de�l’ordre�de�20%.�

�

�
�

Figure�35�:�Image�du�dispositif�expérimental�dédié�à�la�caractérisation�de�surface�par�XPS�(EMSE)�

�

Ainsi,� l’XPS� permet� d’avoir� accès� à� l’identification� qualitative� et� quantitative� des�

éléments�de�surface�et�de�l’environnement�chimique�de�chaque�élément.�
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2.7. Génération des radicaux libres 

Cette� approche� permet� de� mettre� en� évidence� la� capacité� des� particules� de� SiC� à�

participer�à�la�génération�de�radicaux�libres�(HO•,�COO•�).�Ces�derniers�ont�une�durée�

de�vie�très�courte.�Afin�de�les�doser,�il�convient�de�les�piéger�(spin:trapping)�dans�des�

espèces� paramagnétiques� plus� stables� que� l’on� quantifie� ensuite� par� RPE� (Résonance�

Paramagnétique� Electronique).� Cette� technique� permet� d’observer� l’absorption�

d’énergie� par� un� système� (ici,� des� électrons)� immergé� dans� un� champ� magnétique�

homogène.�En�effet,�l’électron�possède�un�spin�et�un�moment�magnétique.�En�présence�

d’un� champ� magnétique� extérieur,� les� deux� orientations� permises� du� spin� (α� et� β)�

déterminent�deux�niveaux�d’énergie�(Figure�36).�
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Figure�36�:�Principe�de�la�mesure�en�RPE�

�

On�peut�susciter�le�retournement�du�spin,�en�appliquant�une�radiation�électromagnétique�

de� fréquence� appropriée,� et� détecter� l’absorption� d’énergie� qui� résulte� de� cette�

transition.�Lorsque�l’écart�entre�les�deux�niveaux�d’énergie�devient�égal�à�l’énergie�des�

photons�(hν),�ceux�ci�sont�absorbés.�C’est�la�résonance�avec�pour�condition�:�

�

0BβgSh = �

�

h�=�constante�de�Planck�

_�=�fréquence�du�champ�micro�onde�

g�=�facteur�de�Landé�

β�=�magnéton�de�Bohr�

B0�=�valeur�du�champ�magnétique�à�la�résonance�
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Le� spectre� d’absorption� obtenu� (forme,� position,� intensité,� etc.)� est� caractéristique� de�

l’élément�dosé.�Ainsi,�les�signaux�obtenus�pour�les�composés�étudiés�sont�parfaitement�

connus� (Fenoglio� et� al.,� 2003/2006�;� Governa� et� al.,� 2005).� L’intensité� des� raies� est�

proportionnelle�à� la�quantité�de� radicaux� libres�générée.�La�quantification�est�possible�

grâce� à� l’utilisation� d’un� étalon� de� référence� (Manganèse)� de� concentration� connue�

(5,3.10�3�_mol)�et�mesurée�dans�les�mêmes�conditions�expérimentales.�

�

Nous�allons�procéder�indépendamment�à�deux�dosages�de�radicaux�libres�par�piégeages�

en� milieu� acellulaire� (Fubini� et� al.,� 1995).� Nous� cherchons� à� mettre� en� évidence� la�

capacité�des�poudres�de�SiC�à�réagir�respectivement�avec�:�

�

� H2O2�pour�former�des�radicaux�HO•�(Figure�37).��

�

Signal correspondant 
de l’adduit

[DMPO-OH]•
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�

�

Figure�37�:�Principe�de�génération�de�radicaux�HO•�via�des�réactions�impliquant�des�espèces�

métalliques�(activité�de�Fenton)�avec�piégeage�dans�du�DMPO.�Observation�du�signal�

correspondant�à�l’adduit*�[DMPO�OH]•�
�������������������������������������������������
*�Adduit�:�terme�utilisé�pour�qualifier�le�radical�persistant�formé�(ici�[DMPO�OH]•)�à�partir�de�la�réaction�

entre�un�radical�transitoire�(ici�HO•)�et�un�réactif�diamagnétique�(ici�DMPO).��
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� des� groupements� C�H� (communs� à� de� nombreuses� molécules� présentes� dans� le�

milieu� biologique)� pour� entraîner� la� formation� du� radical� correspondant.� Nous�

utiliserons� pour� cela� le� formiate� de� sodium� (HCOO�,� Na+)� comme� agent� cible,�

conduisant�après�rupture�de�la�liaison�C�H,�à�la�formation�du�radical�COO•��(Figure�

38).�

�
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Figure�38�:�Principe�de�génération�de�radicaux�COO•
�
�avec�piégeage�dans�du�DMPO.�Observation�

du�signal�correspondant�à�l’adduit�[DMPO�COO]•��

�

Expérimentalement� dans� les� deux� cas,� une� quantité� connue� de� poudre� a� été� mise� en�

suspension� dans� une� solution� tampon� (0,5�M�de� phosphate� de� potassium� tampon,� pH�

7,4)�avec�0,15�M�de�DMPO�(5�5’�dimethyl�1�pirroline�Noxide).�La�réaction�démarre�à�

l’ajout� de� la� molécule� cible� respectivement� le� peroxyde� d’hydrogène� (H2O2)� ou� le�

formiate� de� sodium� (HCOO�,� Na+).� La� quantité� de� radicaux� est� progressivement�

mesurée� dans� des� aliquots� de� 50�_l� prélevé� dans� la� suspension� pendant� 60� minutes.�

Finalement,� la� présence� d’espèces� radicalaires� (HO•,� COO•�)� dans� la� suspension� est�

enregistrée� par� spectroscopie� RPE� (Miniscope� 100� EPR� spectromètre,� Magnettech).�

L’ensemble�de�ces�méthodes�est�effectué�au�département�de�chimie�de�l’Université�de�

Turin.�

�

Ces� méthodes� nous� permettront� d’estimer� la� capacité� propre� des� particules� de� SiC� à�

générer�des�radicaux�libres,�et�donc,�par�transposition�au�milieu�biologique,�à�participer�

à�la�dégradation�des�tissus.�
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3. Modification des poudres : traitement thermique oxydant 

Pour� tenter�de�mettre� en� évidence�des�paramètres�physico�chimiques� intervenant�dans�

l’activité� biologique� de� poudres� de� SiC,� des� traitements� thermiques� oxydant� sont�

effectués�sur�certaines�poudres.�L’ensemble�de�ces�traitements�a�pour�objectif�de�mettre�

en�évidence�l’implication�de�certains�paramètres�de�surface�des�particules�dans�l’activité�

biologique,�en�créant�des�modifications�de�la�surface.�

Sur�la�base�des�résultats�obtenus,�certaines�poudres�seront�spécifiquement�choisies�pour�

subir�des�traitements�thermiques�et/ou�chimiques.��

�

� Traitement�thermique�oxydant�

�

Les� traitements� thermiques� oxydants� sont� effectués� sur� les� particules� industrielles� de�

SiC� A1� et� A2.� Brièvement,� une� monocouche� de� grain� de� SiC� est� déposée� dans� un�

creuset� en� alumine� (AluSIK�99� ZA)� au� centre� d’un� four� tubulaire� (Nabertherm�

RHT08/17).� Des� traitements� thermiques� sous� air� reconstitué� (78%�N2�/�22%�O2)� de� 2�

heures�respectivement�à�650°C,�750°C,�850°C�et�1400°C,�sont�ainsi�réalisés.�
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4. Mise en place de la culture cellulaire 

Nous�avons�mis�en�place�l’ensemble�de�la�méthodologie�relative�à�la�culture�cellulaire�et�

à�la�caractérisation�de�l’activité�biologique�à�la�faculté�de�médecine�de�Saint�Étienne�au�

sein� de� l’équipe� Groupe� Cancer�IFR� 143.� Toutes� les� manipulations� avec� les� cellules�

sont�effectuées�en�environnement�stérile,�sous�hotte�à�flux�laminaire.�

�

4.1. Lignée de macrophages alvéolaires (MA) : RAW 2 64.7 

Les� cellules� étudiées� sont� issues� de� la� lignée� RAW� 264.7� (ATCC�:� American� Type�

Culture�Collection)�provenant�de�macrophages�alvéolaires�(MA)�de�souris�transformés�

par�une�souche�virale�de�leucémie�murine�Ab�MLV�(Abelson�Murine�Leukemia�Virus).�

Ces�cellules�(Figure�39)�ont�un�taux�de�prolifération�important�et�permettent�de�disposer�

de�suffisamment�de�matériel�cellulaire�pour�les�différentes�expériences.�

�

�
�

Figure�39�:�Aspect�des�macrophages�(RAW�264.7)�observés�au�microscope�optique�en�contraste�de�

phase�(x400)�

�

Ces� macrophages� sont� souvent� utilisés� dans� des� études� relatives� à� l’évaluation� de� la�

toxicité� de� particules� micrométriques� (S.L� Huang� et� al.,� 2003�;� Choi� et� al.,� 2008)� et�

nanométriques�(Shvedova�et�al.,�2005�;�Kagan�et�al.,�2006).�

�
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4.2. Culture cellulaire 

Les�macrophages�sont�cultivés�dans�un�milieu�de�culture�DMEM�(Dulbecco’s�Modified�

Eagle’s�Medium�;�Gibco)�supplémenté�avec�10%�de�sérum�fœtal�de�veau�(Gibco),�1�ml�

de�pénicilline�streptomycine�(pénicilline�à�10�000�unités/ml,�streptomycine�à�10�mg/ml�;�

Sigma).�Les�cellules�ont�été�incubées�à�l’étuve�à�37°C�avec�5%�de�CO2�dans�des�boîtes�

de�culture�de�75�cm2�(Figure�40)�contenant�25�ml�de�milieu�de�culture�complet.�

�

�
�

Figure�40�:�Image�d’une�boîte�de�culture�cellulaire�dans�laquelle�les�macrophages�sont�mis�en�

culture�

�

Ces� cellules� sont� adhérentes� et� «�s’accrochent�»� au� fond� des� boîtes� de� culture.�

Lorsqu’elles� atteignent� la� confluence*,� elles� sont� décollées� du� support,� à� l’aide� d’un�

grattoir�en�plastique�stérile,�à�raison�de�2�fois�par�semaine.�Le�milieu�est�alors�renouvelé�

et�les�cellules�sont�remises�en�culture�à�une�concentration�de�2.106�MA/boîte.�Lorsque�le�

nombre� de� passage*� devient� significatif� (>�10),� un� nouvel� aliquot� est� décongelé� afin�

�������������������������������������������������
*�Confluence�:�les�cellules�se�développent�dans�la�boite�de�culture�par�division.�De�fait,�elles�remplissent�

la�boite�après�environ�2�jours�de�cultures�jusqu’à�confluence�qui�correspond�à�un�recouvrement�d’environ�

80%�du�fond�de�la�boite�de�culture.�
*�Notion�de�passage�:�elle�correspond�à�un�cycle�complet�entre�deux�grattages�successifs�des�cellules�dans�

leurs�boites�de�culture.�
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d’éviter� une� dérive� phénotypique*� de� la� lignée.� On� dispose� de� plusieurs� aliquots� de�

stockage�dans�de�l’azote�liquide�(�196°C),�assurant�la�conservation�des�cellules.�

�

4.3. Préparation des cellules et des particules 

4.3.1. Préparation�des�cellules�

Les� cellules� sont� décollées� mécaniquement� du� fond� des� boîtes� de� culture� afin� d’être�

comptabilisées�(viabilité,�nombre)�et�«�rincées�»�en�vue�des�évaluations�In�Vitro.�

�

� Evaluation�de�la�viabilité�cellulaire�

Le�test�de�viabilité�permet�d’estimer�la�proportion�de�cellules�vivantes.�Il�repose�sur�les�

différences� de� perméabilité� membranaire� entre� les� cellules� mortes� et� les� cellules�

vivantes� (Figure�41).�Le� colorant�utilisé� (bleu�Trypan)� a� tendance� à�pénétrer�dans� les�

cellules.� Une� fois� dans� la� cellule,� il� entraîne� un� mécanisme� d’exclusion� qui� va� le�

relarguer� dans� le� milieu� extérieur.� Ce� mécanisme� nécessitant� de� l’énergie,� seules� les�

cellules�vivantes�peuvent�le�mettre�en�place.�

�

Les cellules vivantes 
excluent le colorant

Le colorant pénètre 
les cellules mortes

�
�

Figure�41�:�Principe�de�l’évaluation�de�la�viabilité�cellulaire�par�coloration�au�bleu�Trypan�

�

�������������������������������������������������
*�Dérive�phénotypique�:�changement�de�traits�observables�caractéristiques�des�cellules�(formes�et�allure�de�

la�membrane,�aspect�du�cytoplasme,�etc.).�
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Expérimentalement,� la� suspension� cellulaire�obtenue� après�décollement�mécanique� est�

diluée� au� 1/5ème� dans� du� bleu� Trypan.� Le� comptage� en� cellule� de� Thoma*� permet� de�

comptabiliser�les�cellules�blanches�et�bleues�et�ainsi�estimer�la�viabilité�cellulaire.�

�

100×=
bleuescellulesdenombre

clairescellulesdenombre
Viabilité �

�

Nous�avons�ainsi�accès�à� la�numération�des�cellules�et� l’estimation�du�pourcentage�de�

viabilité�(>�90%�en�général).��

�

� Rinçage�des�cellules�

Après�numération�et�estimation�de�la�viabilité,� les�cellules�sont�«�rincées�»�au�PBS*�et�

centrifugées� (10�min,� 1500�tr/min,� Sigma� 3K12),� avant� d’être� remises� dans� le� milieu�

adéquat�pour� le�dosage.�Finalement,� les�cellules�sont�réparties�au�fond�des�puits�d’une�

plaque�multipuits�(Figure�42)�selon�la�densité�choisie.��

�

�
�

Figure�42�:�Image�d’une�plaque�96�puits�

�������������������������������������������������
*�Cellule�de�Thoma�:� lame�de�verre�dans� laquelle� est� creusé�un�quadrillage�constituant�une�chambre�de�

comptage.� Il� suffit� d’y� déposer� la� suspension� de� cellules� pour� en� faire� la� numération� au� microscope�

optique.�
*� PBS� (Phosphate� Buffered� Saline)� �� solution� tampon� saline� de� phosphate�contenant� des� sels� (NaCl,�

Na2HPO4,� KH2PO4)� servant� principalement� au� rinçage� des� cellules� pour� enlever� toute� trace� de� milieu�

avant�leur�utilisation�dans�les�tests�In�Vitro.�
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�

On�dispose� alors� du�matériel� biologique� nécessaire� à� la� réalisation� des� évaluations� In�

Vitro.�

�

4.3.2. Préparation�des�particules�

Les�particules�sont�préparées�dans�le�milieu�de�culture�des�cellules�environ�30�minutes�

avant�les�mises�en�contact.�Dans�la�pratique,�on�prépare�une�suspension�particulaire�de�

concentration�massique�connue�dans�un�tube.�Par�suite,� les�suspensions�sont�préparées�

aux� concentrations� désirées� par� dilutions� successives.� Après� avoir� préalablement�

disposé�les�cellules�au�fond�de�chaque�puits,�les�suspensions�particulaires�sont�fortement�

agitées� (vortex)� et� un� volume� précis� est� administré� aux� cellules� directement� dans� les�

puits�de�culture.�

L’ensemble�des�particules�de�travail�a�été�ainsi�préparé�et�administré�aux�cellules�avec�

les�échantillons�positifs�et�négatifs�de�toxicité.�Des�doses�de�particules�de�15,�30,�60�et�

120�_g�pour�106�macrophages�alvéolaires�ont�été�utilisées�(Bruch�et�al.,�2004).�

�

Conclusion�

La�mise� en� place� de� la� culture� cellulaire� de� macrophages� de� lignée,� nous� permet� de�

disposer� d’un� support� cellulaire� pratique�(nombre� de�macrophages� important,� viabilité�

élevée,� etc.).� Après� avoir� préalablement� préparé� les� cellules� et� les� suspensions�

particulaires,�nous�pouvons�finalement�mettre�en�place�la�méthodologie�d’évaluation�de�

l’activité�biologique�des�particules�de�SiC.�
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4.4. Evaluation de l’activité biologique des partic ules 

L’évaluation� de� l’activité� biologique� des� particules� de� SiC� se� déroule� sur� plaque� 96�

puits.� Elle� consiste� à� évaluer� l’état� d’inflammation� (TNF�α),� l’endommagement� et� la�

mort� cellulaire� (LDH)� et� le� stress� oxydant� (H2O2)� par� dosage� des� paramètres�

correspondant�dans�le�milieu�extracellulaire.�Pour�se�faire,�on�utilisera�principalement�la�

spectrométrie� UV�visible� et� la� spectrofluorométrie� (Thermolab,� Ascent� Multiscan� et�

Fluoroscan).�

�

4.4.1. Etat�d’inflammation�:�TNF�α�

Le� TNF�α� est� une� cytokine� produite� et� secrétée� par� les� cellules� dans� le� milieu�

extracellulaire� au� cours� de� la� réaction� inflammatoire.� Elle� constitue� un� indicateur� du�

niveau�de�l’inflammation�provoqué�par�les�particules�de�SiC�sur�les�macrophages.�

Dans� la� pratique,� les� cellules� sont� incubées� avec� les� particules� dans� leur� milieu�

biologique� (1.105�MA/puits).�Après� 24� heures� d’incubation,� le� surnageant� est� prélevé�

pour�être�analysé�à�l’aide�d’un�kit�de�dosage�ELISA�(Figure�43).�

�

�50�_l� du� surnageant� sont� placés� dans� des� puits� tapissés� par� des� anticorps�

capables�de�fixer�le�TNF�α.�Après�2�heures�d’incubation,�les�puits�sont�lavés�avec�une�

solution�tampon.�

�

Un� anticorps� couplé� à� une� molécule� de� biotine� est� ajouté.� Après� une� période�

d’incubation� de� 2� heures,� les� puits� sont� à� nouveaux� lavés,� pour� enlever� le� surplus� de�

réactifs�qui�n’a�pas�réagi.�

�

On�introduit�ensuite�la�solution�colorée�correspondant�à�un�complexe�enzymatique�

(Horseradish�Peroxydase�(HRP)�/�Streptavidine)�ayant�une�affinité�pour�la�biotine.�

�

Après� 30� minutes� d’incubation,� la� solution� «�stop�»� est� finalement� ajoutée.� La�

coloration�des�puits�passe�alors�du�bleu�au�jaune�et�l’absorbance�peut�être�mesurée�par�

spectrophotométrie� UV�visible� à� 450�nm.� La� concentration� en� TNF�α� (pg/ml)� est�

ensuite�obtenue�via�des�droites�d’étalonnages�réalisées�pour�chaque�nouvel�essai.�

3

4

5

1 2et
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�
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dans le surnageant de culture2 Ajout de la molécule de biotine 
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5

Cellule macrophagique
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�
�

Figure�43�:�Principe�du�dosage�ELISA�du�TNF�α�

�

4.4.2. Endommagement�et�mort�cellulaire�:�LDH�

La� LDH� (Lactate� Déshydrogénase)� est� une� enzyme� présente� dans� le� cytoplasme� des�

cellules�vivantes.�En�cas�d’endommagement�ou�de�mort�cellulaire,� la�LDH�est� libérée�

dans� le� � milieu.� Témoin� de� la� mort� cellulaire,� son� dosage� permet� d’évaluer� la�

cytotoxicité�des�particules�de�SiC.�

�

Pour�déterminer� la� concentration� en�LDH�dans� le�milieu� extracellulaire,� on�utilise� les�

propriétés�catalytiques�de�l’enzyme�(Candeias�et�al.,�1998).�Celle�ci�catalyse�l’hydrolyse�

du�lactate�en�pyruvate�(Figure�44).�Le�pouvoir�réducteur�NADH�+�H+�est�ensuite�utilisé�

comme�réactif�limitant�d’une�réaction�catalysée�par�une�seconde�enzyme�:�la�diaphorase.�

Cette� enzyme� catalyse� une� réaction� colorimétrique,� en� transformant� son� substrat�

(Résazurin)� en� un� produit� fluorescent� (Résorufin).� L’analyse� par� spectrofluorométrie�

(530Ex�/�590Em)�est�proportionnelle�à�l’activité�de�la�LDH�dans�le�milieu�extracellulaire.�
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�
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Figure�44�:�Principe�du�dosage�de�la�LDH�

�

Expérimentalement,�les�macrophages�alvéolaires�sont�incubés�avec�les�particules�de�SiC�

(1.105� MA�/�puits)� dans� leur� milieu� biologique� à� 37°C,� 5%� CO2.� Après� 24� heures�

d’incubation,� la�LDH�est� dosée�dans� les�puits� de� culture� suivant� le�principe�décrit� ci�

dessus.�On�obtient�la�quantité�maximum�de�LDH�pouvant�être�libérée�en�introduisant�un�

puissant�agent�de�lyse�cellulaire�dans�des�puits�témoins.�Les�résultats�obtenus�sont�alors�

exprimés�en�pourcentage�de�LDH�libérée.�
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4.4.3. Stress�oxydant�:�H2O2�

Le�peroxyde�d’hydrogène�(H2O2),�principale�substance�du�pouvoir�oxydant�des�cellules,�

est�un�acteur�central�du� stress�oxydant.�Le�dosage�de�H2O2�en�milieu�extracellulaire�à�

pour� but� d’évaluer� le� stress� cellulaire� provoqué� par� les� particules� minérales� sur� les�

cellules.�

La� quantité� de� H2O2� secrétée� par� les� cellules� est� dosée� suivant� la�méthode� de� De� la�

Harpe�et�Nathan�(Nathan�et�Root,�1977�;�Nathan�et�al.,�1979�;�De�la�Harpe�et�Nathan,�

1985�;� Nathan,� 1987�;� Bruch� et� al.,� 2004).� Expérimentalement,� on� se� place� dans� un�

milieu�tampon�de�KRPG�(Krebs�Ringer�Phosphate�buffer�Glucose)�permettant�d’éviter�

les�diverses� interactions� avec� le�milieu�de� culture� (rouge�phénol,� etc.).�On�utilise�une�

solution�de�dosage�contenant�de�la�scopolétine�(30_M),�NaN3�(1�mM),�de�la�horseradish�

peroxidase� (HRP)� (1�unité� purpurogallin/ml)*� et� du� phorbol�12�myristate�13�acetate�

(PMA,� 100�ng/ml).� La� scopolétine,� fluorescente� à� l’état� naturel,� constitue� l’agent� de�

dosage�(Figure�45).�En�présence�de�peroxyde�d’hydrogène,�son�oxydation�est�catalysée�

par� la� HRP.� La� baisse� enregistrée� de� la� fluorescence� sur� une� période� de� 90� minutes�

(355Ex�/�460Em)�permet�d’estimer�la�quantité�de�H2O2�(nmol/106�MA).�

�

Scopolétine

Cellule macrophagique en 
état de stress oxydant

Scopolétine oxydée

Fluorescence

HRP

H2O2

�
�

Figure�45�:�Principe�du�dosage�du�peroxyde�d’hydrogène�(De�la�Harpe�et�Nathan,�1985)�

�������������������������������������������������
*� Les� unités� catalytiques� sont� déterminées� au� cours� de� la� réaction� d'oxydation� du� pyrogallol� en�

purpurogallin�par�le�peroxyde�d'hydrogène�à�pH=6�et�20°C.�Une�unité�catalytique�permet�de�transformer�

en�20�secondes�1�mg�de�pyrogallol�en�purpurogallin.�
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Ainsi,�à�partir�de�cette�méthode�de�dosage�de�H2O2�en�milieu�extracellulaire,�deux�tests�

sont�effectués�pour�évaluer�le�stress�oxydant�:�

�

:�“Stress�aigu”�–�paramètre�ROS�

Le�test�décrit�ci�dessus�qui�correspond�à�la�détermination�du�stress�aigu�sur�90�minutes�

(De� la�Harpe� et�Nathan,� 1985�;�Bruch� et� al.,� 2004).� Il� permet� de� déterminer� le� stress�

oxydant� provoqué� par� les� particules� dans� les� premiers� temps� de� l’interaction�

cellule/particule.�Le�paramètre�correspondant�est� appelé�ROS�(De� la�Harpe�et�Nathan,�

1985�;�Bruch�et�al.,�2004).�Brièvement,� les�macrophages�alvéolaires�sont� incubés�avec�

les�particules�de�SiC�(3.105�MA�/�puits)�dans�le�KRPG�pendant�90�minutes�à�37°C,�5%�

CO2.�Au� cours� de� cette� période,� le� peroxyde� d’hydrogène� produit� par� les� cellules� est�

dosé� par� la� méthode� décrite� ci�dessus.� Les� résultats� obtenus� sont� exprimés� en�

nmol/106�MA.�

�

:�“Stress�chronique”�–�paramètre�TOX�

Un�autre� test,�adapté�par�Bruch�et�al.�dans�le�cadre�de�ses� travaux,�s’effectue�après�un�

temps� d’interaction� cellule/particule� plus� important� et� s’apparente� à� l’évaluation� d’un�

stress� chronique� (Bruch� et� al.,� 1993b�;� Bruch� et� al.,� 1996�;� Bruch� et� al.,� 2004).� Pour�

notre�part,�nous�effectuons�ce� test�après�une� interaction�cellule/particule�de�24�heures.�

Le� paramètre� correspondant� est� appelé� TOX.� Les� cellules� sont� incubées� avec� les�

particules�de�SiC�(3.105�MA�/�puits)�dans�le�DMEM�à�37°C,�5%�CO2.�Après�24�heures�

d’incubation,� les� puits� sont� délicatement� vidés� et� nettoyés� avec� la� solution� de�KRPG�

pour�y�introduire� la�solution�de�dosage.�Les�résultats�sont�exprimés�en�pourcentage�en�

attribuant�la�valeur�100%�au�témoin�positif�de�toxicité�(Bruch�et�al.,�2004).�

Finalement,�la�mise�en�parallèle�de�ces�deux�paramètres�(ROS�et�TOX)�nous�permettra�

d’avoir�un�indicateur�du�stress�oxydant�des�cellules.�

�

Conclusion�

L’ensemble� de� ces� tests� nous� servira� à� estimer� l’activité� biologique� des� différentes�

particules�de�SiC.�Les�résultats�relatifs�à�des�domaines�distincts�de�la�réponse�cellulaire�

(état�d’inflammation,�mort�cellulaire,�stress�oxydant)�permettront�d’avoir�une�idée�de�la�

toxicité�globale�des�particules�de�SiC.�



Chapitre�III�:�Matériels�et�Méthodes� � Najih�Boumahdi�

� 90�

����
��	���

�

Il� existe� un� risque� d’inhalation� pour� les� personnes� exposées� aux� particules.� Etudier�

l’activité� biologique� des� particules,� c’est� appréhender� les�mécanismes� qui� la� régissent�

permettant�ainsi�de�supprimer�le�danger.�Contrairement�à�de�nombreuses�études�(SiO2,�

TiO2,� particules� diesels,� etc.),� pas� ou� très� peu� de� données� existent� sur� l’activité�

biologique�des�poudres�de�SiC.�

�

Le� carbure� de� silicium� a� des� propriétés� exceptionnelles� qui� justifient� sa� demande�

toujours�plus�grande�sur�le�marché.�Produites�industriellement�par�le�procédé�Acheson,�

les� poudres� de� SiC� sont� susceptibles� de� se� disséminer� dans� les� environnements� de�

travail,�comme�le�soulignent�les�diverses�études�épidémiologiques�réalisées.�L’ensemble�

des�observations,�a�permis�de�conclure�à�l’existence�d’un�possible�risque�caractérisé�par�

une� diminution� des� fonctions� pulmonaires� et� l’apparition� de� pathologies� respiratoires�

pour� les� travailleurs� des� usines� de� SiC.� Certains� (Massé� et� al.,� 1988�;� Durand� et� al.,�

1991)� affirment� même� que� ce� type� de� pneumoconiose� observé� est� suffisamment�

atypique�et�distinct�pour�être�reconnu�comme�une�entité�spécifique.�

Ainsi,� à� titre� préventif,� il� apparaît� nécessaire� de� mener� des� expériences� plus�

approfondies�sur�des�particules�grossières,�fines�et�ultrafines�de�SiC,�en�conjuguant�les�

caractérisations�physico�chimiques�et�l’évaluation�de�l’activité�biologique�par�la�mise�en�

place�de�tests�In�Vitro.�

�

Dans�la�cavité�alvéolaire,�les�macrophages�alvéolaires�représentent�la�première�ligne�de�

défense� face� aux� particules� inhalées.� Ils� participent� et� modulent� la� réaction�

inflammatoire� locale� en� se� débarrassant� des� particules� par� phagocytose.� Au� cours� de�

l’interaction�cellule/particule,�le�macrophage�activé�va�sécréter�des�molécules�chimiques�

caractéristiques� de� l’état� d’inflammation� (TNF�α),� de� la� mort� cellulaire� (LDH)� et� du�

stress�oxydant� (H2O2).�Le�suivi�de�ces�paramètres�nous�permettra�d’évaluer� l’intensité�

de�la�réponse�cellulaire�et�par�conséquent�l’activité�biologique�globale�des�particules�de�

SiC�testées.�

�
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De�plus,�les�propriétés�physiques�et�chimiques�des�particules�jouent�un�rôle�primordial�

dans�l’intensité�de�la�réponse�cellulaire�et�la�génération�de�radicaux�libres�(HO•,�COO•�

).� Bien� qu’il� soit� souvent� difficile� de� statuer� définitivement� sur� l’implication� des�

différents� paramètres,� nous� essaierons� de� conjuguer� en� parallèle� le� travail� de�

caractérisation�physico�chimique�et�de�l’activité�biologique�des�particules�de�SiC.�

Ainsi,� «�…� il� est� illusoire� de� vouloir� faire� choix� d'une� métrique� unique� à� mettre� en�

relation� avec� les� divers� effets� biologiques� possibles� des� particules…�;� il� faut� plutôt�

considérer�que�la�meilleure�métrique�pour�un�effet�considéré�est�fonction�de�cet�effet�et�

des�mécanismes�qui�le�gouvernent�»�(Hervé�Bazin,�2007).�

�

�
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Dans� cette� première� partie,� nous� allons� aborder� uniquement� les� résultats� obtenus� avec� les�

particules� industrielles� de� SiC� élaborées� avec� le� procédé� Acheson� dans� une� usine� de�

fabrication�typique.�Ces�poudres,�directement�récupérées�en�sortie�d’usine,�ne�subissent�aucun�

traitement�(«�poudres�brutes�»)�et�sont�utilisées�telles�quelles�dans�les�unités�de�recherche�et�de�

fabrication.�Par�souci�de�clarté,�nous�allons�procéder�de�la�façon�suivante�:�

�

��Dans�un�premier�temps,�nous�allons�présenter�le�protocole�opératoire�utilisé�pour�récupérer�

les� fractions� alvéolaires� (Dmax�≤�10�_m)� contenues� dans� les� poudres� ayant� des� distributions�

granulométriques�larges�(SiC�A1,�A3�et�A4).�Les�autres�poudres�(SiC�A2�et�A5)�ont�déjà�des�

caractéristiques� qui� répondent� à� la� définition� de� la� fraction� alvéolaire.�De� cette� façon� nous�

disposerons� de� particules� industrielles� susceptibles� d’atteindre� les� alvéoles� pulmonaires� et�

d’interagir�avec�les�macrophages�alvéolaires�(Chap�II,�Figure�2).�

�

�� Dans� un� second� temps,� nous� présenterons� les� résultats� des� caractérisations� physico�

chimiques� réalisées� sur� les� particules� industrielles� (taille,� surface,� morphologie,� chimie,�

structure�cristalline,�état�de�surface�et�activité�radicalaire).�

�

��Dans�un�troisième�temps,�nous�présenterons�les�résultats�relatifs�à�l’évaluation�de�l’activité�

biologique�de�ces�particules�industrielles�(état�d’inflammation,�mort�cellulaire,�stress�oxydant).�

�

�� Enfin,� après� analyse� des� résultats,� nous� discuterons� des� possibles� corrélations� entre�

l’évolution�de�l’activité�biologique�globale�(modèle�vecteur)�et�les�principales�caractéristiques�

des�particules�industrielles.�

�
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1. Récupération de la fraction alvéolaire 

Les�poudres�industrielles�de�SiC�A1,�A3�et�A4�ont�des�distributions�granulométriques�larges.�

Par�conséquent,�la�première�étape�consiste�à�récupérer�la�fraction�alvéolaire�contenue�dans�la�

poudre�brute,�susceptible�de�pénétrer�dans�le�poumon�profond.�

Nous� avons� donc� mis� au� point� un� dispositif� expérimental� basé� sur� le� principe� de�

fonctionnement� des� lits� fluidisés�:� «�l’élutriateur� vertical�»� (Figure� 46).� L’élutriation� est� un�

procédé�par�lequel�les�particules�sont�mises�en�suspension�via�un�gaz�vecteur�(air)�traversant�

le�lit�de�particules.�

�

Débitmètre 
massique

Débitmètre 
massique

Gaz vecteur (Air)

Filtre

Lit de particules 
de SiC

Jauge de pression

Jauge de pression

�
�

Figure�46�:�Schéma�du�dispositif�de�récupération�des�fractions�alvéolaires�

�

En�théorie,�quand�la�vitesse�à�travers�le�lit�excède�la�vitesse�terminale�des�particules,�celles�ci�

sont�entraînées�et�collectées�sur�un�filtre�(porosité�=�0,2�_m,�diamètre�=�47�mm,�Whatman)�en�

sortie�de�colonne�(Figure�47).��

�
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Figure�47�:�Aspect�d’un�filtre�après�une�opération�d’élutriation�:�poudres�industrielles�de�SiC�A1�et�A3�

�

Les� caractéristiques� physico�chimiques� propres� des� particules� affectent� leur� aptitude� à� la�

fluidisation.� Dans� la� pratique,� on� se� reporte� à� la� classification� de� Geldart� (Geldart,�

1972/1973),� selon� laquelle� les� poudres� peuvent� appartenir� à� différents� groupes� suivant� leur�

comportement�au�cours�de�la�fluidisation.�

Brièvement,� les� groupes�A� et�B� correspondent� à� des� poudres� relativement� fluidisables.� Les�

groupes� C� et� D� correspondent� à� des� particules� qu’il� est� très� difficile� voire� impossible� de�

fluidiser.� Ceci� est� principalement� dû� aux� forces� d’interactions� interparticulaires� (Van� Der�

Waals,�électrostatiques,�etc.)�qui�s’opposent�aux�forces�gravitationnelles.�Dans�notre�cas,�les�

poudres� de� SiC� A1,� A3� et� A4� appartiennent� globalement� à� la� catégorie� A� et/ou� B� de� la�

classification�de�Geldart�et�sont�donc�facilement�fluidisables.�

�

Les�particules�éjectées�du�lit�fluidisé�sont�soumises�principalement�à�deux�forces�:�la�force�de�

traînée� du� gaz� fluidisant� et� l’accélération� de� la� pesanteur.� La� résolution� de� l’équation�

d’équilibre�permet�d’accéder�à�la�vitesse�terminale�(Ut)�d’une�particule�:�
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Notations�et�symboles:
Ut =�vitesse�terminale�des�particules�(LT�1)
g�=�constante�de�gravitation�(LT�2)
Dp =�diamètre�moyen�des�particules�(L)
ρp,�ρf =�masse�volumique�respective�des�phases�solide�et�fluide��(ML�3)
Cd =�coefficient�de�traînée �

�

En�théorie,�cette�donnée�est�essentielle�pour�la�détermination�de�la�constante�d’élutriation�(K).�

En�effet,� le� taux�d’élutriation�dans�un�système�est�proportionnel�à� la�concentration�des�fines�

particules�restantes�dans�le�lit�(Leva�et�al.,�1946)�:�
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�

Bien�que� le�calcul�de�K� soit� fondé�sur�des� relations�semi�empiriques,�de�nombreuses�études�

ont�permis�d’établir� des� corrélations�pour� cette�valeur� (Yagi� et�Aochi,� 1955�;�Geldart� et� al.�

1986�;�Li�et�Kato,�2001).�Ainsi,� la�formule�de�Geldart�obtenue�en�utilisant�des�particules�de�

classe�A�ou�B,�permet�d’aboutir�à�la�relation�suivante�:�
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�

La�constante�d’élutriation�dépend�principalement�de�la�taille�des�particules�et�de�la�vitesse�du�

gaz� fluidisant.�L’accès� à� sa�valeur�permet�d’évaluer� le� flux�massique�de�particules.�Dans� la�

pratique,� on� détermine� la�masse� cumulée� de� particules� élutriées�M(t)� en� fonction� du� temps�

(Tasirin�et�Geldart,�1998�;�Rodriguez�et�al.,�2000)�:�
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Cette� formule�correspond�à� l’élutriation�d’une�poudre�monodisperse.�Or,�dans� la� réalité,� les�

échantillons� sont�polydisperses.�Par� conséquent,� la�masse� totale� élutriée� est� alors� égale� à� la�

somme�des�masses� élutriées�pour� chaque� taille�de�particules.�La� fraction�massique�de� fines�

particules� évoluant� au� cours� du� temps,� l’expression� générale� du� flux� massique� (Ep)�

s’écrit�alors�:�
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Notations�et�symboles:
m�=�masse�totale�du�lit�(M)
me =�masse�des�particules�élutriables restante�dans�le�lit�au�temps�t�(M)
me,0 =�masse�initiale�des�particules�élutriables (M)
K�=�constante�d’élutriation (ML�2T�1)
A�=�section�du�lit�(L2)
M(t)�=�masse�cumulée�de�particules�élutriées en�fonction�du�temps�(MT�1)
Ep =�flux�massique�de�fines�particules�(MT�1) �

�

Cependant,� dans� la�pratique,� des�difficultés� existent�pour� corréler� les� résultats� théoriques� et�

expérimentaux.�Ainsi,�pour�collecter�la�bonne�taille�de�particules,�on�ajuste�les�débits�de�gaz�

afin� de� contrôler� la� perte� de� charge� dans� la� colonne� et� ainsi� avoir� une� taille� de� particules�

répondant�à�la�définition�de�la�fraction�alvéolaire�(Figure�48).�
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Figure�48�:�Exemple�de�récupération�de�la�fraction�alvéolaire�contenue�dans�la�poudre�industrielle�de�SiC�

A1�:�distribution�granulométrique�(Dmax�≤�10�Rm�;�D50�≈�2,5�Rm)�et�images�MEB�FEG�des�particules�

correspondantes�récupérées�sur�les�filtres��

�

Les� fractions� alvéolaires� contenues� dans� les� poudres� de� SiC� A1,� A3� et� A4� ont� ainsi� été�

récupérées.�Nous� rappelons�que� les�poudres�de�SiC�A2�et�A5,�correspondent�à�des�poudres�

fines�répondant�de�fait�à�la�définition�de�la�fraction�alvéolaire�(Dmax�≤�10�_m).�

Seule,�la�poudre�de�SiC�A3,�dont�la�distribution�granulométrique�des�particules�de�départ�est�

très� large� (D50�≈�200�_m),� subit� une� ségrégation� de� phase� importante� au� cours� de� cette�

opération.� En� effet,� les� particules� de� SiC,� qui� forment� les� gros� grains� de� la� poudre,� restent�

dans�le�lit�alors�que�la�partie�fine�riche�en�impuretés�(SiO2�et�C)�est�emportée�et�se�retrouve�

sur� le� filtre� en� sortie� de� colonne.�On� rappelle� que� cette� poudre� correspond� à� un� indicateur�

représentatif�de�l’atmosphère�de�travail�des�usines�de�fabrication�de�ces�poudres�de�SiC.�

�

Cette�étape�nous�permet�préalablement�de�récupérer� la� fraction�alvéolaire�contenue�dans� les�

poudres� industrielles�de�distribution�granulométrique� large.�Nous�disposons�désormais,�pour�

chaque� poudre,� des� particules� susceptibles� de� se� retrouver� dans� la� cavité� alvéolaire� après�

inhalation�et�donc�d’interagir�avec�les�macrophages�alvéolaires.�

Il� convient� maintenant� de� déterminer� les� propriétés� physico�chimiques� de� chacune� de� ces�

poudres.�
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2. Propriétés physico-chimiques des poudres 

2.1. Paramètres physiques : taille, surface et morp hologie 

2.1.1. Taille�et�surface�

Effectuées�par�granulométrie�laser,�ces�analyses�nous�donnent�une�estimation�de�la�taille�des�

particules.�Compte� tenu�des� formes� très� irrégulières�des�particules� industrielles� (Figure�49),�

nous� nous� éloignons� de� l’hypothèse� de� sphéricité� des� grains� intervenant� dans� le� traitement�

mathématique� des� données.� Cela� étant,� les� valeurs� obtenues� constituent� tout� de� même� un�

indicateur� de� la� taille� des� particules� en� prenant� en� compte� le� diamètre� médian� (D50)� des�

distributions�granulométriques.�Il�est�donc�utile�de�coupler�ces�données�avec�les�valeurs�de�la�

surface�spécifique,�mesurées�par�la�méthode�BET�(Tableau�8).�

�

Granulométrie� Surface�spécifique�BET�
Echantillons�

diamètre�médian�D50�(_m)� (m2/g)�

SiC�A1� ≈�2,5� 4,0�

SiC�A2� ≈�0,5� 11,0�

SiC�A3� ≈�6,0� 3,0�

SiC�A4� ≈�2,5� 3,5�

SiC�A5� ≈�0,8� 8,5�

�

Tableau�8�:�Analyse�granulométrique�et�surface�spécifique�des�particules�industrielles�de�SiC�

�

Ces� résultats� et� l’analyse� des� distributions� granulométriques� (figures� non� présentées)�

permettent� de� constater� que� les� particules� industrielles� sont� polydisperses,� avec� une�

contribution�relative�de�particules�grossières,�fines�et�ultrafines.�De�plus,�elles�présentent�très�

peu�de�porosité,�affichant�des�valeurs�de�surface�spécifique�très�faibles.�

De� fait,� il� semble� que� les� poudres� A2� et� A5� soient� plus� fines� avec� moins� de� particules�

grossières�et�des�valeurs�de�surface�spécifiques�voisines�de�10�m2/g.�A�contrario,�les�poudres�

A1,�A3�et�A4�sont�plus�grossières�avec�des�surfaces�spécifiques�voisines�de�3�m2/g.�

�

2.1.2. Morphologie�des�particules��

Les� observations� en�microscopie� électronique� au�MEB�FEG� nous� permettent� d’obtenir� des�

informations�sur�la�taille,�la�forme�et�l’aspect�de�surface�des�particules�(Figure�49).�

�
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Figure�49�:�Images�MEB�FEG�des�particules�industrielles�de�SiC�obtenues�par�le�procédé�Acheson�

�

Les�échantillons�sont�polydisperses�avec�une�morphologie�générale�identique.�Loin�d’être�des�

sphères,� les�grains�ont�une�forme�très� irrégulière�(Figure�49)�avec�des�tailles� très�variées,�ce�

qui�corrobore�les�observations�faites�précédemment�sur�l’analyse�granulométrique.�

En�général,� l’aspect�de� surface�des�grains�est� lisse�avec�des� arêtes�coupantes,�probablement�

façonnées�par�les�multiples�étapes�de�broyage�et�purification�des�poudres�au�cours�du�procédé�

d’élaboration.�De�plus,�on�observe�la�présence�de�particules�nanométriques�et�submicroniques�

fixées�sur�des�particules�de�taille�supérieure�(Figure�50),�ce�qui�résulte�vraisemblablement�du�

frittage�réactif�qui�a�lieu�aux�très�hautes�températures�de�synthèse�du�SiC�(Chap�I,�4.2.1).�
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Figure�50�:�Images�MEB�FEG�de�particules�submicroniques�et�nanométriques�fixées�sur�des�particules�de�

taille�plus�importante�

�

Par� ailleurs,� on� peut� également� souligner� la� présence� à� l’échelle� nanométrique,� de� ce� qui�

s’apparente�à�des�nano�fissures�(Figure�51)�provoquées�vraisemblablement�par�les�conditions�

d’obtention�de�ces�particules�(traitements�thermiques�et�mécaniques).�En�effet,�les�particules�

de�SiC�sont�très�dures�(ChapI,�4.1.1)�et�donc�les�énergies�mises�en�jeu�lors�du�broyage�peuvent�

être�localement�très�importantes.�

�
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Figure�51�:�Images�MEB�FEG�de�«�nano�fissures�»�sur�certaines�particules�industrielles��de�SiC�

�

Cet�aspect�de�surface,�caractéristique�des�particules�industrielles,�est�observé�pour�l’ensemble�

des�échantillons.�Néanmoins,� il�est� très�nettement�visible�pour� les�particules�grossières� (A1,�

A3�et�A4)�mais�se�fait�plus�rare�lorsque�la�taille�des�particules�diminue�(A2�et�A5)�(Figure�50).�

Ainsi,� ces� observations� sont� très� importantes� car� elles� peuvent� expliquer� une� réactivité� de�

surface� très� spécifique� des� particules� industrielles� de� SiC� (Fubini,� 1998)� et� soulignent� des�

différences� entre� les� échantillons�A1,�A3,�A4� qui� contiennent� plus� de� particules� grossières�

avec�ce�type�de�morphologie�à�l’inverse�des�particules�plus�fines�A2�et�A5.�

�

Conclusion�

Ces�caractéristiques�physiques�(taille,�surface,�morphologie)�sont�spécifiques�des�poudres�de�

SiC� obtenues� par� le� procédé� Acheson.� La� morphologie� générale� est� caractérisée�

principalement� par� un� aspect� de� surface� lisse� et� la� présence� de� particules� nanométriques� et�

submicroniques� fixées� sur�des�particules�plus� larges.�Des�différences� sont�observables�entre�

les� divers� échantillons�:� les� particules� de� SiC� A1,� A3� et� A4� sont� plus� grossières� (Sp�≈�3�

4�m2/g)�à�l’inverse�des�particules�A2�et�A5�plus�fines�(Sp�≈�8�11�m2/g).��

�

�
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2.2. Paramètres chimiques 

2.2.1. Analyse�cristallographique�

L’analyse� de� la� structure� cristallographique� des� particules� par� diffractométrie� des� rayons�X�

permet� d’obtenir� des� informations� sur� la� nature� et� la� proportion� des� différentes� phases�

cristallisées� contenues� dans� les� poudres� industrielles� de�SiC.�Les� diffractogrammes� obtenus�

permettent�d’observer�principalement� la�présence�des�polytypes�de�SiC� (6H,�4H,�15R)�et� la�

présence� d’impuretés� résiduelles� (Quartz,� Cristobalite,� Silicium� et� Carbone).� En� raison� du�

nombre� important� d’acquisitions,� nous� avons� choisi� volontairement� de� ne� présenter� qu’un�

diffractogramme�correspondant�à�une�poudre�impure�afin�de�mieux�visualiser�les�pics�relatifs�

à�certaines�impuretés�résiduelles�(Figure�52).��

�
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Figure�52�:�Allure�du�diffractogramme�d’une�poudre�industrielle�«�impure�»�de�SiC�

�

Par�suite,�le�traitement�de�ces�diffractogrammes�par�analyse�semi�quantitative�(Rietveld),�nous�

permet�d’avoir� une� estimation�de� la�proportion� (%�massique)�des�diverses�phases�présentes�

dans�nos�échantillons�(Tableau�9).�

�
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SiC�α� SiC�β�
Echantillon�

SiC�6H� SiC�4H� SiC�15R� SiC�3C�
SiO2�quartz� SiO2�cristobalite� Si� C�

SiC�A1� 91� 7� <�1� —� —� <�1� <�1� —�

SiC�A2� 91� 7� 2� —� —� —� —� —�

SiC�A3� 53� 7� 5� —� 9� 5� 1� 20�

SiC�A4� 90� 7� 2� —� <�1� —� <�1� <�1�

SiC�A5� 90� 3� 7� —� —� —� —� —�

�

Tableau�9�:�Analyse�semi�quantitative�des�poudres�industrielles�par�diffraction�des�rayons�X�(Rietveld)�

�

A�l’exception�de�la�poudre�A3,�l’ensemble�des�échantillons�correspond�à�des�poudres�pures�de�

SiC�α� (%SiC�≥�98%)� avec� très� majoritairement� du� SiC�6H� et� en� plus� faible� proportion� du�

SiC�4H�et�du�SiC�15R.�On�observe,�néanmoins�la�présence�de�certaines�impuretés�en�traces,�

principalement�de�la�silice,�du�silicium�et�du�carbone.�

�

La�poudre�de�SiC�A3�est� très� impure� avec�des� taux� élevés�de� carbone� et� de� silice.�Comme�

nous�l’avons�évoqué�précédemment�(Chap�IV,�1)�cette�poudre�ne�correspond�plus�vraiment�à�

une� poudre� pure� de� SiC�même� si� le� carbure� de� silicium� en� reste� le� constituant�majoritaire�

(%SiC�≈�65%).�

�
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2.2.2. Composition�chimique�

Les� résultats�de� l’analyse� chimique�par� ICP� (Figure�53)�nous�permettent�d’avoir� accès� à� la�

nature�et�à�la�proportion�des�impuretés�métalliques�contenues�dans�les�poudres�de�SiC�(Chap�

II,�4.2.3).�Ces�impuretés,�principalement�Fe�et�Al,�sont�connues�pour�jouer�un�rôle�primordial�

dans�l’activité�biologique�des�particules�(Fubini�et�Hubbard,�2003�;�Fubini�et�al.,�2004).�

�
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Figure�53�:�Concentration�des�impuretés�métalliques�de�fer�et�d’aluminium�contenues�dans�les�poudres�

industrielles�de�SiC�

�

Pour� faciliter� l’exploitation� des� résultats,� la� poudre� de� SiC� A3� n’est� pas� représentée�

(%Fe�≈�20�000�ppm�;� %Al�≈�1300�ppm).� On� constate� que� l’ensemble� des� particules�

industrielles� présente� des� proportions� importantes� en� fer� (1350�ppm�≤�%Fe�≤�2400�ppm).�

L’aluminium�est�présent�en�quantité�significative�(300�ppm�≤�%Al�≤�750�ppm),�excepté�dans�

la�poudre�de�SiC�A5.�

Ces�impuretés�métalliques�sont�prépondérantes�dans�les�particules�industrielles�mais�il�semble�

difficile�d’en�déterminer� l’origine,�due,�vraisemblablement�pour�une�part� aux� impuretés�des�

réactifs�utilisés�pour�leurs�synthèses,�et�d’autre�part,�aux�multiples�étapes�de�raffinage�(Chap�I,�

4.2).�

�

�
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De� plus,� les� résultats� de� l’analyse� LECO� et� de� fluorescence� X,� permettent� d’obtenir� une�

indication� des� teneurs� en� oxygène� et� en� carbone� libre� (%�massique)� ainsi� que� sur� la�

stœchiométrie�de�nos�poudres�(Tableau�10).�

�

Echantillon� %�O� %�Clibre� C/Si�at.�

SiC�A1� 0,4� 0,6� 0,98�

SiC�A2� 1,0� 1,3� 1,00�

SiC�A3� 6,0� 17,5� 1,66�

SiC�A4� 0,3� 0,8� 0,99�

SiC�A5� 0,5� 0,4� 0,98�

�

Tableau�10�:�Composition�chimique�des�poudres�industrielles�de�SiC�

�

A�l’exception�de�la�poudre�A3,�les�poudres�analysées�sont�stœchiométriques�avec�des�rapports�

C/Si�voisins�de�1.�On�observe�de�légères�différences�en�oxygène�et�en�carbone�libre�mais�ces�

teneurs�restent�très�faibles�et�voisines�de�1%.�

L’échantillon� A3,� contient� des� taux� élevés� de� carbone� libre� et� d’oxygène� (%O�≈�6�%,�

%Clibre�≈�17,5�%).� Ces� analyses� sont� en� accord� avec� nos� observations� précédentes� et�

confirment� le� caractère� atypique� de� cette� poudre.�A� l’inverse� des� autres� poudres� de�SiC,� la�

forte�proportion�en�impuretés�dans�la�fraction�alvéolaire�(SiO2�et�C)�conduit�à�une�poudre�de�

SiC�avec�un�rapport�C/Si�très�éloigné�de�la�stœchiométrie�(C/Si�≈�1,66)�et�qui�ne�correspond�

plus�à�des�particules�pures�de�SiC.�

�

2.2.3. Etat�de�surface�des�poudres�

L’analyse� de� surface� par� XPS� est� utilisée� pour� mettre� en� évidence� des� différences� de� la�

composition� de� surface� entre� les� divers� échantillons.� Les� pics� Si2p,� Si2s,� C1s� et� O1s� ont� été�

détectés�sur�une�zone�d’énergie�de�liaison�(El)�allant�de�0�à�900�eV.�

Le� signal� relatif� à� l’oxygène� (O1s)� est� la� signature,� pour� une� part,� d’une� contamination�

résiduelle� de� surface� (pollution� atmosphérique),� et� d’autre� part,� de� la� présence� d’une� fine�

couche�de�silice�qui�recouvre�les�grains�de�SiC�et�qui�leur�confère�entre�autres�ses�propriétés�

remarquables�de�résistance�à�l’oxydation�(Filipuzzi,�1991�;�Schwier�et�al.,�1997).�Ainsi,�pour�

l’interprétation�de�nos�données,�à� l’exemple�de�nombreuses�études�(Filipuzzi,�1991�;�Pesant,�

2005�;�Shimoda�et�al.,�2007),�nous�pouvons�faire�l’hypothèse�que�la�surface�des�grains�de�SiC�

est�recouverte�par�une�couche�de�silice� (SiO2)�avec�une�zone�intermédiaire�d’oxydes�mixtes�



Chapitre�IV�:�Les�particules�industrielles�de�SiC� � Najih�Boumahdi�

� 105�

(SiOxCy)� entre� la� silice� et� le�carbure�de� silicium.�Des� impuretés,�principalement�de� carbone�

libre�(C),�peuvent�être�présentes�en�surface�de�ces�mêmes�grains.�

�

Compte�tenu�du�libre�parcours�moyen�des�électrons�(IMFP�TPP2M�;�Ekoué,�2002)�dans�de�la�

silice� et� du� carbure� de� silicium,� les� analyses� s’effectuent� sur� une� épaisseur� de� quelques�

nanomètres� (0,5� à�5�nm)� à�partir� de� la� surface�du�matériau.�Des� fenêtres�de�mesure�ont� été�

définies� pour� l’analyse� de� chaque� pic,� respectivement� pour� O1s� (El�=�540–528�eV),� C1s�

(El�=�292–280�eV)� et� Si2p� (El�=�108–96�eV).� Le� pourcentage� atomique� et� les� informations�

relatives� à� la� décomposition� spectrale� des� signaux� correspondants� ont� été� résumés� dans� le�

Tableau�11.�

�

� � Nom�des�échantillons�

� � SiC�A1� SiC�A4� SiC�A2� SiC�A5� SiC�A3�

Si2p� 45� 43� 44� 43� 18�

C1s� 38� 40� 34� 34� 59�
Pourcentage�

atomique�(%)�
O1s� 17� 17� 22� 23� 23�

Si2p� Si–C,�Si–O2,�SiO3C,�SiO2C2,�Si–Si,�Si’�

C1s� C–Si,�C–C,�Si–OxCy,�C–O,�C=O�

Principale�

composition�des�

pics� O1s� O2–Si,�Si–OxCy,�O’�

�

Tableau�11�:�Pourcentage�atomique�et�principale�composition�de�surface�des�poudres�industrielles�de�SiC�

�

Le� pourcentage� atomique� d’oxygène� de� surface� est� relativement� élevé� pour� l’ensemble� des�

poudres�industrielles�(%O�≈�17�23%).�Pour�une�même�profondeur�d’analyse,�l’échantillon�A3�

présente�un�excès�de�carbone�et�un�appauvrissement�en�silicium�(%C�≈�59%�et�%Si�≈�18%).�

L’ensemble� des� spectres� possède� une� allure� générale� commune.� L’environnement� chimique�

des� éléments� détectés� souligne� principalement� la� présence� de� silice� (liaison� Si–O2),�

d’oxycarbure� de� silicium� (liaison� Si–OxCy),� de� carbone� (liaison� C–C),� de� certaines� formes�

oxydées��(liaisons�C–O,�C=O)�et�des�traces�de�silicium�(liaison�Si–Si).�

�

La� silice� (liaison� Si–O2)� est� nettement� présente� dans� l’ensemble� des� poudres� (Figure� 54� et�

Figure� 55).� On� note� également� une� part� non� négligeable� d’oxydes� mixtes� SiOxCy,� en�

proportion�significative�dans�la�poudre�A4�(Figure�54)�qui�contraste�singulièrement�avec�les�

autres�échantillons� (A1,�A2�et�A5).�De�manière�générale,� la�phase�d’oxycarbure�de�silicium�

est�une�phase�métastable�dans� laquelle� les�atomes�de�silicium�sont� liés�simultanément�à�des�

atomes�de�carbone�et�d’oxygène.�Selon�certaines�études�(Qi�et�al.,�1993�;�Önneby�et�Pantano,�
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1997�;�Hijikata�et�al.,�2001�;�George�et�al.,�2002),�quelques�phases�stœchiométriques�ont�pu�

être� observées� comme:� [SiOC3]� (El�=�100,2�100,6�eV),� [SiO2C2]� (El�=�101,2�101,8�eV)� et�

[SiO3C]�(El�=�102,1�102,6�eV).�Ces�oxydes�mixtes�peuvent�également�être�mis�sous�la�forme�

SiC4�xO2�avec�x�≤�2�(Hornetz�et�al.,�1985).�On�peut�noter�la�présence�d’un�faible�pic�noté�(Si’)�

vers�105�eV�difficilement� identifiable�et�présent�dans�les�poudres�A3�et�A4.�Ce�pic�pourrait�

correspondre�à�des� impuretés� telles�que�de� la� fumée�de�silice� (Chenhall�et�al.,�1985)�ou�des�

groupements�Si–CxHy�(Wagner�et�al.,�1979).�

�
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Figure�54�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�Si2p�observés�par�analyse�de�

la�surface�des�poudres�industrielles�de�SiC�

�
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De� la� même� façon,� un� pic� noté� (O′)� peut� également� être� observé� vers� les� faibles� énergies�

(≈�531�eV)�principalement�pour�les�poudres�A3�et�A4.�Bien�qu’il�soit�difficile�d’en�identifier�

clairement� l’origine,� il� est� possible� d’attribuer� sa� � présence� à� la� liaison�O=C� (Weng� et� al.,�

1995�;�Delpeux�et�al.,�1998),�à�différents�modèles�structuraux�du�type�«�pont�»�(C–O–C,�Si–

O–Si)� ou� à� l’insertion� d’atome� d’oxygène� dans� la� liaison� Si–C� (Si–O–C)� (Hijikata� et� al.,�

2001�;�Shimoda�et�al.,�2007).�

�

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

n
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

n
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

3 00

6 00

8 00

11 00

14 00

5 2852 953 05 3153 253 353 45355 365375 385 395 40

C
o

un
ts

 / 
s

B ind ing  En ergy ( eV )

O 1s  S ca n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

O’

0

3 00

6 00

8 00

11 00

14 00

5 2852 953 05 3153 253 353 45355 365375 385 395 40

C
o

un
ts

 / 
s

B ind ing  En ergy ( eV )

O 1s  S ca n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

O’

0

4 0 0

8 0 0

1 2 0 0

1 6 0 0

2 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
o

un
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S ca n

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

Si-OxCy

0

4 0 0

8 0 0

1 2 0 0

1 6 0 0

2 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
o

un
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S ca n

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

Si-OxCy

0

3 0 0

6 0 0

8 0 0

1 1 0 0

1 4 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

nt
s 

/ s

B in d in g  E n e r g y (e V )

O 1 s S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

3 0 0

6 0 0

8 0 0

1 1 0 0

1 4 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

nt
s 

/ s

B in d in g  E n e r g y (e V )

O 1 s S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

300

700

1000

1400

1700

52852953 053153253 35345355365 3753853954 0

C
ou

nt
s 

/ s

Binding Energy (eV)

O1s  Scan

O2-Si

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Si-OxCy

O’

0

300

700

1000

1400

1700

52852953 053153253 35345355365 3753853954 0

C
ou

nt
s 

/ s

Binding Energy (eV)

O1s  Scan

O2-Si

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Si-OxCy

O’

SiC A1 SiC A2

SiC A3 SiC A4

SiC A5

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

n
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

n
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

3 00

6 00

8 00

11 00

14 00

5 2852 953 05 3153 253 353 45355 365375 385 395 40

C
o

un
ts

 / 
s

B ind ing  En ergy ( eV )

O 1s  S ca n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

O’

0

3 00

6 00

8 00

11 00

14 00

5 2852 953 05 3153 253 353 45355 365375 385 395 40

C
o

un
ts

 / 
s

B ind ing  En ergy ( eV )

O 1s  S ca n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

O’

0

4 0 0

8 0 0

1 2 0 0

1 6 0 0

2 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
o

un
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S ca n

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

Si-OxCy

0

4 0 0

8 0 0

1 2 0 0

1 6 0 0

2 0 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
o

un
ts

 / 
s

B in d in g  E n e r g y  (e V )

O 1 s  S ca n

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

Si-OxCy

0

3 0 0

6 0 0

8 0 0

1 1 0 0

1 4 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

nt
s 

/ s

B in d in g  E n e r g y (e V )

O 1 s S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

3 0 0

6 0 0

8 0 0

1 1 0 0

1 4 0 0

5 2 85 2 95 3 05 3 15 3 25 3 35 3 45 3 55 3 65 3 75 3 85 3 95 4 0

C
ou

nt
s 

/ s

B in d in g  E n e r g y (e V )

O 1 s S c a n

Si-OxCy

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

O2-Si

0

300

700

1000

1400

1700

52852953 053153253 35345355365 3753853954 0

C
ou

nt
s 

/ s

Binding Energy (eV)

O1s  Scan

O2-Si

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Si-OxCy

O’

0

300

700

1000

1400

1700

52852953 053153253 35345355365 3753853954 0

C
ou

nt
s 

/ s

Binding Energy (eV)

O1s  Scan

O2-Si

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Énergie de liaison (eV)

In
te

ns
ité

(u
.a

)

540 539 538 537 536 535 534 533 532 531 530 529 528

Si-OxCy

O’

SiC A1 SiC A2

SiC A3 SiC A4

SiC A5

SiC A1 SiC A2

SiC A3 SiC A4

SiC A5

�
�

Figure�55�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�O1s�observés�par�analyse�de�la�

surface�des�poudres�industrielles�de�SiC�

�
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�La� composante� attribuée� à� la� liaison� C–C� (Figure� 56)� est� en� général� la� signature� d’une�

contamination�résiduelle�de�surface�provoquée�par�la�pollution�atmosphérique�;�néanmoins,�à�

en� juger�par� la� forme�des�pics�C1s�pour� les�différentes�poudres,� en�particulier�A3� (%Clibre�≈�

17%),� on� ne� peut� exclure� la� contribution� relative� du� carbone� libre� contenu� dans� les�

échantillons.�
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Figure�56�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�C1s�observés�par�analyse�de�la�

surface�des�poudres�industrielles�de�SiC�

�

La� présence� de� formes� oxydées� en� surface� de� toutes� ces� poudres� (liaisons� C–O� et� C=O)�

(Jensen� et� al.,� 2005�;� Novak� et� al.,� 2007)� est� à� relier� vraisemblablement� avec� l’histoire�
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industrielle�de�ce�type�de�poudre.�On�rappelle�en�effet�que�cette�méthode�de�synthèse�nécessite�

l’emploi� de� réactifs� impurs� (silice� et� coke� pétrolier)� et� de� très� nombreuses� opérations�

(concassage,�broyage,�…)�pouvant�expliquer�l’impureté�de�surface�de�ces�particules.�

�

Finalement,� ces� particules� semblent� être� constituées� de� grains� de� SiC� recouverts� par� une�

couche�de�silice�(liaison�Si–O2)�avec�une�zone�intermédiaire�d’oxycarbure�de�silicium�(liaison�

Si–OxCy).�Elles�présentent�des�impuretés�résiduelles�de�carbone�de�pollution�et/ou�de�carbone�

libre� (liaison�C–C),� en� quantité� nettement� plus� importante� pour�A3.�On� observe� également�

d’autres� impuretés�:�du�silicium�(Si–Si)�et�des�formes�oxydées�(C–O,�C=O),�caractéristiques�

de�ces�particules�industrielles�de�SiC�issues�du�procédé�Acheson.�
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2.3. Activité radicalaire : HO•, COO• - 

Ces� expériences� en� milieu� acellulaire� permettent� de� mettre� en� évidence� la� capacité� des�

particules�de�SiC�à�participer�à�la�génération�de�radicaux�libres�(HO•,�COO•�).�Ceci�traduit�la�

capacité� propre� des� poudres� de� SiC� à� réagir� respectivement� avec� H2O2� pour� former� des�

radicaux�HO•�et�les�groupements�C�H�(communs�à�de�nombreuses�molécules�présentes�dans�

le�milieu�biologique)�pour�entraîner�la�formation�du�radical�COO•�.�

Les� résultats� obtenus� soulignent� une� capacité� importante� de� l’ensemble� des� particules�

industrielles�à�générer�des�radicaux�libres�HO•�(Figure�57)�et�COO•��(Figure�58).�

�
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Figure�57�:�Signaux�RPE�de�l’adduit�[DMPO�OH]•�obtenus�en�présence�des�poudres�industrielles�de�SiC.�

L’intensité�du�signal�est�proportionnelle�à�la�quantité�de�radicaux�libres�HO•�générés�
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Figure�58�:�Signaux�RPE�de�l’adduit�[DMPO�COO�]•�obtenus�en�présence�des�poudres�industrielles�de�

SiC.�L’intensité�du�signal�est�proportionnelle�à�la�quantité�de�radicaux�libres�COO•��générés�

�

Pour� les� deux� tests,� les� signaux� relatifs� aux� particules� industrielles� sont� très� explicites� et�

contrastent� très� nettement� avec� le� signal� du� bruit� de� fond,� soulignant� l’activité� radicalaire�

(HO•� et� COO•�)� très� importante� des� particules� de� SiC.� Nous� avons� également� analysé� les�
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témoins�positif�(quartz�DQ12)�et�négatif�(CaSO4)�de�toxicité�qui�présentent,�dans�les�mêmes�

conditions,�respectivement�des�signaux�à�peine�détectables,�voire�dans�le�bruit�de�fond.�

�

L’utilisation� d’un� étalon� interne� (Mn)� permet� d’accéder� à� la� quantité� de� radicaux� (HO•,�

COO•�)� générés� dans� le� milieu� réactionnel.� Par� ailleurs,� l’activité� radicalaire� étant� un�

phénomène�de�surface,�nous�avons�normalisé�les�résultats�par�rapport�à�ce�paramètre.�Ainsi,�

nous�obtenons�pour�chaque�poudre,�l’activité�radicalaire�par�unité�de�surface�(Figure�59).�
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Figure�59�:�Activité�radicalaire�des�particules�industrielles�de�SiC�en�milieu�acellulaire�pour�la�génération�

des�radicaux�(a)�HO•�et�(b)�COO•��

�

Sur� l’ensemble�des�deux�tests,� l’activité�radicalaire�des�témoins�négatif�et�positif�de�toxicité�

indique� des� valeurs� faibles� (nsHO•�≈�nsCOO•��≤�40�nmol/m2).� Des� différences� sont� observées�

entre�les�particules�industrielles.�L’activité�radicalaire�par�unité�de�surface�est�:�

�� très� importante� pour� les� particules� A1� et� A4,� avec� des� valeurs� voisines� pour� HO•�

(350�nmol/m2)�et�un�écart�plus�conséquent�pour�les�radicaux�COO•��(750�et�1400�nmol/m2).�

��significative�pour�les�particules�A2�et�A5,�avec�des�densités�de�radicaux�libres�voisines�pour�

les�2�espèces�radicalaires�(nsHO•�≈�100�nmol/m2�et�nsCOO•��≈�300�nmol/m2).�

�

Pour�la�poudre�A3,�riche�en�impuretés,�l’activité�est�comparable�aux�poudres�A1�et�A4�avec�

des� valeurs� respectivement� plus� élevées� pour� le� radical� hydroxyle� (500�nmol/m2)� et� moins�

importante�pour�le�radical�carboxyle�(500�nmol/m2).�

�

�
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Les�mécanismes� impliqués�dans� la� génération�des� radicaux� libres� sont� à� ce� jour� loin�d’être�

compris.�Une�hypothèse�souvent�évoquée�est�la�présence�d’impuretés�métalliques�en�surface�

des�particules�(Chap�II,�4.2.3).�Par�conséquent,�nous�avons�cherché�des�corrélations�entre�nos�

résultats�et�les�principales�impuretés�métalliques�contenues�dans�les�particules�industrielles�de�

SiC.�Il�semble�que�le�fer*�soit�impliqué,�pour�une�part,�dans�les�mécanismes�de�génération�des�

radicaux�HO•�(Figure�60).�
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Figure�60�:�Influence�des�impuretés�métalliques�de�fer�contenues�dans�les�particules�industrielles�de�SiC�

sur�l’activité�radicalaire�(a)�HO•�et�(b)�COO•��

�

Ces�observations�sont�en�accord�avec�différents�travaux�réalisés�sur�des�particules�minérales�

(Fubini,� 2007).� En� effet,� le� fer� agit� vraisemblablement� via� des�mécanismes� de� réaction� en�

chaîne�comme�ceux�décrits�par�Fubini�(Fubini�et�Mollo,�1995�;�Fubini�et�Hubbard,�2003)�et�

observés�avec�des�fibres�minérales�et�des�poudres�de�silice�:�

�

FentonderéactionHOOHFeOHFe •−++ ++→+ 3
22

2 �

�

La�combinaison�entre�H2O2�et�Fe
2+�(dits�“réactifs�de�Fenton”)�constitue�un�puissant�oxydant�

pour�une�grande�variété�de�substrats�organiques�(Benitez�et�al.,�2001�;�De�Heredia�et�al.,�2001)�

justifié�principalement�par�l’extrême�réactivité�du�radical�hydroxyle�(Haber�et�Weiss,�1934).�

Cette� réaction�n’en�demeure�pas�moins�complexe�avec�des� réactions�secondaires�mettant�en�

jeu�les�réactifs�et�les�produits�(Stuglik�et�Zagorski,�1981�;�Buxton�et�al.,�1988�;�Gallard�et�al.,�

1998�;� Kiwi� et� al.,� 2000).� Ainsi,� il� reste� très� difficile� de� corréler� ces� observations� à� un�
�������������������������������������������������
*�Remarque�:�à�défaut�de�ne�pouvoir�connaitre� la�proportion�de� fer�en�surface�de�nos�particules,�on�prendra� la�

valeur�correspondant�au�fer�total�contenu�dans�les�poudres�industrielles�de�SiC�dosé�par�analyse�chimique�(ICP).��
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mécanisme� réactionnel� unique.� Il� est� en� effet� fort� probable� que� d’autres� paramètres�

(morphologie,� structure� cristalline,� impuretés,� etc.)� soient� impliqués� dans� ce� type� de�

mécanisme�comme�semble�le�justifier�les�différences�observées�entre�HO•�et�COO•�.�

�

En�prenant�en�compte�la�surface�des�particules�(Figure�61),�on�observe,�essentiellement�pour�

le�radical�HO•,�une�possible�diminution�de�l’activité�radicalaire�en�fonction�de�la�surface.�
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Figure�61�:�Influence�de�la�surface�des�particules�industrielles�de�SiC�sur�l’activité�radicalaire�(a)�HO•�et�

(b)�COO•��

�

Ce�paradoxe�entre�l’évolution�de�l’activité�radicalaire�et�la�surface�des�poudres�peut�mettre�en�

avant�l’hypothèse�de�l’implication�du�paramètre�morphologique.�En�effet,�les�poudres�A1,�A4�

et� A3� sont� constituées� de� gros� grains� avec� des� morphologies� très� spécifiques� dont� les�

caractéristiques�s’amenuisent� lorsque�la� taille�diminue�(poudres�A2�et�A5)�(Chap�IV,�2.1.1).�

Cependant,�bien�que�l’on�puisse�fournir�des�indications�sur�l’influence�de�certains�paramètres,�

il�semble�très�prématuré�de�tirer�des�conclusions�claires.�

�

Ainsi,�par�transposition�au�milieu�biologique,�les�particules�une�fois�inhalées�et�déposées�dans�

le� poumon� profond,� vont� pouvoir� fortement� réagir� avec� les� produits� sécrétés� par� les�

macrophages�(H2O2)�et�les�protéines�du�milieu�biologique�(groupements�C�H)�en�générant�des�

radicaux� libres�d’une�extrême�réactivité,�créant�ainsi�des�dommages�cellulaires�et� tissulaires�

(Chap� II,�3.3).�Les� impuretés�métalliques� (Fe)�ainsi�que� la�surface�et/ou� la�morphologie�des�

particules�jouent�probablement�un�rôle�dans�les�mécanismes�de�génération�des�radicaux�libres�

mais�un�travail�de�fond�est�nécessaire�pour�mieux�comprendre�et�interpréter�ces�mécanismes.�
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3. Activité biologique 

Dans�ce�qui�précède,�l’ensemble�des�particules,�susceptible�de�pénétrer�par�inhalation�dans�les�

alvéoles� pulmonaires� et� d’interagir� avec� les�macrophages� alvéolaires,� a� été� caractérisé� afin�

d’en�déterminer�les�principales�caractéristiques�physico�chimiques.�

Cette� interaction� entre� les�particules� et� les�macrophages� est� caractérisée�par� la�phagocytose�

(Figure�18).�Au�cours�de�l’étude�sur�l’activité�biologique,�nous�avons�observé�cette�interaction�

par�microscopie�optique�directement�au�fond�des�puits�de�culture�(Figure�62).�

�
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Figure�62�:�Images�en�microscopie�optique�(�������	�
��
���).�(a)�Aspect�du�fond�d’un�puits�de�culture�

après�24h�de�contact�entre�les�macrophages�(RAW�264.7)�et�les�particules�industrielles���visualisation�de�

particules�industrielles�internalisées�par�les�macrophages.�(b)�Observation�d’une�particule�en�cours�

d’internalisation�par�un�macrophage�après�une�coloration�sur�lame�au�MGG�(May�Grunwald�Giemsa).�

�

Conformément� à� l’étude� bibliographique,� la� méthodologie� de� travail� consiste� à� suivre�

l’évolution� de� l’état� d’inflammation� (TNF�α),� de� l’endommagement� et� la� mort� cellulaire�

(LDH)� et� du� stress� oxydant� (H2O2).� Les� résultats� obtenus� sur� les� macrophages� nous�

permettront� d’établir� un� modèle� vecteur� permettant� de� visualiser� l’évolution� de� l’activité�

biologique�globale�de�chaque�particule� industrielle�de�SiC�par�rapport�à�des�témoins�négatif�

(CaSO4)�et�positif�(quartz�DQ12)�de�toxicité.�Les�mesures�sont�toujours�réalisées�en�duplicat,�

au� minimum� deux� fois.� Dans� ces� conditions,� elles� indiquent� ainsi� une� tendance� générale�

fiable.�

�
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3.1. Etat d’inflammation : TNF- α 

Comme�nous�l’avons�signalé�dans�le�chapitre�précédent,�le�TNF�α�est�une�cytokine�produite�et�

secrétée�par� les�cellules�dans�le�milieu�extracellulaire�au�cours�de�la�réaction�inflammatoire.�

Elle�constitue�un�indicateur�du�niveau�de�l’état�d’inflammation�provoqué�par�les�particules�de�

SiC�sur�les�macrophages.�

A� l’exception� de� la� poudre� A3,� qui� présente� un� signal� très� élevé,� les� résultats� pour� ce�

paramètre� indiquent�une�activité�biologique�modérée�pour� l’ensemble�des�particules� (Figure�

63).�

�

1000

1500

2000

2500

3000

0 20 40 60 80 100 120 140

Dose (µg/106MA)

T
N

F
 (

pg
/m

l)

CaSO4 Quartz DQ12 SiC A1 SiC A2 SiC A3 SiC A4 SiC A5

Cellules sans 
particule

�
�

Figure�63�:�Etat�d’inflammation�(TNF�α)�des�macrophages�alvéolaires�après�24h�de�contact�avec�les�

particules�de�SiC�

�

Ces� résultats� sont� reproductibles� avec� des� niveaux� d’activité� biologique� proches� pour� les�

poudres�A1,�A2,�A4�et�A5.�Seul,�l’indicateur�de�l’atmosphère�de�travail�(A3),�dont�le�signal�

est� bien� supérieur� à� celui� du� témoin� positif� de� toxicité,� semble� souligner� que� les� impuretés�

contenues� dans� cette� poudre� (silice� cristalline� et� carbone,� Tableau� 9)� amplifient� le� signal�

propre� des� particules� de� SiC.� L’expression� des� résultats� en� fonction� de� la� surface� des�
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particules� (cf.� Annexe� F)� ne� met� pas� en� évidence� l’implication� de� ce� paramètre� dans� la�

réponse�cellulaire�(Chap�II,�4.1.3).�Celle�ci�ne�semble�donc�pas�être�surface�dépendante�pour�

la�cytokine�pro�inflammatoire�étudiée�(TNF�α).�

�

3.2. Endommagement et mort cellulaire : LDH 

La�LDH�(Lactate�Déshydrogénase)�est�une�enzyme�présente�dans�le�cytoplasme�des�cellules�

vivantes.� En� cas� d’endommagement� ou� de� mort� cellulaire,� la� LDH� est� relarguée� dans� le��

milieu�extracellulaire.�Témoin�de�la�mort�cellulaire,�cette�espèce�peut�être�dosée�afin�d’évaluer�

la�cytotoxicité�des�particules�de�SiC.�Les�résultats�(Figure�64)�indiquent�une�activité�nulle�des�

particules�industrielles�sur�la�mort�cellulaire.�
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Figure�64�:�Endommagement�et�mort�cellulaire�(LDH)�après�24h�de�contact�avec�les�particules�de�SiC�

�

L’ensemble�des�valeurs� se�situe�au�niveau�du� témoin�négatif�de� toxicité�et�des�cellules�sans�

particule� (%LDHRelarguée�≤�30%),� bien� en� dessous� du� témoin� positif� de� toxicité�

(%LDHRelarguée�≈�50%).� Ce� résultat� reproductible� prouve� que� les� particules� industrielles� ne�

sont� pas� cytotoxiques.� De� la� même� façon� que� précédemment,� les� résultats� exprimés� en�
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fonction�de�la�surface�des�particules�ne�soulignent�pas�l’implication�de�ce�paramètre�dans�la�

mort�cellulaire�(cf.�Annexe�F).�

�

3.3. Stress oxydant : H 2O2 

Le� peroxyde� d’hydrogène�(H2O2),� principal� agent� du� pouvoir� oxydant� des� cellules,� est� un�

acteur� central� du� stress� oxydant.� Le� dosage� de� H2O2� en� milieu� extracellulaire� a� pour� but�

d’évaluer�le�stress�cellulaire�provoqué�par�les�particules�de�SiC�sur�les�macrophages.�

Sur�l’ensemble�des�deux�tests,�on�peut�remarquer�que�le�témoin�positif�(quartz�DQ12)�semble�

moins� actif,� en� accord� avec� les� résultats� précédemment� observés� avec� les� poudres� de� silice�

(Bruch�et�al.,�2004).�Il�en�résulte�une�différence�moins�importante�entre�les�témoins�positif�et�

négatif�de�toxicité�mais�qui�ne�nuit�en�rien�à�l’interprétation�des�résultats.��

�

� Stress� oxydant� aigu� (ROS)�:� Après� une� interaction� cellule/particule� de� 90� minutes,� les�

résultats�obtenus�(Figure�65)�indiquent�une�activité�biologique�dont�l’intensité�varie�selon�

la�nature�des�particules.�
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Figure�65�:�Stress�oxydant�aigu�(ROS)�des�macrophages�après�24h�de�contact�avec�les�particules�de�SiC�
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�

Le�stress�oxydant�à�court�terme�est�modéré�pour�les�poudres�de�SiC�A1�et�A4�avec�des�valeurs�

voisines� de� celles� du� témoin� positif� (≈�70�nmol/106�MA).� Le� signal� devient� très� significatif�

pour�les�particules�de�SiC�A2�et�A5�atteignant�des�valeurs�importantes�en�H2O2,�de�l’ordre�de�

200�nmol/106�MA.� La� poudre� A3� est� peu� active� restant� au� niveau� du� témoin� négatif� de�

toxicité� (≈�50�nmol/106�MA).� Ainsi,� dans� les� premiers� instants� de� l’interaction�

macrophage/particule,� les� cellules� présentent� un� début� de� stress� oxydant� modéré� pour�

l’ensemble�des�poudres�avec�des�valeurs�très�significatives�pour�les�poudres�A2�et�A5.�

�

� Stress� oxydant� chronique� (TOX)�:� Après� une� interaction� cellule/particule� de� 24� heures,�

l’activité� biologique� des� particules� devient� très� significative� pour� l’ensemble� des�

particules� (Figure� 66).� On� rappelle� que� les� résultats� en� absorbance� sont� exprimés� en�

pourcentage�par�rapport�au�témoin�positif�de�toxicité,�le�quartz�DQ12�(Bruch�et�al.,�2004).�

�

65

150

235

320

0 20 40 60 80 100 120 140

Dose (µg/106MA)

%
 p

ar
 r

ap
po

rt
 a

u 
té

m
oi

n 
po

si
tif

 D
Q

12

Cellules sans 
particule

CaSO4 Quartz DQ12 SiC A1 SiC A2 SiC A3 SiC A4 SiC A5

�
�

Figure�66�:�Stress�oxydant�chronique�(TOX)�des�macrophages�après�24h�de�contact�avec�les�particules�de�

SiC�
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On� observe� un� niveau� de� stress� oxydant� très� significatif� pour� la� poudre� A2� (≈�300�%)� en�

comparaison�de�A1,�A3,�A4�et�A5�qui�ont�une�activité�significative�(≈�150�%)�bien�au�dessus�

des�témoins�positif�(=�100�%)�et�négatif�de�toxicité�(≈�80�%).�Ces�valeurs�permettent�de�mettre�

en� évidence� l’augmentation� générale� du� stress� oxydant� lorsque� le� temps� d’interaction�

particule/cellule�augmente,�à�l’image�de�ce�qui�arrive�quand�les�particules�inhalées�atteignent�

et�se�déposent�dans�les�alvéoles�pulmonaires�(Chap�II,�2.2).�

Ainsi,� à� long� terme� dans� l’organisme,� l’ensemble� des� particules� étudiées� va� provoquer� un�

stress�oxydant�très�significatif�sur�les�cellules.�

�

On� note,� pour� l’ensemble� de� ces� données� (ROS� et� TOX),� des� réponses� doses� dépendantes�

évidentes.� Ces� résultats� convertis� en� surface� semblent� cette� fois�ci� mettre� en� évidence�

l’implication�de�la�surface�d’exposition�des�particules�(Figure�67).�

�
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Figure�67�:�Influence�de�la�surface�des�particules�sur�le�stress�oxydant�(a)�aigu�et�(b)�chronique�

�

Quelque� soit� la� durée� de� contact� cellule/particule,� l’ensemble� des� données� relatives� aux�

particules� industrielles�semble� indiquer� la�même�tendance�corroborant�ainsi� l’hypothèse�que�

la�surface�des�particules�de�SiC�représente�un�paramètre�clé�pour�le�stress�oxydant.�

�

�

�

�

�

�

�
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Conclusion�:�

L’interaction� cellule/particule� est� caractérisée� par� la� phagocytose� des� particules� de� SiC� et�

l’activation� des�macrophages� au� niveau� cellulaire� et�moléculaire.� L’étude� des� domaines� de�

l’inflammation�(TNF�α),�de�la�mort�cellulaire�(LDH)�et�du�stress�oxydant�(H2O2)�nous�permet�

d’estimer� l’activité� biologique� des� particules� sur� les� cellules.� Ainsi,� l’étude� de� la� réponse�

cellulaire�souligne,�pour� les�particules� industrielles�de�SiC�(A1,�A2,�A4�et�A5),�une�activité�

modérée� sur� l’état� d’inflammation,� nulle� sur� la�mort� cellulaire� et� significative� sur� le� stress�

oxydant.�

La� poudre�A3� présente,� en� plus� des� autres� particules,� une� activité� inflammatoire� nettement�

plus�marquée�comparable�voire�supérieure�à�celle�des�particules�de�silice�(IARC,�1997).��

�

3.4. Evolution globale de l’activité biologique 

Après� avoir� étudié� individuellement� des� domaines� distincts� de� l’activité� biologique,� nous�

pouvons�exprimer�les�résultats�selon�un�modèle�vecteur�qui�consiste�à�porter�sur�les�4�axes�les�

paramètres�des�domaines�de�l’activité�biologique�étudiés�en�milieu�cellulaire�:�

�

��le�TNF�α�pour�l’état�l’inflammation,�

��la�LDH�pour�l’endommagement�et�mort�cellulaire,�

�� le�ROS�et� le�TOX�respectivement�pour� le� stress�oxydant�aigu�et� chronique�par�dosage�de�

H2O2.�

�

L’objectif�est�d’avoir�une�idée�de�l’activité�biologique�globale�des�particules�de�SiC�(Figure�

68,�Figure�69,�Figure�70)�et�de�comparer�les�particules�étudiées.�
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Figure�68�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�particules�industrielles�de�SiC�A1�et�A4�par�suivi�

de�l’évolution�du�quadrilatère�par�rapport�aux�témoins�négatif�(rouge)�et�positif�(noir)�de�toxicité��
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Figure�69�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�particules�industrielles�de�SiC�A2�et�A5�par�suivi�

de�l’évolution�du�quadrilatère�par�rapport�aux�témoins�négatif�(rouge)�et�positif�(noir)�de�toxicité��
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Figure�70�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�particules�industrielles�de�SiC�A3�par�suivi�de�

l’évolution�du�quadrilatère�par�rapport�aux�témoins�négatif�(rouge)�et�positif�(noir)�de�toxicité��
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Les� résultats� du� modèle� vecteur� montrent� clairement� des� différences� dans� l’évolution� de�

l’activité�biologique�globale�des�particules�de�SiC�A1�et�A4�(Figure�68),�A2�et�A5�(Figure�69)�

et�de�l’indicateur�de�l’atmosphère�de�travail�A3�(Figure�70).��

�

� Particules�de�SiC�A1�et�A4�(Figure�68)�:�

Ces� particules,� destinées� aux� mêmes� types� d’applications� industrielles� (abrasifs,� matériaux�

réfractaires),� présentent� une� activité� biologique� globale� marquée.� En� effet,� l’évolution� du�

quadrilatère�se�détache�nettement�de�la�figure�relative�au�témoin�négatif�de�toxicité�et�présente�

les� caractéristiques� suivantes�:� une� activité� inflammatoire� modérée� avec� un� signal� entre� le�

témoin�positif�et�négatif,�une�absence�de�cytotoxicité�et�un�stress�oxydant�significatif�qui�se�

manifeste�par�l’allongement�du�quadrilatère�sur�l’axe�horizontal�(ROS,�TOX).�

�

� Particules�de�SiC�A2�et�A5�(Figure�69)�:�

Ces� particules,� destinées� aux� mêmes� types� d’applications� industrielles� (FAP,� céramiques�

techniques),�présentent�une�activité�biologique�globale�très�significative,�avec�un�allongement�

caractéristique�des�figures�suivant�l’axe�horizontal�du�stress�oxydant.�

�

� Particules�de�SiC�A3�(Figure�70)�:�

Ces�particules�ont�une�activité�biologique�globale�proche�de�celle�des�particules�A1�et�A4.�La�

seule� différence� est� la� déformation� excessive� du� quadrilatère� suivant� le� paramètre� de�

l’inflammation� (TNF�α).� Ce� résultat� très� atypique� est� très� certainement� lié� à� la� présence�

d’impuretés� de� silice� cristallisée� et/ou� de� particules� de� carbone� qui� augmentent� la� toxicité�

générale�des�poudres�de�SiC�pures.�

�

L’étude�de�l’activité�biologique�a�permis�de�quantifier� l’intensité�de�la� réponse�cellulaire�de�

macrophages� interagissant�avec�des�particules� industrielles�de�SiC.� Il� en� résulte�une�activité�

biologique�marquée�qui�devient�très�significative�pour�les�fines�particules�(A2�et�A5).�

Celle�ci� augmente� considérablement� lorsque� des� impuretés� de� silice� et/ou� de� carbone� sont�

présentes�dans�les�poudres�de�SiC.�
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4. Discussion 

Pour�plus�de�pertinence�et�une�meilleure�lisibilité�des�résultats,�ces�derniers�sont�comparés�à�

ceux� obtenus� pour� les� particules� de� silice� dont� la� toxicité� et� la� réactivité� de� surface� sont�

connues.� Ainsi,� notre� témoin� positif�:� le� quartz� DQ12� (IARC,� 1997�;� Bruch� et� al.,� 2004�;�

Fubini�et�al.,�2004)�et�un�échantillon�de�quartz�Min�U�Sil�Berkley�(IARC,�1997�;�Elias�et�al.,�

2000�;�Horwell�et�al.,�2007)�ont�été�testés�dans�les�mêmes�conditions�expérimentales�que�les�

particules�de�SiC,�constituant�un�outil�de�comparaison�avec�les�données�bibliographiques.�

�

� Caractérisation�physico:chimique�

Les�particules�industrielles�de�SiC�sont�polydisperses�avec�des�tailles�moyennes�différentes�:�

grossières�pour�les�particules�A1,�A2�et�A3�et�fines�pour�les�particules�A2�et�A5.�De�surface�

spécifique� faible� (Sp�≤�11�m2/g),� elles� se� présentent� sous� forme� de� gros� grains� avec� une�

morphologie� spécifique� caractérisée� principalement� par� la� présence� de� particules�

nanométriques�et�submicroniques�fixées�sur�des�particules�plus�larges�et�un�aspect�de�surface�

lisse.�Ces� caractéristiques� se� font� plus� rares� lorsque� la� taille� des� particules� diminue� (Figure�

71).��

�

Particules de SiC A1, A3 et A4 Particules de SiC A2 et A5

Surface de silice amorphe
Particule de SiC

�
�

Figure�71�:�Schéma�récapitulatif�de�l’aspect�morphologique�des�particules�industrielles�de�SiC�

�

Ces� particules� de� SiC�α� peuvent� posséder� des� traces� d’impuretés� cristallisées� (quartz,�

cristobalite,� graphite)� et�métalliques� (Fe,�Al).�Elles� se� présentent� comme�des� grains� de�SiC�

recouverts�par�une�fine�couche�de�silice�(Chap�IV,�2.1.1.3)�d’épaisseur�théorique�inférieure�à�

5�nm,�avec�pour�principales�impuretés�de�surface�du�carbone�(liaisons�C–C,�C–O,�C=O)�et�du�

silicium�(liaison�Si–Si).�
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�

��L’étude�des�radicaux�libres�prend�tout�son�sens�par� transposition�au�milieu�biologique.�En�

effet,� l’ensemble� des� particules� étudiées� (fraction� alvéolaire),� correspond� aux� particules�

susceptibles�de�pénétrer�et�de�se�déposer�dans�les�alvéoles�pulmonaires.�Localement,�celles�ci�

peuvent� réagir� de� façon� aléatoire� via� les� radicaux� libres� avec� les� substances� environnantes�

(protéines,�enzymes,�surfactant,�etc.)�et�les�produits�sécrétés�par�les�cellules�(H2O2,�etc.).�Au�

vu�des�résultats,�ceci�est�particulièrement�vérifié�pour�les�particules�industrielles�de�SiC�avec�

des�niveaux�bien�supérieurs�à�ceux�habituellement�observés�avec� les�particules�de� silice� les�

plus�actives�biologiquement�(Figure�72).�
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Figure�72�:�Etude�comparative�avec�les�poudres�de�silice�cristalline�de�quartz�Min�U�Sil�et�DQ12�(IARC,�

1997)�pour�la�génération�de�radicaux�libres�(a)�HO•�(b)�COO•��en�milieu�acellulaire�

�

Ainsi,�excepté�pour�l’activité�radicalaire�du�Min�U�Sil�(HO•),�comparable�à�celle�des�poudres�

A2�et�A5�(nsHO•�≈�100�nmol/m2),�les�résultats�RPE�indiquent�clairement�des�niveaux�d’activité�

radicalaire� par� unité� de� surface� bien� supérieurs� à� ceux� généralement� observés� avec� des�

particules�standards�de�silice�(IARC,�1997).�

�
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� Caractérisation�de�l’activité�biologique�

Les� résultats� des� tests� In� Vitro� sur� des�macrophages� de� culture�montrent� que� les� particules�

industrielles� présentent,� de�manière� générale,� une� activité� biologique�significative�:�modérée�

sur� l’état� d’inflammation� (TNF�α),� nulle� en� cytotoxicité� (LDH)� et� très� significative� sur� le�

stress�oxydant�(H2O2).�

�

�� Les� particules� industrielles� de� SiC� (A1,� A2,� A4� et� A5),� présentent� un� niveau� d’activité�

inflammatoire�supérieur�au�témoin�négatif�de�toxicité�mais�bien�inférieur�au�témoin�positif.�On�

peut�affirmer�que�les�particules�industrielles�de�SiC�présentent�une�activité�modérée�sur�l’état�

d’inflammation.�

Par�ailleurs,�le�niveau�de�TNF�α�du�SiC�A3�est�bien�supérieur�à�celui�du�quartz�DQ12�(Figure�

73a).�A�en�juger�par�ces�valeurs,�on�peut�penser�que�les�impuretés�contenues�dans�cette�poudre�

(Tableau�9,�Tableau�10,�Tableau�11),�à�savoir�la�silice�cristalline�(IARC,�1997)�et�le�carbone�

(IARC,�1996)�ont�une� implication�directe�sur� l’état� inflammatoire.�De�plus,�si� l’on�prend�en�

compte�les�niveaux�respectifs�des�particules�de�carbone�et�de�silice�cristalline�dans�certaines�

études�bibliographiques� (Brown�et� al.,� 2004a/b�;�Bruch�et� al.,� 2004),� un� effet� synergique�de�

ces�impuretés�est�fort�probable�(Figure�73b).�En�effet,�si�l’on�calcule�le�niveau�théorique�des�

particules�de�SiC�en�tenant�compte�de�la�composition�de�la�poudre�A3�(20%�C�+�15%�SiO2),�

celui�ci� est� nettement� inférieur� au� niveau� réel� de� la� poudre� de� SiC� A3� (Figure� 73b).� En�

d’autres�termes,�cet�effet�synergique�des�impuretés�semble�aggraver�de�manière�significative�

la�toxicité�initiale�des�particules�«�pures�»�de�SiC�inhalées.�
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Figure�73�:�(a)�Etude�comparative�avec�les�poudres�de�silices�cristallines�Min�U�Sil�et�quartz�DQ12�(IARC,�

1997)�pour�l’état�d’inflammation�(TNF�α).�(b)�Estimation�de�l’activité�biologique�des�particules�de�SiC�au�

regard�de�la�bibliographie�–�Mise�en�évidence�du�possible�effet�synergique�de�ces�impuretés�
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��La�cytotoxicité�des�particules�industrielles�de�SiC�est�nulle.�En�effet,�cette�absence�d’activité�

sur� l’endommagement� et� la� mort� cellulaire� (Figure� 74)� contraste� singulièrement� avec� les�

niveaux�observés�pour� la�silice� (Jhonston�et�al.,�2000�;�Cakmak�et�al.,�2004).�Ce�résultat�est�

caractéristique�des�particules�de�SiC.�
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Figure�74�:�Etude�comparative�avec�les�poudres�de�silices�cristallines�Min�U�Sil�et�quartz�DQ12�(IARC,�

1997)�pour�la�mort�cellulaire�(LDH)�

�

�� Excepté� pour�A3,� le� stress� oxydant� à� court� terme� (ROS)� est�modéré� pour� l’ensemble� des�

particules�industrielles�avec�des�valeurs�significatives�pour�les�particules�A2�et�A5,�confirmant�

les�observations�de�certaines�études�antérieures�(Bruch�et�Rhen,�1996�;�Svensson�et�al.,�1997).�

Ces�différences� s’amenuisent� à� long� terme� (TOX)�avec�une� activité� très� fortement�marquée�

pour� l’ensemble� des� particules� industrielles,� caractérisée� par� des� valeurs� bien� supérieures� à�

celle�du�témoin�positif�de�toxicité.�Ainsi,�de�manière�générale,�on�peut�dire�que�les�particules�

industrielles�de�SiC�présentent�une�activité�significative�du�stress�oxydant.�

�

En�général,�on�observe�une�activité�biologique�globale�similaire�pour�les�poudres�de�SiC�A1�et�

A4� (Figure�68)� avec�un�niveau�modéré,�qui�devient� significatif,�principalement� sur� le� stress�

oxydant,�pour� les�particules�plus� fines�de�SiC�A2�et�A5� (Figure�69).�La�poudre�de�SiC�A3,�

présente�une�activité�biologique�globale�proche�de�celle�des�particules�A1�et�A4�(Figure�70)�

avec�une�activité�inflammatoire�(TNF�α)�beaucoup�plus�marquée�provoquée�par�les�impuretés�

de�silice�cristallisée�et/ou�de�carbone�qui�augmentent�la�toxicité�générale�des�particules�pures�

de�SiC�contenues�dans�cette�poudre�(%SiC�≈�65%).�
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�

� Corrélations�entre�les�caractérisations�physico:chimiques�et�biologiques�

Conformément� à� notre� démarche� expérimentale,� l’intérêt� d’une� telle� étude� est� d’établir� des�

corrélations�entre�les�caractéristiques�physico�chimiques�des�particules�et�la�réponse�cellulaire.�

�

Effet�sur�le�stress�oxydant�:�

Par�recoupements�des�données�physico�chimiques�et�biologiques,�le�stress�oxydant�provoqué�

par� les�particules� industrielles�de�SiC�semble�augmenter�avec� leur� surface� (Figure�67).�Cela�

sous�entend� que� les� effets� observés� sont� principalement� dus� à� l’interaction� de� sites� actifs�

présents�en�surface�des�particules�qui�augmentent�en�nombre�lorsque�celle�ci�augmente�(Chap�

II,� 4.1.3).� Afin� de� mieux� appréhender� la� nature� de� cette� réactivité� de� surface,� des�

investigations� complémentaires� seraient� nécessaires� (Chap� II,� 4.1.4).�Nous� pouvons� émettre�

certaines� hypothèses� comme� l’implication� et� l’organisation� de� groupements� de� surface� (Si�

OH)� et/ou� l’action� et� la� nature� du� broyage� (humide/sec).� Ces� aspects� peuvent� conditionner�

cette� réactivité�de�surface�(radicaux�(Si•,�SiO•,…),� impuretés,�etc.)�à� l’instar�de�ce�qui�a�été�

observé�sur�des�particules�de�silice�(Chap�II,�4.2.4).�Ces�aspects�de�la�réactivité�de�surface,�à�

mettre� en� relation� avec� les� notions� de� charge� et� de� chimie� de� surface,� peuvent� grandement�

influencer�la�nature�de�l’interaction�cellule/particule.�

�

Effet�sur�l’activité�radicalaire�:�

Le�fer�semble�être�impliqué�dans�la�génération�des�radicaux�libres�HO•.�Le�simple�fait�d’avoir�

du�fer�dans�une�poudre�ne�suffit�pas�à�générer�des�radicaux�libres.�En�effet,�les�particules�de�

silice� présentent� une� activité� radicalaire� différente� suivant� leur� nature� cristallographique�

(amorphe,�quartz,�etc.)�(Governa�et�al.,�2003�;�Fenoglio�et�al.,�2005)�alors�que�des�nanotubes�

de�carbone�agissent�comme�des�pièges�à�radicaux�à�cause�de�leur�morphologie�très�spécifique�

(Fenoglio�et�al.,�2006).�Ainsi,�d’autres�paramètres�(structure�cristalline,�morphologie)�peuvent�

intervenir� de�manière� indépendante� ou� concomitante� en� facilitant� la� réactivité� spécifique� de�

ces�impuretés�:�meilleure�répartition�des�ions,�activité�supérieure�dans�un�réseau�structuré,…�

(Fubini,�1998).�

L’influence�de�la�surface�sur�l’activité�radicalaire�(HO•,�COO•�)�est�plus�difficile�à�mettre�en�

évidence,�en�particulier�à�cause�de�la�différence�entre�les�poudres�(Figure�61).�

�
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Une�autre�hypothèse�pourrait�être�liée�à�la�réactivité�spécifique�des�joints�de�grains�en�surface�

des� particules� de� SiC� (Figure� 75).� En� effet,� ces� joints� de� grains� sont� très� certainement�

constitués�de�silice�(Chap�IV,�2.1.1.3),�dans�laquelle�peuvent�se�concentrer�des�impuretés�(Fe,�

C,�etc.)�au�cours�du�frittage�à�haute�température.�

�

SiC A4

SiC A4

SiC A4

Joints de grains

�
�

Figure�75�:�Images�MEB�FEG.�Visualisation�des�joints�de�grains�en�surface�des�particules�de�SiC�

�

Ainsi,� des� caractéristiques� liées� à� l’histoire� industrielle� des� poudres� (morphologie,� état� de�

surface,�impuretés)�semblent�impliquées�dans�l’activité�biologique�des�particules�industrielles�

de� SiC.� Des� études� complémentaires� sont� néanmoins� nécessaires� pour� mieux� appréhender�

certains�de�ces�divers�aspects.�
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5. Conclusion 

Cette�étude�a�permis�de�caractériser�des�particules�industrielles�de�SiC�et�d’en�déterminer�les��

principales�caractéristiques�physico�chimiques�(taille,�surface,�morphologie,�chimie,�structure�

cristalline,�état�de�surface,�activité�radicalaire).�L’activité�biologique�de�chaque�poudre�a�été�

évaluée�In�Vitro�sur�des�macrophages�alvéolaires�en�testant�différents�domaines�de�l’activité�

biologique�:�l’état�d’inflammation�(TNF�α),�l’endommagement�et�la�mort�cellulaire�(LDH)�et�

le�stress�oxydant�(H2O2).�La�mise�en�relation�des�différents�paramètres�sur�le�modèle�vecteur�

permet�d’avoir�une�idée�de�l’évolution�de�l’activité�biologique�globale�de�chaque�poudre.�

�

� Paramètres� SiC�A1� SiC�A2� SiC�A3� SiC�A4� SiC�A5�

Etat�d’inflammation� TNF�α� +� +� +++� +� +�

Mort�cellulaire� LDH� —� —� —� —� —�

Stress�oxydant� H2O2�(ROS,�TOX)� ++� +++� ++� ++� +++�
�

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif
�

�

Tableau�12�:�Résumé�de�l’activité�biologique�globale�des�particules�industrielles�de�SiC�

�

Une�activité�biologique�modérée�(A1,�A4)�voire�significative�(A2�et�A5)�a�été�observée�pour�

les� particules� industrielles� de� SiC.� Cette� activité� biologique� augmente� avec� la� présence�

d’impuretés�(SiO2,�C)�dans�la�fraction�alvéolaire�inhalée�(SiC�A3).�Dans�le�cas�des�particules�

industrielles� de� SiC,� la� surface,� la� morphologie� et� les� impuretés� de� fer� semblent� être�

impliquées�dans�une�partie�de�l’activité�biologique�(stress�oxydant,�radicaux�libres�HO•).�

�

On�peut�apporter�un�début�de�réponse�sur�l’ambiguïté�évoquée�dans�la�partie�bibliographique�

(Chap� I,� 4.3.5)� à� savoir� que� les� particules� de� SiC� présentent� une� toxicité� intrinsèque�

significative.�Celle�ci�s’en�trouve�augmentée�grâce�à�un�effet�amplificateur�voire�synergique�

des�impuretés�contenues�dans�la�fraction�alvéolaire.�

�

Il� est� aussi� intéressant� de� souligner� l’intérêt� d’étudier� différents� domaines� de� l’activité�

biologique� puisque� une� étude� comparative� avec� des� poudres� de� silice,� sur� la� seule� base� de�
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l’état� de� l’inflammation� et� de� la� mort� cellulaire� (TNF�α,� LDH),� conclurait� à� une� absence�

d’activité�biologique�des�particules�de�SiC.�On�comprend�alors�mieux�les�divergences�entre�les�

rares�études�réalisées�sur�le�SiC�qui,�soit�concluent�à�une�inertie�des�particules�de�SiC�(Cichy,�

1989�;� Bruch� et� al.,� 1993),� soit� soulignent� leur� possible� contribution� aux� pneumoconioses�

(Bruch�et�Rhen,�1996�;�Svensson�et�al.,�1997�;�Petran�et�al.,�1999).� Il�est�donc�primordial�de�

poursuivre�le�travail�de�recherche�des�principaux�paramètres�clefs�de�la�réponse�cellulaire�afin�

d’établir� un� outil� d’évaluation� plus� complet� qui� permettra� une� évaluation� plus� fiable� de�

l’activité�biologique�globale�des�particules�minérales�étudiées.�

�

La�capacité�de�particules�à�rompre�des�liaisons�et�à�générer�des�radicaux�libres�extrêmement�

réactifs� (HO•,�COO•�)� est� un� paramètre� fondamental� de� l’étude� de� l’activité� biologique� des�

particules.� En� effet,� par� transposition� au� milieu� biologique,� ces� radicaux� peuvent� être� à�

l'origine� de� dommages� cellulaires� irréversibles� par� réaction� avec� les� composants� cellulaires�

tels� que� les� lipides� (Lin� et� al.,� 2006�;�Lundborg� et� al.,� 2007),� les� protéines� (Fenoglio� et� al.,�

2003�;�Governa� et� al.� 2005),� l’ADN� (I.�Rahman� et� al.,� 2002�;�Q.�Rahman�et� al.,� 2002),� etc.�

L’ensemble�de�ces�effets�contribue�à� l’entretien�de�la�réponse�cellulaire,�à�des�modifications�

morphologiques�des�cellules�et�à�la�destruction�des�tissus.�

�

En� perspective,� des� connaissances� plus� approfondies� de� la� surface� des� particules�

(quantification�des�groupements�silanols,�réactivité�des�joints�de�grains,�nature�des�charges�de�

surface,� etc.)� sont� nécessaires� pour� avancer� dans� l’exploitation� des� données.� En� parallèle,�

l’étude� de� l’interaction� particule/milieu� (protéines,� surfactant,� pH,� etc.)� et� particule/cellule�

(quantification� et� cinétique� de� la� phagocytose,� mécanismes� de� traversée� de� la� membrane�

cytoplasmique,�etc.)�pourra�probablement�permettre�de�mieux�comprendre�les�mécanismes�de�

la� réponse� cellulaire.� L’ensemble� de� ces� perspectives� doit� permettre� de�mieux� connaître� la�

relation� entre� les� caractéristiques� physico�chimiques� et� l’activité� biologique� globale� des�

particules.
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Dans�cette�partie,�nous�allons�étudier�des�particules�sur�lesquelles�des�traitements�thermiques�

oxydants�ont�été�réalisés.�Au�vu�du�chapitre�précédent,�les�particules�A1�et�A2�sont�différentes�

et� représentatives� respectivement� de� particules� destinées� aux� applications� abrasives� et� aux�

filtres� à� particules� (FAP).� L’objectif� du� traitement� thermique� est� de�modifier� la� surface� des�

particules�afin�de�mieux�en�appréhender�l’influence�sur�l’activité�biologique.�

�

Nous�entamerons�ce�chapitre�par�un�bref�rappel�sur�le�comportement�des�particules�de�SiC�au�

cours� de� l’oxydation.� Nous� présenterons� ensuite� les� principales� caractéristiques� physico�

chimiques� des� particules� obtenues� par� comparaison� avec� les� particules� initiales� (Chap� IV).�

Enfin,� nous� interpréterons� les� résultats� relatifs� à� l’évaluation� de� l’activité� biologique� (état�

d’inflammation,� mort� cellulaire,� stress� oxydant)� afin� de� discuter� des� possibles� corrélations�

entre� l’activité� biologique� globale� (modèle� vecteur)� et� les� principales� caractéristiques� des�

particules�modifiées.�

�
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1. Modification de la surface des particules : trai tement thermique 

oxydant 

Nous�avons�sélectionné�les�particules�A1�et�A2�pour�en�modifier�la�surface�via�des�traitements�

thermiques�oxydants.�Bien�que�peu�d’études�se�soient�intéressées�à�l’oxydation�des�poudres�de�

SiC� (Liu� et� al.,� 1989;� Vaben� et� Stover,� 1994;� Li� et� al.,� 2000),� l’oxydation� du� carbure� de�

silicium�monocristallin� a� fait� l’objet� de� nombreux� travaux� (Deal� et� Grove,� 1965�;� Singhal,�

1977�;�He�et�Ponton,�2003).�Nous�allons�en�résumer�les�grandes�lignes�afin�d’introduire�nos�

traitements�thermiques�oxydants.�

�

1.1. Oxydation du carbure de silicium 

1.1.1. Oxydation�active���oxydation�passive�

Le�SiC�est�un�matériau�réfractaire�du�fait�de�son�excellente� résistance�à� l’oxydation�à�haute�

température�(ChapI,�4.1).�Cette�propriété�est�principalement� liée�à� la�stabilité� intrinsèque�du�

matériau� due� à� la� couche� de� silice� qui� se� forme� à� sa� surface.� En� général,� au� cours� d’un�

traitement�thermique�oxydant,�la�formation�de�la�couche�d’oxyde�dépend�essentiellement�de�la�

pression�d’oxygène�et�de� la� température� (Singhal,�1977�;�Gourbilleau,�1993�;�Nickel,�1992�;�

He�et�Ponton,�2003).�Il�existe�deux�régimes�d’oxydation�(Figure�76).�

�
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Figure�76�:�Influence�de�la�pression�d’oxygène�et�de�la�température�sur�le�régime�cinétique�(Singhal,�1977)�

�

�

�
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:� L’oxydation� passive�:� sous� forte� pression� d’oxygène� et� à� une� température�modérée,� il� y� a�

formation�de�la�phase�de�SiO2.�La�couche�de�silice�protectrice�se�forme�en�surface�des�grains�

de�SiC�et� la� cinétique�d’oxydation� est� contrôlée� par� la�diffusion�des� espèces� à� travers� cette�

couche�d’oxyde.�

�

)()()(
2

3
)( 22 gCOsSiOgOsSiC +→+ � )1( �

)()()(2)( 222 gCOsSiOgOsSiC +→+ � )2( �

�

:�L’oxydation�active�:�sous�faible�pression�d’oxygène�et�à�une�température�élevée,�il�n’y�a�pas�

de� formation� de� couche� protectrice�mais� une� volatilisation� de� l’oxyde� formé.� La� cinétique�

d’oxydation�de�ce�régime�est�contrôlée�par�la�vitesse�de�la�réaction�à�l’interface�solide/gaz.�

�

)()()()( 2 gCOgSiOgOsSiC +→+ � � )3( �

)()()(
2

3
)( 22 gCOgSiOgOsSiC +→+ � )4( �

�

Dans�notre� étude,� nous� souhaitons�obtenir� et�modifier� cette� couche�de� silice� en� surface�des�

particules�de�SiC�par�un�traitement�thermique�oxydant.�Pour�ce�faire,�nous�nous�plaçons�dans�

les�conditions�de�température�et�pression�adéquates�(650°C�≤�T°C�≤�1400°C�;�Pair�≈�1bar).�

�
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1.1.2. Aspect�cinétique�

Lors� de� la� réaction� solide/gaz� (SiC/O2),� la� formation� de� SiO2� va� se� faire� par� germination�

croissance� avec� formation� de� germes� de� SiO2� à� partir� de� SiC,� suivi� de� leur� croissance� par�

progression�de�l’interface�SiO2/SiC�(Figure�77).�

�

SiO2

O2 CO, CO2

x

SiC

Interface interne

Interface externe

�
�

Figure�77�:�Représentation�schématique�de�l’oxydation�passive�de�SiC�(Deal�et�Grove,�1965)�

�

La� croissance� de� la� silice� à� l’interface� interne� nécessite� la� migration� de� l’oxygène� de�

l’environnement�vers�le�substrat.�Il�existe�théoriquement�7�étapes�élémentaires�pouvant�régir�

la�cinétique�d’oxydation�dont� la�plus� lente�constitue�l’étape�limitante�(Deal�et�Grove,�1965�;�

Boch,�2001)�:�

��1�:�diffusion�de�l’oxygène�dans�la�phase�gazeuse�vers�la�surface�de�l’échantillon�;�

��2�:�adsorption�de�l’oxygène�sur�l’interface�externe�;�

��3�:�passage�de�l’oxygène�de�la�phase�adsorbée�à�la�phase�solide�;�

��4�:�diffusion�de�l’oxygène�dans�SiO2�vers�le�substrat,�en�raison�du�gradient�de�concentration�;�

��5�:�réaction�d’oxydation�à�l’interface�interne�;�

��6�:�diffusion�vers�l’extérieur�des�espèces�gazeuses�formées�(CO�et�CO2)�;�

��7�:�désorption�gazeuse.�

�

�

�

�

�
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�

La�diffusion�de�l’oxygène�vers�le�substrat�étant�l’étape�la�plus�lente,�la�quantité�d’oxygène�qui�

réagit,�diminue�quand�l’épaisseur�de�la�couche�de�silice�augmente.�Si�la�réaction�d’oxydation�

se� produit� à� température� constante,� on� observe� une� décroissance� monotone� de� la� vitesse�

d’oxydation�(dx/dt)�sur�la�courbe�représentant�l’épaisseur�de�la�couche�de�silice�en�fonction�du�

temps�(Figure�78).�

�

T=constante

Temps

x = épaisseur de 
la couche d’oxyde

�
�

Figure�78�:�Evolution�de�l’épaisseur�de�la�couche�de�SiO2�en�fonction�du�temps�(Shi�et�al.,�2001)�

�

En�général,�les�travaux�(Deal�et�Grove,�1965�;�Suzuki�et�al.,�1982)�montrent�que�la�croissance�

se� fait� de� façon� linéaire� aux� temps� courts.� Le� régime� obéit� ensuite� rapidement� à� une� loi�

parabolique�indiquant�une�croissance�limitée�par�la�diffusion�des�espèces�gazeuses�chimiques�

à�travers�l’oxyde.�Il�est�en�général�admis�que�les�mécanismes�d’oxydation�s’effectuent�via�la�

forme�moléculaire� de� l’espèce� diffusante� pour� des� températures� inférieures� à� 1350°C� alors�

que� la� diffusion� sous� forme� ionique� est� prépondérante� au�delà� (Costello� et� Tressler,� 1986�;�

Zheng�et�al.,�1990�;�Quanli�et�al.,�2007).�

�

�

Ainsi,�la�surface�des�particules�de�SiC�va�subir�de�profonds�changements�dont�nous�souhaitons�

déterminer�l’influence�sur�la�réponse�cellulaire.�

�
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1.1.3. Surface�des�particules�oxydées�de�SiC��

Les�caractéristiques�de�cette�couche�superficielle�de�silice�sont�importantes�dans�la�mesure�où�

celle�ci� conditionne� l’interaction� cellule/particule.� Nous� avons� vu� (Chap� IV,� 2.2.3)� que� les�

grains� de� SiC� sont� recouverts� par� une� très� fine� couche� de� silice� amorphe� (Deal� et� Grove,�

1965�;�Filipuzzi,� 1991).�Dans�un�premier� temps,� le� traitement� thermique�oxydant� aura�pour�

effet� d’augmenter� l’épaisseur� de� cette� couche� de� silice.� Ensuite,� celle�ci� cristallisera�

progressivement�à�partir�de�1100°C�1200°C�(Boch,�2001)�en�cristobalite,�forme�stable�de�la�

silice�à�haute�température�(Legrand�et�al.,�1998).�

�

Surface d’une particule industrielle de SiC Surface après oxydation sous air

SiC

(a) (b)

SiO2

O2 CO, CO2

x

SiC

SiO2

O2 CO, CO2

x

SiC

�
�

Figure�79�:�Représentation�de�la�surface�d’une�particule�de�SiC�(a)�avant�et�(b)�après�traitement�

thermique�oxydant.�La�couche�de�silice�cristallise�progressivement�en�cristobalite�(T�≥�1100°C)�

�

En�effet,�l’observation�de�surfaces�oxydées�de�particules�de�SiC�α�après�enrobage�et�polissage�

dans�une�résine�(Figure�80),�confirme�le�développement�anisotrope�de�cette�couche�de�silice�

en�accord�avec�les�données�bibliographiques�(Deal�et�Grove,�1965�;�Filipuzzi,�1991).�

�

a)

Particule 
de SiC

Surface d’une 
particule de SiC

b)

Particule 
de SiC

Résine

1200°C

Couche de 
SiO2

�
�

Figure�80�:�Développement�anisotrope�de�la�couche�de�silice�au�cours�de�l’oxydation.�Images�MEB�FEG�de�

particules�de�SiC�α�enrobées�et�polies�dans�une�résine�en�diallylpthalate�:�(a)�particules�non�oxydées�(b)�

particules�oxydées�à�1200°C/10h�sous�air.�
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La� cristallisation� de� la� couche� de� SiO2� en� surface� des� particules� de� SiC� est� détectable� par�

diffractométrie� des� rayons� X� (Figure� 81)� pour� des� températures� d’oxydation� supérieures� à�

1200°C.�

�
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Figure�81�:�Diffractogrammes�des�particules�de�SiC�A2�après�traitement�oxydant�sous�air�à�différentes�

températures�

�

En�effet,�lors�de�l’oxydation�du�SiC,�la�cristobalite�se�forme�au�sein�de�la�structure�amorphe�

par� dévitrification� de� cette� dernière� (Gourbilleau� et� al.,� 1993).� La� présence� d’impuretés� au�

sein�du�SiC�peut�abaisser� la� température�de� formation�de� la�phase�cristalline� (Macdowell�et�

Beall,�1969�;�Singhal�1977�;�Costello�et�Tressler,�1981)�et�accélérer�la�cinétique�d’oxydation�

(Singhal�et�Lange.,�1975�;�Costello�et�Tressler,�1981�;�Costello�et�al.,�1981).�

�

�

En� conclusion,� les� particules� de� SiC� sont� initialement� recouvertes� d’une� couche� de� silice�

amorphe� (ChapIV,� 2.2.3).� Cette� couche� va� donc� progressivement� être� modifiée� pour�

finalement�cristalliser�à�haute�température�en�cristobalite�(Deal�et�Grove,�1965�;�Suzuki�et�al.,�

1982�;� Boch,� 2001).�Ainsi,� au�moyen� de� traitements� thermiques� oxydants,� nous� souhaitons�

mettre� en� évidence� l’influence� de� ces� changements� de� surface� sur� l’activité� biologique� des�

particules.�
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1.2. Caractérisations physico-chimiques 

Des�traitements�thermiques�oxydants�de�2�heures�sous�air�aux�températures�suivantes�:�650°C,�

750°C,�850°C�et�1400°C�sont�effectués�sur�les�particules�de�SiCA1�et�A2.�

�

1.2.1. Principales�caractéristiques�des�particules�oxydées�A1�et�A2�

�

� Taille�et�surface�

Pour�des�traitements�thermiques�oxydants�à�basse�température*�(650°C,�750°C�et�850°C),�les�

valeurs� de� surfaces� spécifiques� (Tableau� 13)� sont� similaires� à� celles� des� particules� de�

référence*�(non�oxydées).�En�revanche,�le�frittage�à�haute�température�(1400°C)�entraîne�une�

forte�diminution�de�celle�ci.�

�

� � Température�d’oxydation�(°C)�

Echantillons� REF� 650� 750� 850� 1400�

SiC�A1� 4� ≈�3�4� ≈�3�4� ≈�3� <�1�

SiC�A2� 11� ≈�11� ≈�10�11� ≈�10� ≈�3�

�

Tableau�13�:�Surfaces�spécifiques�(m2/g)�des�particules�industrielles�de�SiC��

�

�

� Morphologie�des�particules��

Les� observations� en� microscopie� électronique� au� MEB�FEG� (Figure� 49)� nous� permettent�

d’obtenir� des� informations� (taille,� forme,� aspect� de� surface)� sur� les� particules� oxydées� par�

rapport�aux�particules�de�référence.�

�

�������������������������������������������������
*�Les�traitements�thermiques�à�basse�température,�noté�«�BT�»�correspondent�à�ceux�effectués�à�650°C,�750°C�et�

850°C.�Les�caractéristiques�des�particules�oxydées�correspondantes�sont�généralement�similaires.�
*�Particules�de�référence�:�les�particules�A1�et�A2�étudiées�au�chapitre�IV�sont�dites�de�références�(REF)�ou�non�

oxydées.�Elles�correspondent�aux�particules�n’ayant�pas�subi�de�traitements�thermiques�oxydants.��
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�

Figure�82�:�Images�MEB�FEG�des�particules�industrielles�de�SiC�après�un�traitement�thermique�oxydant�à�

basse�température�(BT�=�650,�750�et�850°C)�et�haute�température�(1400°C)�

�

� Traitement�thermique�oxydant�à�basse�température�:�

Les�échantillons�oxydés�ne�présentent�pas�de�différences�morphologiques�importantes�avec�les�

particules�initiales�(Figure�49).�Les�seuls�changements�visibles�correspondent�à�un�aspect�de�

surface� légèrement�moins� lisse�et�plus�blanchâtre�en�contraste�de�phase.�En�accord�avec� les�

données�bibliographiques�(Shi�et�al.,�2001�;�Das�et�al.,�2004),�nous�pouvons�penser�que�dans�

cette�gamme�de�température,�l’oxydation�du�SiC�est�très�faible,�voire�n’a�pas�encore�débuté.�

�
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� Traitement�thermique�oxydant�à�haute�température�(1400°C)�:�

La�morphologie� est� fortement�modifiée.�Ce�phénomène�est�plus� facilement�observable�pour�

les� particules� grossières.� On� observe� un� recouvrement� de� la� surface� par� une� couche�

comparable� à�une�phase�vitreuse.�Les�particules�nanométriques�et� submicroniques� fixées�en�

surface�de� grains�plus� larges� (Chap� IV,�2.1.2)� semblent�plus� arrondies� et� «�engluées�»� dans�

cette� couche� superficielle� (Figure� 49,� Figure� 50).� L’aspect� des� grains� est� principalement�

caractérisé�par�des�arêtes�moins�coupantes�aux�bords�plus�arrondis�(Figure�49,�Figure�50).�

�

SiC A1-1400°CSiC A1-1400°C SiC A1-1400°C

SiC A1-1400°CSiC A1-1400°C SiC A1-1400°C

SiC A1-1400°CSiC A1-1400°C SiC A1-1400°C

�
�

Figure�83�:�Images�MEB�FEG�de�particules�industrielles�de�SiC�A1�oxydées�à�haute�température�

(1400°C).�Observations�des�principaux�changements�de�la�morphologie�des�particules�oxydées��

�

Ainsi,� les� changements� morphologiques� sont� mineurs� voire� inexistants� pour� les� particules�

oxydées� à� basse� température.�A� 1400°C,� la�morphologie� change� d’une�manière� importante�

avec� un� aspect� de� surface� moins� lisse,� des� arêtes� moins� coupantes� aux� bords� arrondis�

visiblement�recouverts�par�une�couche�qui�semble�«�engluer�»�les�particules�nanométriques�et�

submicroniques�fixées�sur�les�particules�plus�larges.��
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� Analyse�cristallographique�

L’analyse� de� la� structure� cristallographique� des� particules� par� diffractométrie� des� rayons�X�

permet�d’identifier�la�nature�de�la�phase�de�silice�comme�étant�de�la�cristobalite.�Cette�phase�

est�uniquement�détectable�dans�les�échantillons�A1�et�A2�oxydés�à�1400°C.�

�

� Composition�chimique�

Les� analyses�chimiques�permettent�de�mettre�en� évidence� l’oxydation�des�particules�de�SiC�

(Tableau�14)�en�évaluant�la�teneur�en�oxygène�des�poudres�de�SiC.�

�

Echantillon� A1� A1�650� A1�750� A1�850� A1�1400� A2� A2�650� A2�750� A2�850� A2�1400�

%�O� 0,4� 0,6� 0,6� 0,7� 7� 1,0� 2,5� 3,0� 4,0� 27,0�

%�Clibre� 0,6� 0,3� ≤�0,1� ≤�0,1� ≤�0,1� 1,3� 0,6� 0,6� 0,4� ≤�0,1�

C/Si�at.� 0,98� 0,95� 0,95� 0,95� 0,85� 1,00� 0,94� 0,92� 0,90� 0,50�

�

Tableau�14�:�Composition�chimique�des�poudres�oxydées�de�SiC�

�

Ces�analyses�semblent�souligner�un�comportement�différent�des�poudres�A1�et�A2�au�cours�

des�traitements�thermiques�oxydants.�

�

� Particules�A1�:�

De�manière� générale,� les� traitements� thermiques� oxydant� à� basse� température� ne�modifient�

que�légèrement�les�particules�(%O�≤�1%,�C/Si�≥�0,95)�qui�conservent�sensiblement�les�mêmes�

caractéristiques� que� celles� des� particules� de� référence.� Ces� résultats� contrastent� avec� les�

changements�observés�à�haute�température�(%O�≈�7%,�C/Si�≈�0,85).�

�

� Particules�A2�:�

Les�particules�A2�s’oxydent�plus�rapidement�que�les�particules�A1�dès�les�basses�températures�

(%O�≈�2,5�4%,� C/Si�≥�0,90).� A� haute� température,� les� changements� sont� plus� significatifs��

avec�des�caractéristiques� (%O�≈�27%,�C/Si�≈�0,5)�qui�s’éloignent�de�celles�des�particules�de�

référence.�

�

Dans�les�deux�cas,�le�carbone�libre�qui�s’oxyde�facilement�(CO2,�CO),�disparaît�de�la�surface�

des�échantillons.�



Chapitre�V�:�Traitements�thermiques�oxydants� � Najih�Boumahdi�

� 145�

� Etat�de�surface�des�poudres�

Le� pourcentage� atomique� et� les� informations� relatives� à� la� décomposition� spectrale� des�

différents�signaux�Si2p,�O1s�et�C1s�ont�été�résumés�dans�le�Tableau�15.�

�

� � Echantillons�

� � A1� A1�BT� A1�1400� A2� A2�BT� A2�1400�

Si2p� 45� ≈�30� 29� 44� ≈�33� 30�

C1s� 38� ≈�25� 18� 34� ≈�16� ≈�10�
Pourcentage�

atomique�(%)�
O1s� 17� ≈�45� 53� 22� ≈�51� 60�

Si2p� Si–C,�Si–O2,�SiO3C,�SiO2C2,�SiO2C2,�SiOC3,�Si–Si,�Si’�

C1s� C–Si,�C–C,�Si–OxCy,�C–O,�C=O�

Principale�

composition�des�

pics� O1s� O2–Si,�Si–OxCy,�O’,�O’’�

�

Tableau�15�:�Pourcentage�atomique�et�principale�composition�de�surface�des�poudres�industrielles�de�SiC�

�

Le�signal�de�l’oxygène�(O1s),�en�rapport�direct�avec�l’oxydation,�augmente�significativement�

dès� les� basses� températures� pour� atteindre� des� pourcentages� élevés� à� haute� température�

(%O�≈�50�60%).�Il�y�a�donc,�dès�les�basses�températures,�un�début�d’oxydation�en�surface�des�

particules�de�SiC.�

�

Ces� analyses� confirment� l’évolution� de� l’interface� SiC/SiO2� à� l’intérieur� du� grain� de� SiC�

conformément�à�l’étude�bibliographique�(ChapV,�1.1).�En�effet,�on�observe�une�augmentation�

de�l’épaisseur�de�la�couche�d’oxyde,�à�en�juger�par�l’évolution�de�la�composante�attribuée�à�la�

silice� (liaison� Si–O2),� au� bénéfice� d’une� diminution� caractéristique� du� pic� relatif� au� SiC�

(liaison�Si–C)�(Figure�84,�Figure�85).�
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�

Figure�84�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�Si2p�observés�par�analyse�de�

la�surface�des�poudres�industrielles�oxydées�de�SiC�A1�et�A2�après�un�traitement�thermique�à�basse�

température�(650°C,�750°C,�850°C�noté�BT)�et�à�haute�température�(1400°C)�

�

On� peut� détecter� un� pic� vers� les� faibles� énergies,� noté� (O’’),� mais� qu’il� est� très� difficile�

d’interpréter,�pouvant�être�attribué�à�des�liaisons�de�type�oxygène�moléculaire�(liaison�O–O)�

(Kim� et� Davis,� 1973;� Rousseau� et� al.,� 1998).� On� peut� cependant� penser� à� des� structures�

complexes� liées� à� la� dévitrification� de� la� silice� amorphe� et� à� sa� cristallisation� progressive�

(Mieskowski�et�al.,�1984;��Li�et�al.,�1990�;�Eveno�et�al.,�1993).�

�

�
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Figure�85�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�O1s�observés�par�analyse�de�la�

surface�des�poudres�industrielles�oxydées�de�SiC�A1�et�A2�après�un�traitement�thermique�à�basse�

température�(650°C,�750°C,�850°C�noté�BT)�et�à�haute�température�(1400°C)�

�

Dès� les�basses� températures,� l’épaisseur�de� la�couche�de�silice�en�surface�des�grains�de�SiC�

augmente� au� cours� du� traitement� thermique� oxydant.� L’état� de� surface� sur� les� premiers�

nanomètres�est�modifié�avec�pour�principales�caractéristiques�une�augmentation�de�la�teneur�

en�oxygène�(O1s)�et�une�diminution�de�la�contribution�en�carbone�(C1s).�

�

�
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1.2.2. Activité�radicalaire�:�HO•,�COO•��

Les� résultats� obtenus� soulignent� une� activité� radicalaire� prononcée� pour� l’ensemble� des�

particules�étudiées�(Figure�57,�Figure�58).��

�
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Figure�86�:�Signaux�RPE�de�l’adduit�[DMPO�OH]•�obtenus�en�présence�des�poudres�industrielles�oxydées�

de�SiC�A1�et�A2.�L’intensité�du�signal�est�proportionnelle�à�la�quantité�de�radicaux�libres�HO•�générés�

�

�

�
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Figure�87�:�Signaux�RPE�de�l’adduit�[DMPO�COO�]•�obtenus�en�présence�des�poudres�industrielles�

oxydées�de�SiC�A1�et�A2.�L’intensité�du�signal�est�proportionnelle�à�la�quantité�de�radicaux�libres�COO•��

générés�

�

Pour�les�deux�tests,�les�particules�industrielles�oxydées�présentent�une�capacité�à�générer�des�

radicaux� libres�HO•�et�COO•�.�Néanmoins,�on�observe�une�baisse�de� l’intensité�des�signaux�

avec�le�traitement�thermique�oxydant�par�rapport�au�signal�des�particules�de�référence.�

�

�

�
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La� quantification� de� l’activité� radicalaire� (HO•,� COO•�)� permet� de� comparer� les� différents�

signaux�en�tenant�compte�des�caractéristiques�des�particules�oxydées.�Ainsi,�on�constate�pour�

les�particules�oxydées�à�basse� température,�une�baisse�de� la�capacité�à�générer�des� radicaux�

libres� alors� que� l’on� observe� une� augmentation� pour� celles� oxydées� à� haute� température�

(Figure�59).�

�
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Figure�88�:�Activité�radicalaire�des�poudres�industrielles�oxydées�de�SiC�A1�et�A2�en�milieu�acellulaire�

pour�la�génération�des�radicaux�(a)�HO•�et�(b)�COO•��

�

� Particules�A1�:�

On� note� une� diminution� de� l’activité� radicalaire� pour� les� particules� oxydées� à� basse�

température� avec� respectivement� une� diminution� significative� de� 5%�à� 25%�pour� le� radical�

hydroxyle� (15�nmol/m2�≤�~nsHO•�≤�80�nmol/m2)� et� de� 40%� à� 70%�pour� le� radical� carboxyle�

(300�nmol/m2�≤�~nsCOO•��≤�525�nmol/m2).� Par� ailleurs,� bien� que� la� quantité� de� radicaux�

générés�soit� inférieure�pour� les�particules�oxydées�à�haute� température,� l’activité� radicalaire�

par� unité� de� surface� augmente� significativement� (≈�150%)� pour� le� radical� HO•�

(~nsHO•�≈�450�nmol/m2)� et� très� sensiblement� (≈�10%)� pour� le� radical� COO•�� (~nsCOO•�

�≈�75�nmol/m2).�

�

� Particules�A2�:�

Les� particules� A2� oxydées� à� basse� température� présentent� une� diminution� significative� de�

l’activité�radicalaire�de�5%�à�35%�(5�nmol/m2�≤�~nsHO•�≤�40�nmol/m2)�pour�le�radical�HO•�et�

de� 35%� à� 65%� pour� le� radical� COO•�� (100�nmol/m2�≤�~nsCOO•��≤�200�nmol/m2).� A� haute�

température,�on�observe�le�même�effet�que�pour�les�particules�A1,�à�savoir�une�augmentation�

importante�de� l’activité� radicalaire� (≈�150%)�pour� le� radical�HO•�(~nsHO•�≈�150�nmol/m2)�et�
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une�tendance�moins�marquée�pour�le�radical�COO•��avec�des�valeurs�comparables�à�celles�des�

particules�de�référence�(nsCOO•��≈�300�nmol/m2).��

�

Nous� avons� vu� précédemment� (ChapIV,� 2.3)� que� le� fer� agit� vraisemblablement� via� des�

mécanismes� de� réaction� en� chaîne� comme� la� réaction� de� Fenton� (Fubini� et� Mollo,� 1995�;�

Fubini�et�Hubbard,�2003).�Ici,�une�possible�interprétation�des�résultats�consisterait�à�prendre�

en�considération�l’état�chimique�du�fer�en�surface�des�grains�de�SiC.�

�

En�effet,�le�traitement�oxydant�permet�l’oxydation�du�fer� II�en�fer� III�présent�en�surface�des�

grains�de�SiC�(Park�et�al.,�1999�;�Valette,�2004�;�Mauvernay�et�al.,�2007).�Or,�certaines�études�

(Borm� et� al.,� 2004�;� Fenoglio� et� al.,� 2001�;� Tomatis� et� al.,� 2002)� ont� permis� de� mettre� en�

évidence� le� rôle� des� métaux� dans� la� production� de� radicaux� HO•� et� des� différences� de�

réactivité�en�fonction�de�leur�degré�d’oxydation.�A�titre�d’exemple,�alors�que�le�vanadium�V2+�

et�V5+�ont�une�activité�semblable,�le�Fe2+�est�trois�fois�plus�actif�que�le�Fe3+�(Shi�et�al.,�2003�;�

Fubini,� 2007).�Ainsi,� cette�baisse�généralisée�du� signal�pour�des�particules�oxydées� à�basse�

température� semble� en� accord� avec� les� résultats� observés� sur� des� particules� de� silice� et� des�

fibres�d’amiante�(Fenoglio�et�al.,�2001�;�Tomatis�et�al.,�2002�;�Fubini,�2007).�

�

De�plus,�bien�qu’il�n’existe�pas�de�données�précises�à�ce�sujet,�il�est�connu�(Fubini,�2007)�que�

la�réactivité�du�fer�augmente�lorsque�celui�ci�se�retrouve�dans�un�réseau�ordonné�en�surface�

des�grains�ce�qui�est�en�effet�le�cas�dans�la�couche�cristallisée�de�SiO2�(cristobalite)�qui�ne�se�

forme�que�pour�les�particules�oxydées�à�haute�température.�Cette�observation�peut�permettre�

d’expliquer�en�partie�l’augmentation�de�l’activité�radicalaire�pour�les�particules�oxydées�A1�et�

A2� à� haute� température� (1400°C).� Néanmoins,� à� défaut� de� résultats� explicites,� on� ne� peut�

exclure� l’implication� d’autres� paramètres� (degré� de� coordination� de� ces� ions,�morphologie,�

autres� impuretés,� etc.)� dans� ces� mécanismes� de� génération� des� radicaux� (Pritchard� et� al.,�

1996�;�Gavet�et�al.,�1997�;�Knaapen�et�al.,�2002).�

�

De� plus,� on� observe,� comme� au� chapitre� précédent� (Chap� IV,� 2.3),� une� diminution� de�

l’activité� radicalaire� en� fonction� de� la� surface� des� particules� même� si� il� reste� difficile� de�

conclure�sur�l’implication�de�ce�paramètre.�

�

�

�
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Ainsi,�de�simples�recuits�thermiques�sous�air�à�des�températures�inferieures�à�850°C,�peuvent�

conduire� à� diminuer� l’activité� radicalaire� des� particules� de� SiC� sans� altérer� d’une� manière�

importante�les�caractéristiques�des�particules�de�SiC.�

L’oxydation�du�fer�II�en�fer�III�peut�conduire�à�une�diminution�du�signal�dans�cette�gamme�de�

température.�A�haute�température,�une�augmentation�significative�du�signal�pour� l’ensemble�

des�radicaux�(HO•,�COO•�)�est�observée�et�s’explique�par�une�activité�plus�importante�du�fer�

dans�un�réseau�cristallisé�de�silice�associé�à�une�baisse�de�la�surface�spécifique.�

La� distinction� et� la� quantification� du� fer� II� et� fer� III� en� surface� des� particules� pourraient�

permettre�de�mieux�comprendre�ces�mécanismes.�
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1.3. Activité biologique 

Nous� allons� évaluer� l’activité� biologique� des� particules� oxydées� en� suivant� l’intensité� de� la�

réponse�cellulaire�au�cours�de�la�phagocytose�(Figure�89).�

�
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�

Figure�89�:�Images�en�microscopie�optique�(�������	�
��
���).�(a)�Aspect�du�fond�d’un�puits�de�culture�

après�24h�de�contact�entre�les�macrophages�(RAW�264.7)�et�les�particules�oxydées.�(b)�Visualisation�de�

particules�industrielles�internalisées�dans�des�vacuoles�cytoplasmiques�et�en�cours�d’internalisation�

(coloration�sur�lame�au�MGG�:�May�Grunwald�Giemsa).�

�

Cette� interaction� particule/macrophage� va� nous� permettre� de� mettre� en� évidence� des�

différences�dans� l’activité�biologique� entre� les�particules�oxydées� et� non�oxydées� au� regard�

des�caractéristiques�structurales�déterminées�précédemment.�Pour�se�faire,�nous�allons�suivre�

l’évolution�de�l’état�d’inflammation�(TNF�α),�de�l’endommagement�et�mort�cellulaire�(LDH)�

et�du�stress�oxydant�(H2O2).�

�



Chapitre�V�:�Traitements�thermiques�oxydants� � Najih�Boumahdi�

� 154�

1.3.1. Evaluation�de�la�réponse�cellulaire�(TNF�α,�LDH�et�H2O2)�

�

� Etat�d’inflammation�:�TNF:α�

Le�dosage�de�la�cytokine�pro�inflammatoire�(TNF�α)�nous�donne�les�résultats�représentés�sur�

la�Figure�90.�
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Figure�90�:�Etat�d’inflammation�(TNF�α)�des�macrophages�après�24h�de�contact�avec�les�particules�

oxydées�de�SiC�A1�et�A2�
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� Particules�A1�:�

Il� n’y� pas� de� différence� notable� entre� les� particules� oxydées� à� basse� température� et� les�

particules�de� référence.�Les�valeurs� restent�bien� en�dessous�du� témoin�positif� de� toxicité� et�

témoignent�d’une�activité�modérée�sur�ce�paramètre.�A�noter�cependant,�le�niveau�très�faible�

en�dessous�du�témoin�négatif�de�toxicité�des�particules�oxydées�à�haute�température.�

�

� Particules�A2�:�

Les�particules�oxydées�à�basse�température�ont�une�activité�biologique�très�significative�avec�

des�valeurs�supérieures�à�celles�du�témoin�positif�de�toxicité�(Quartz�DQ12)�et�très�au�dessus�

du�niveau�des�particules�de� référence.�De� la�même� façon�que�précédemment,� les�particules�

oxydées�à�haute�température�présentent�une�activité�très�faible�au�niveau�du�témoin�négatif�de�

toxicité.�

�

Les� particules� A1� et� A2,� présentant� des� comportements� différents� au� cours� de� l’étape�

d’oxydation,�possèdent�des�activités�biologiques�différentes.�

Les�modifications�mineures�de�surface�intervenant�dès�les�basses�températures�(ChapV,�1.2.1)�

conduisent�à�des�résultats�contradictoires�pour�A1�et�A2.�

Dans�les�deux�cas,�la�baisse�significative�de�l’activité�biologique�pour�les�particules�oxydées�à�

1400°C� conduit� à� un� paradoxe� puisque� ces� particules� sont� recouvertes� par� une� couche� de�

cristobalite� connue� pour� son� activité� inflammatoire� importante� (IARC,� 1997).� Ainsi,� il� est�

possible� que� la�morphologie� spécifique� de� ces� particules� (ChapV,� 1.2.1)� voire�même� de� la�

couche� de� cristobalite� (rugosité,� microporosité�:� Figure� 80)� contribue� à� diminuer� l’activité�

biologique�de�ces�particules�en�milieu�cellulaire�pour�ce�paramètre�(TNF�α).�

�

�

� Endommagement�et�mort�cellulaire�:�LDH�

Le� dosage� de� la� LDH�dans� les� surnageants� de� culture� permet� d’évaluer� la� cytotoxicité� des�

particules�oxydées�de�SiC�(Figure�91).�

�
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Figure�91�:�Endommagement�et�mort�cellulaire�(LDH)�après�24h�de�contact�avec�les�particules�oxydées�de�

SiC�A1�et�A2�

�

� Particules�A1�:�

L’ensemble�des�valeurs� se�situe�au�niveau�du� témoin�négatif�de� toxicité�et�des�cellules�sans�

particule� (%LDHRelarguée�≤�30%),� bien� en� dessous� du� témoin� positif� de� toxicité�

(%LDHRelarguée�≈�55%).�Ces�résultats�confirment�une�absence�de�différence�entre�les�particules�

oxydées�et�non�oxydées�dont�l’activité�est�nulle�pour�ce�paramètre.�
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� Particules�A2�:�

Quelle� que� soit� la� température� du� traitement� thermique� oxydant,� les� particules� oxydées�

présentent� une� activité� cytotoxique� comparable� à� celle� du� témoin� positif� de� toxicité�

(%LDHRelarguée�≥�50%).� Ce� résultat� très� important� traduit� une� activité� cytotoxique� très�

significative�des�particules�oxydées�qui�contraste�singulièrement�avec�l’activité�nulle�observée�

pour�les�particules�de�référence.�

�

L’expression�des�résultats�en�fonction�de�la�surface�des�particules�(cf.�Annexe�H)�ne�met�pas�

en�évidence�l’implication�de�ce�paramètre�(TNF�α,�LDH)�dans�la�réponse�cellulaire.�

�

�

� Stress�oxydant�:�H2O2�

Le�dosage�de�H2O2�en�milieu�extracellulaire�permet�d’évaluer�le�stress�cellulaire�provoqué�par�

les�particules�oxydées�de�SiC�sur�les�macrophages.��

�

� Stress� oxydant� aigu� (ROS)�:� Après� une� interaction� cellule/particule� de� 90� minutes,� les�

résultats�obtenus�n’indiquent�pas�de�différence�significative�d’activité�biologique�entre�les�

particules�oxydées�et�non�oxydées�(Figure�92).�

�



Chapitre�V�:�Traitements�thermiques�oxydants� � Najih�Boumahdi�

� 158�

SiC A2

SiC A1

0

100

200

300

0 20 40 60 80 100 120 140

Dose (µg/106MA)

nH
2O

2 
(n

m
ol

/1
06 M

A
)

CaSO4 Quartz DQ12 SiC A1 SiC A1-650 SiC A1-750 SiC A1-850 SiC A1-1400CaSO4 Quartz DQ12 SiC A1 SiC A1-650 SiC A1-750 SiC A1-850 SiC A1-1400

Cellules sans 
particule

0

100

200

300

0 20 40 60 80 100 120 140

Dose (µg/106MA)

nH
2O

2 
(n

m
ol

/1
06 M

A
)

CaSO4 Quartz DQ12 SiC A2 SiC A2-650 SiC A2-750 SiC A2-850 SiC A2-1400CaSO4 Quartz DQ12 SiC A2 SiC A2-650 SiC A2-750 SiC A2-850 SiC A2-1400

Cellules sans 
particule

�
�

Figure�92�:�Stress�oxydant�aigu�(ROS)�des�macrophages�après�90�minutes�de�contact�avec�les�particules�

oxydées�de�SiC�A1�et�A2�

�

Le�stress�oxydant�à�court� terme�demeure�modéré�voire�faible�pour� les�particules�oxydées�de�

SiC�A1�avec�des�valeurs� (50�nmol/106�MA�≤�nH2O2�≤�70�nmol/106�MA)�comprises� entre� les�

témoins� négatif� et� positif� de� toxicité.� De� la� même� façon,� il� n’y� a� pas� de� changement�

significatif� pour� les� particules� oxydées� de� SiC� A2� (nH2O2�≥�200�nmol/106�MA).� Les�

modifications�de�surface�n’ont�pas�d’implication�sur�le�stress�oxydant�à�court�terme.�
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� Stress�oxydant�chronique�(TOX)�:�Après�une�interaction�cellule/particule�de�24�heures,�le�

stress�oxydant�à�long�terme�est�évalué�(Figure�93).�
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Figure�93�:�Stress�oxydant�chronique�(TOX)�des�macrophages�après�24h�de�contact�avec�les�particules�

oxydées�de�SiC�A1�et�A2�

�

� Particules�A1�:�

A� long� terme,� aucune�différence� significative�n’est� observée� entre� les�particules�oxydées� et�

non�oxydées,�avec�un�niveau�de�stress�significatif�(≈�150�%)�pour�l’ensemble�des�échantillons.
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� Particules�A2�:�

A�partir�du�niveau� initial� très� significatif�des�particules�non�oxydées� (≈�300�%),�on�observe�

une�diminution�progressive�du�signal�avec�le�traitement�thermique�oxydant�pour�atteindre�des�

valeurs�voisines�de�celles�du�témoin�positif�toxicité�:�le�quartz�DQ12�(=�100�%).�

Dans�ce�cas�précis�nous�noterons�que�le�signal�se�rapproche�de�celui�des�silices�cristallines�en�

atteignant� même� les� valeurs� de� l’échantillon� de� Quartz� DQ12� pour� les� particules� dont� la�

surface�est�recouverte�par�de�la�cristobalite.�

�

Comme�au�chapitre�précédent�(ChapIV,�3.3),�la�surface�joue�un�rôle�important�dans�le�stress�

oxydant�(Figure�94).�
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Figure�94�:�Influence�de�la�surface�des�particules�sur�le�stress�oxydant�chronique�(a)�pour�les�particules�A1�

(b)�pour�les�particules�A2�:�observation�de�la�diminution�du�signal�avec�le�traitement�thermique�pour�une�

dose�donnée�

�

A� dose� constante,� pour� les� particules� A2,� l’activité� biologique� diminue� lorsque� la� surface�

diminue,� confirmant� les� résultats� obtenus� au� chapitre� précédent� (ChapIV,� 3.3).� Le� signal�

observé�après�un�traitement�thermique�oxydant�à�1400°C�semble�correspondre�à�celui�observé�

pour�les�particules�de�quartz�DQ12,�témoin�positif�de�toxicité.�
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�

Ainsi,�les�différences�de�comportement�des�poudres�à�l’oxydation�entre�A1�et�A2�se�traduisent�

par�des�différences�au�niveau�de�l’activité�biologique.�

�� les�particules�A1�sont� les�plus�difficilement�oxydables.�Les�poudres�oxydées�ne�présentent�

pas�de�différences�d’activité�biologique�avec�les�particules�de�référence.�

�� les� particules�A2,� s’oxydent� plus� facilement� et� des� différences� très� importantes� sur� l’état�

d’inflammation�(TNF�α)�et�la�mort�cellulaire�(LDH)�sont�observées.�

Les�changements�de�surface�des�particules�semblent�avoir�une�forte�implication�sur�l’intensité�

de�la�réponse�cellulaire�suivant�les�particules�étudiées.��

�

1.3.2. Activité�biologique�globale�

L’évolution� de� l’activité� biologique� globale� des� particules� oxydées� permet� de� suivre� le�

comportement�général�des�particules�et�d’établir�des�comparaisons�entre�ces�dernières.�

�
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Figure�98�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�particules�industrielles�de�SiC�A2�ayant�subi�un�

traitement�thermique�oxydant�(2�heures/air)�respectivement�à�850°C�et�1400°C�par�suivi�de�l’évolution�du�

quadrilatère�par�rapport�au�témoin�négatif�(rouge)�et�positif�(noir)�de�toxicité��

�

�
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Les� résultats� du� modèle� vecteur� soulignent� des� différences� d’activité� biologique� entre� les�

particules�oxydées�et�non�oxydées.��

�

� Particules�de�SiC�A1�(Figure�95,�Figure�96)�:�

A�l’exception�d’une�sensible�baisse�de�l’activité�biologique�globale�des�particules�oxydées�à�

haute�température,�il�n’y�pas�de�différence�notable�pour�l’ensemble�des�particules�oxydées.�

�

� Particules�de�SiC�A2�(Figure�97,�Figure�98)�:�

Les� particules� oxydées� à� basse� température� conduisent� à� une� augmentation� de� l’activité�

biologique� globale.� On� note� également� une� sensible� diminution� de� ce� signal� pour� les�

particules�oxydées�à�haute�température�par�rapport�aux�particules�non�oxydées.�

�

Cette� étude� met� en� évidence� des� différences� d’activité� biologique� entre� des� particules� de�

même� nature� chimique� mais� de� propriétés� physico�chimiques� différentes� soulignant� la�

nécessité�d’étudier�l’activité�biologique�de�particules�toujours�en�rapport�avec�leurs�propriétés�

physico�chimiques.�
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2. Discussion 

�

� Caractérisation�physico:chimique�

Les�particules�de�SiC�sont�recouvertes�par�une�couche�superficielle�de�silice�(ChapIV,�2.2.3).�

Avec� le� traitement�oxydant,� cette�couche�de�SiO2� s’épaissit� avec�une� augmentation�du� taux�

d’oxygène� sur� les� premiers� nanomètres� et� une� diminution� du� carbone� libre� initialement�

présent�en�surface�des�grains�de�SiC.�Dès�les�basses�températures,�l’oxygène�migre�au�travers�

de�la�couche�d’oxyde�vers� l’interface�SiC/SiO2�pour�y�réagir�avec�SiC�(Costello�et�Tressler,�

1986�;� Zheng� et� al.,� 1990�;� Quanli� et� al.,� 2007).� La� couche� d’oxyde� cristallise� lorsque� les�

conditions�le�permettent,�à�partir�de�1100°C�1200°C.�

Ces�modifications�de�la�surface�s’accompagnent�de�changements�morphologiques�significatifs�

principalement� à� haute� température� avec� une� diminution� de� la� surface� spécifique� (frittage).�

Bien�que�l’on�observe�un�comportement�des�poudres�de�SiC�proche�de�celui�des�poudres�de�

silice�(action�significative�sur�l’inflammation�et�la�mort�cellulaire),�leurs�surfaces�respectives�

restent�très�différentes.�Il�est�donc�peu�probable�de�retrouver�le�même�signal�pour�les�poudres�

de�SiC�et�les�silices�cristallines.��

�

Un� recuit� à� basse� température� semble� diminuer� l’activité� radicalaire� des� particules� de� SiC.�

Une� hypothèse� possible� est� l’oxydation� du� fer� II� en� fer� III� moins� actif,� qui� augmente� à�

nouveau�lorsqu’il�se�trouve�dans�un�réseau�ordonné�de�silice�cristallisée�à�haute�température�

(Fubini,�2007).�On�peut�noter�un�effet�de�surface�qui�masque�une�baisse�significative�du�signal�

RPE�pour�les�particules�oxydées�à�haute�température.�

�

� Caractérisation�de�l’activité�biologique�

��Les�particules�de�SiC�A1�ne�montrent�pas�de�grands�changements�après�traitement�thermique�

oxydant.� Les� résultats� des� tests� In� Vitro� confirment� une� activité� biologique�:� modérée� sur�

l’état� d’inflammation� (TNF�α),� nulle� en� cytotoxicité� (LDH)� et� significative� sur� le� stress�

oxydant�(H2O2).�

��Les�particules�de�SiC�A2�présentent�une�activité�très�importante�après�traitement�thermique�à�

basse� température� principalement� sur� l’état� inflammatoire� (TNF�α)� et� la� mort� cellulaire�

(LDH)� alors� que� l’activité� biologique� initiale� est� respectivement�modérée� et� nulle� pour� ces�

deux� domaines.� On� observe� une� baisse� significative� du� signal� relatif� au� stress� oxydant�
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chronique�(TOX)�qui�se� justifie�principalement�par�un�effet�de�surface�et,�dans�une�moindre�

mesure,�par�une�évolution�du�signal�vers�celui�des�silices�cristallines�(Quartz�DQ12).�

�

� Corrélations�entre�les�caractéristiques�physico:chimiques�et�l’activité�biologique�

On�souligne�des�réponses�cellulaires�différentes�pour�des�particules�de�même�nature�chimique,�

mais�de�caractéristiques�différentes� (physico�chimiques,� comportements�à� l’oxydation,�etc.).�

Ces�observations�soulignent�l’intérêt�de�ce�type�d’étude�qui�consiste�à�caractériser�en�parallèle�

les�propriétés�physico�chimiques�et�l’activité�biologique�des�particules.�De�plus,�il�convient�de�

prendre�des�précautions�en�évitant� la�généralisation�des�résultats�à� l’ensemble�des�particules�

d’une�même�nature�chimique.�

�

Les� traitements� thermiques� oxydants� conduisent� à� une� déshydroxylation� d’une� partie� des�

groupements�silanols�(Si–OH)�en�ponts�siloxanes�(Si–O–Si)�(Legrand�et�al.,�1998)�modifiant�

la� fonctionnalisation� de� surface� des� particules� de�SiC�A2� (liaisons� hydrogènes,� interactions�

électrostatiques,�hydrophilie,�etc.)�(ChapII,�4.2).�L’augmentation�de�la�réactivité�des�particules�

oxydées� de� SiC� se� caractérise� probablement� par� l’établissement� de� fortes� liaisons� (couple�

acide�base�de�Lewis)�(Fubini�et�al.,�1992)�entre�les�groupements�en�surface�de�ces�particules�

(Si–OH,� Si–O–Si)� et� ceux� des� protéines�membranaires� des� cellules� (tétra�alkyl� ammonium�

des�phospholipides,�carboxyliques�de�l’acide�N�acétylneuraminique,�etc.).�

Ces� interactions�peuvent�altérer� le� fonctionnement�des�macrophages�et�conduire�à� leur�mort�

prématuré�(nécrose).�Ces�résultats�sont�à�mettre�en�relation�avec�ceux�obtenus�sur�des�poudres�

de�silice�dont�les�effets�sur�le�potentiel�de�lyse�membranaire�(Fubini,�1997�;�Hemenway�et�al.,�

1993)�et�la�cytotoxicité�(Fubini�et�wallace,�1999)�ont�été�mis�en�évidence.�

De�manière� générale,� à� haute� température,� la�morphologie� spécifique� des� particules� de�SiC�

semble�être�le�paramètre�principal�conduisant�à�une�baisse�de�l’activité�biologique.�

�

Cette� interprétation� des� résultats� peut� servir� de� base� pour� des� études� complémentaires� afin�

d’identifier� le� type� de� mort� cellulaire� (apoptose/nécrose)� et� la� nature� des� interactions�

particules/cellules.�Ainsi,�nous�pourrons�mieux�appréhender� les�paramètres�qui�conduisent�à�

l’augmentation� significative�de� l’état� inflammatoire� et� de� la�mort� cellulaire� après�oxydation�

des�surfaces�des�particules�de�SiC�A2.�
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3. Conclusion 

L’utilisation�de� traitement� thermique�oxydant�a�permis�de�modifier� la�surface�des�particules�

de�SiC�et�l’évaluation�de�l’activité�biologique�de�souligner�des�différences�entre�les�particules�

étudiées�(Tableau�16).�

�

� Paramètres� A1�
A1�

650�

A1�

750�

A1�

850�

A1�

1400�
A2�

A2�

650�

A2�

750�

A2�

850�

A2�

1400�

Etat�d’inflammation� TNF�α� +� +� +� +� —� +� +++� +++� +++� —�

Mort�cellulaire� LDH� —� —� —� —� —� —� ++� ++� ++� ++�

Stress�oxydant� H2O2�(ROS,�TOX)� ++� ++� ++� ++� ++� +++� +++� ++� ++� ++�
�

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif
�

�

Tableau�16�:�Résumé�de�l’activité�biologique�des�particules�oxydées�de�SiC�

�

A�l’exception�d’une�sensible�diminution�de�l’activité�biologique�pour�les�particules�oxydées�à�

haute� température� (TNF�α),� celle�ci� est� stable� pour� les� particules� oxydées� A1� et� augmente�

significativement� pour� les� particules� oxydées� A2.� Néanmoins,� l’ensemble� des� particules�

oxydées� conserve� leur� capacité� propre� à� générer� des� radicaux� libres� extrêmement� réactifs�

(HO•,�COO•�).�

L’état� de� surface� des� particules� (nature� des� groupements� de� surface,� taux� d’oxygène,�

cristallinité)�fait�de�la�surface�un�paramètre�clef�de�l’activité�biologique�globale�des�particules�

de�SiC�(activité�radicalaire,�stress�oxydant,�état�inflammatoire,�mort�cellulaire).�En�effet,�cette�

fonctionnalisation�de�surface�semble�déterminer� la�nature�des� interactions�particules/cellules�

qui�conditionne�la�réponse�cellulaire.�

�

En�perspective,� l’étude�de� la�nature�de� la�couche�de�silice�à�basse� température� (cristallinité,�

nature� des� liaisons),� de� l’interaction� particule/milieu� (liaisons� hydrogènes,� interactions�

électrostatiques,�hydrophilie,�etc.)�et�particule/cellule�(groupements�chimiques�en�surfaces�des�

particules� et� des� membranes� cellulaires� impliqués)� peut� apporter� des� réponses� plus�

exhaustives.� Cette� approche� pluridisciplinaire� peut� permettre� de� mieux� identifier� les�

paramètres�physico�chimiques�impliqués�dans�la�réponse�cellulaire.�
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La� tendance� du� marché� à� évoluer� vers� le� domaine� nanométrique� ouvre� des� perspectives�

exceptionnelles� pour� les� industriels� avec� de� vastes� champs� d’applications�:� matériaux�

céramiques,� composites,� domaine� électronique,� médical,� etc.� Dans� cette� partie,� nous�

souhaitons�aborder�le�problème�spécifique�des�nanoparticules�en�étudiant�des�nanopoudres�de�

SiC� synthétisées� par� différentes� méthodes� (pyrolyse� laser,� voie� sol�gel)� afin� d’en� évaluer�

l’activité�biologique.�Nous�procéderons�de�la�façon�suivante�:�

�

�� Dans� un� premier� temps,� nous� allons� effectuer� un� bref� rappel� sur� l’origine� de� ces�

nanoparticules�en�présentant�brièvement�les�méthodes�utilisées�pour�les�synthétiser,�à�savoir�la�

pyrolyse�laser�et�la�voie�sol�gel.�

�

�� Dans� un� second� temps,� nous� réaliserons� la� caractérisation� de� ces� nanoparticules� pour� en�

dégager� les� principales� propriétés� physico�chimiques� (taille,� surface,� morphologie,� chimie,�

structure�cristalline,�état�de�surface,�activité�radicalaire).�

�

�� Dans� un� troisième� temps,� nous� évaluerons� l’activité� biologique� de� ces� nanoparticules� au�

contact� de� macrophages� via� des� tests� In� Vitro� (état� d’inflammation,� mort� cellulaire,� stress�

oxydant).�

�

Enfin,�nous�discuterons�des�résultats�en�replaçant�cette�étude�dans�le�contexte�des�poudres�de�

SiC�(Chap�IV�et�V).�L’objectif�est�de�pouvoir�donner�une�estimation�de�la�toxicité�globale�des�

nanoparticules� de� SiC� dont� les� potentialités� exceptionnelles� rendent� leur� développement� à�

grande�échelle�imminent�(Chap�I,�5).�
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1. Les nanoparticules de SiC 

Conformément�à�notre�démarche�expérimentale�et�pour�anticiper�le�problème�de�santé�lié�aux�

nanoparticules� de� SiC,� nous� allons� évaluer� la� toxicité� de� ce� type� de� particules� à� titre�

exploratoire� faisant� de� ce� travail,� un� des� premiers� réalisés� à� ce� jour� sur� l’évaluation� de�

l’activité� biologique� de� nanoparticules� de� SiC.� Dans� cette� partie,� cinq� nanopoudres�

synthétisées� par� voie� laser� (LP1,� LP2,� LP3,� LP4� et� LP5)� et� une� par� voie� sol�gel� (SG)� sont�

étudiées.�

�

1.1. Nanoparticules LP (pyrolyse laser) 

La�pyrolyse�laser�est�une�méthode�qui�repose�sur�l'interaction�en�jets�croisés�entre�un�faisceau�

laser�au�CO2�et�un�flux�de�réactifs�:�SiH4�(source�de�silicium)/C2H2�(source�de�carbone)�pour�

la� synthèse� des� nanopoudres� de�SiC� (Figure� 13).� Le� transfert� d'énergie� résonnant� provoque�

une� élévation� rapide� de� température� dans� la� zone� de� réaction� par� excitation� des� niveaux�

vibrationnels�des�molécules.�Les�précurseurs�sont�alors�dissociés�et�une�flamme�apparaît�dans�

laquelle�se�forment�les�nanoparticules�de�SiC.�Les�poudres�sont�ensuite�refroidies�par�un�effet�

de�trempe�et�entraînées�par�un�flux�gazeux�dans�une�zone�où�elles�sont�collectées.�La�maîtrise�

du� dispositif� de� synthèse� permet� principalement� de� contrôler� la� stœchiométrie� des� poudres�

obtenues� (pression�et/ou� rapport�entre� le� flux�de� réactifs�SiH4/C2H2),� la� taille�des�particules�

(temps� de� résidence� dans� le� réacteur)� et� l’état� de� cristallinité� (puissance� du� faisceau� laser)�

(Fantoni�et�al.,�1990�;�Boucle,�2004�;�Leconte�et�al.,�2007�;�Herlin�Boime�et�al.,�2008).�

Ainsi,� cinq� nanopoudres� de� SiC� ont� été� synthétisées� en� partenariat� avec� le� laboratoire� du�

CEA*�Saclay,�notées�LP1,�LP2,�LP3,�LP4�et�LP5�:�

�� LP1� est� une� nanopoudre� de� SiC� «�classique�»� obtenue� dans� les� conditions� standard� de�

synthèse�de�la�pyrolyse�laser.�

�� LP2� et� LP3� sont� des� nanopoudres� synthétisées� en� modifiant� les� paramètres� de� synthèse�

(pression� et� réglage� du� flux� de� réactifs� SiH4/C2H2)� afin� d’obtenir� des� nanopoudres� avec� un�

excès�respectivement�de�carbone�et�de�silicium.�

��LP4�est�une�nanopoudre�élaborée�en�augmentant�le�temps�de�résidence�des�particules�dans�la�

zone�chaude� (retrait�de� la� lentille�de� focalisation�du� laser)� favorisant�ainsi� la�croissance�des�

grains�(Cauchetier�et�al.,�1988�;�Tougne�et�al.,�1993).�

�������������������������������������������������
*�CEA�:�Commissariat�à�l'Énergie�Atomique.�
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��LP5�est�synthétisée�dans�les�mêmes�conditions�opératoires�que�LP4�mais�avec�une�puissance�

du�laser� très�supérieure�à�celle�habituellement�utilisée�pour� les�autres�nanoparticules�dans�le�

but�de�modifier�la�cristallinité�de�ces�particules�(Fantoni�et�al.,�1990).�

Parmi� les� avantages�de� cette� technique,� on�peut� citer� la� réaction� en� flux,� une�grande�pureté�

chimique� des� produits� et� une� bonne� homogénéité� physique� et� chimique.� Ceci� fait� de� cette�

méthode� l’une� des� plus� avancées,� à� ce� jour,� pour� la� production� future� de� masse� de�

nanoparticules�de�SiC�(Herlin�Boime�et�al.,�2002�;�Boucle�et�al.,�2005�;�Leconte�et�al.,�2007).��

�

1.2. Nanoparticules SG (sol-gel) 

La�synthèse�classique�par�voie�sol�gel�s’effectue�à�partir�d'alkoxydes�de�silicium�de�formule�

Si(OR)n�où�R�est�un�groupement�alkyle.�Le�principe�repose�sur�une�succession�de�réactions�

d'hydrolyse�condensation�conduisant�à�la�formation�d’un�gel�(ChapI,�5.3),�pouvant�être�traité�

thermiquement� par� la� suite.�Nous� avons� ainsi� réalisé� la� synthèse� d’une� nanopoudre� de� SiC�

(SiC�SG)�dans�l’eau�à�partir�des�précurseurs�suivant�:�PTES�(phenyl�triethoxy�silane)�et�TEOS�

(triethoxy�silane)�(Chap�I,�Figure�14).�Après�24h�à�20°C,�le�gel�est�récupéré�et�séché�dans�une�

étuve�(60°C/48h).�Finalement,�un�traitement�thermique�sous�argon�à�1500°C�est�réalisé�pour�

assurer� la� réduction� carbothermique�de� la� silice�par� le�carbone�des�groupements�organiques�

(Hatakaeyama�et�Kanzaki,�1990�;�Seog�et�Kim,�1993).�
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2. Propriétés physico-chimiques 

Les�nanopoudres�de�SiC�(LP1,�LP2,�LP3,�LP4,�LP5�et�SG)�ont�été�entièrement�caractérisées�

pour� en� déterminer� les� principales� propriétés� (caractéristiques� physico�chimiques,� activité�

radicalaire).�

�

2.1. Principales caractéristiques des nanoparticule s de SiC 

�

� Taille�et�surface�

Les�résultats�des�analyses�élémentaires�effectuées�sur�les�poudres�brutes�sont�présentés�dans�le�

Tableau�13.�Les� surfaces� spécifiques�des�nanopoudres�de�SiC�sont�évaluées�par� la�méthode�

BET.� Les� diamètres� BET� correspondants� sont� estimés� à� partir� des� masses� volumiques�

correspondantes�évaluées�par�pycnomètrie�à�hélium�(Boucle,�2004).�

�

�

Surface�

spécifique�

(Sp�en�m
2/g)��

Diamètre�BET�

équivalent����

(D�en�nm)�

Masse�volumique�

(ρ�en�g/cm3)�

SiC�LP1� ≈�139� 14� 3,2�

SiC�LP2� ≈�125� 15� 3,1�

SiC�LP3� ≈�140� 14� 3,0�

SiC�LP4� ≈�52� 37� 3,1�

SiC�LP5� ≈�33� 59� 3,1�

SiC�SG� ≈�125� 15� 3,2�

�

Tableau�17�:�Surfaces�spécifiques,�diamètres�équivalents�et�masses�volumiques�des�nanopoudres�de�SiC�

�

La� masse� volumique� des� nanopoudres� de� SiC� est� dans� tous� les� cas� proche� de� la� masse�

volumique�théorique�du�SiC�massif�(ρ�=�3,2�g/cm3).�Le�calcul�des�tailles�moyennes�des�grains�

est� issu� de� l’analyse� BET� en� prenant� en� compte� la� masse� volumique� des� poudres� et� en�

supposant� que� les� particules� soient� sphériques� (Figure� 49).� Cette�méthode� est� couramment�

utilisée�pour�le�calcul�théorique�de�ce�type�de�particules�nanométriques,�à�partir�de�la�relation�

suivante�:�

�

D
S p ⋅

=
ρ
6

�

�
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Les�nanopoudres�obtenues�dans�les�conditions�standards�(LP1,�LP2,�LP3�et�SG)�présentent�en�

général� des� surfaces� spécifiques� importantes� de� l’ordre� d’une� centaine� de� mètre� carré� par�

gramme�(Sp�≥�125�m2/g).�La�mesure�de�surface�spécifique�révèle� l’influence�des�paramètres�

de�synthèse�sur�la�morphologie�des�nanopoudres�avec�une�augmentation�de�la�taille�des�grains�

de�SiC�lorsqu’on�prolonge�le�temps�de�séjour�des�particules�dans�le�réacteur�(SiC�LP4�et�LP5).�

On� obtient� alors� des� surfaces� spécifiques� 3� à� 5� fois� moins� importantes� que� les� poudres�

élaborées� dans� les� conditions� standards� (Sp�≈�30� et� 50�m2/g)� en� accord� avec� les� études�

bibliographiques�(Cauchetier�et�al.,�1988�;�Tougne�et�al.,�1993).�

�

� Morphologie�des�nanoparticules��

Les� observations� en�microscopie� électronique� au�MEB�FEG� nous� permettent� d’obtenir� des�

informations� sur� la� taille,� la� forme�et� l’aspect� de� surface�des�nanoparticules�de�SiC� (Figure�

49).�Celles�ci�sont�principalement�caractérisées�par�une�morphologie�sphérique�caractéristique�

de�ces�voies�de�synthèse�par�pyrolyse�laser�et�voie�sol�gel.�Bien�que�la�majorité�des�grains�soit�

de�taille�nanométrique�(D�≤�100�nm)�on�observe�toujours�dans�ces�échantillons�des�particules�

submicroniques�(100�nm�≤�D�≤�1000�nm).�
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SiC LP2

SiC LP3

SiC LP1

SiC LP4

SiC LP5 SiC SG

�
�

Figure�99�:�Images�MEB�FEG�des�nanoparticules�de�SiC�obtenues�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP1,�LP2,�LP3,�

LP4�et�LP5)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

On� peut� souligner� la� présence� de� particules� grossières� de� formes� aléatoires� au� sein� des�

échantillons� LP4� et� LP5� (Figure� 100)� caractérisées� par� des� tailles� de� particules� plus�

importantes� (1� à� 2�_m)� qui� ressemblent� aux� morphologies� de� certaines� particules� fines�

industrielles�de�SiC�(A2,�A5).�
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SiC LP4 SiC LP4 SiC LP4
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�
�

Figure�100�:�Images�MEB�FEG�de�particules�grossières�retrouvées�dans�les�nanopoudres�de�SiC�LP4�et�

LP5�en�augmentant�le�temps�de�séjour�des�particules�dans�le�réacteur�de�pyrolyse�pour�en�favoriser�la�

croissance�

�

En�effet,�en�augmentant�le�temps�de�séjour�dans�la�zone�chaude,�on�favorise�la�croissance�des�

grains�et�de�possibles�réactions�de�frittage.�Ces�deux�nanopoudres�LP4�et�LP5�présentent�donc�

des�particules�de�tailles�plus�importantes�avec�quelques�particules�grossières�(Figure�100).�

�

L’aspect� général� des�nanoparticules� est� typique� de�ces�voies�de� synthèse�par�pyrolyse� laser�

(Tougne�et�al.,�1993�;�Bouclé,�2004�;�Leconte�et�al.,�2007)�et�voie�sol�gel�(White�et�al.,�1987�;�

Hatakaeyama� et� Kanzaki,� 1990�;� Seog� et� Kim,� 1993).� Les� particules� sont� principalement�

sphériques�de�taille�nanométrique�avec�de�grandes�surfaces�(en�général�Sp�≥�100�m2/g).�Seules�

les�particules�LP4�et�LP5�(Sp�≤�50�m2/g),�pour�lesquelles�on�favorise�la�croissance�des�grains�

de�SiC�en�augmentant�le�temps�de�séjour�dans�le�réacteur�de�pyrolyse�laser,�contiennent�des�

particules�grossières�dont�certaines�peuvent�présenter�des�formes�très�irrégulières.�
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� Analyse�cristallographique�

D’après� les� diffractogrammes� des� nanoparticules� de� SiC� (Figure� 101),� l’analyse� de� la�

structure� cristallographique� des� particules� révèle� principalement� la�� présence� du� polytype�

cubique� (3C).�On� peut� noter� la� présence� dans� certaines� nanopoudres� (LP4,� LP5� et� SG)� du�

polytype�hexagonal�6H�de�façon�minoritaire�(%SiC�6H�≤�10%)�correspondant�à�l’épaulement�

situé� à� 2θ�=�34,1°.� On� peut� également� observer� une� fraction� cristallisée� de� la� phase�

excédentaire�de�silicium�(%Si�≤�2%)�pour�l’échantillon�SiC�LP5.�

�
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Figure�101�:�Allure�du�diffractogramme�des�nanopoudres�de�SiC�

�

Par�ailleurs,�la�largeur�à�mi�hauteur�des�raies�est�liée�à�trois�composantes�dont�l’appareillage,�

la� taille� des� cristallites� et� les�microdistorsions.�Ainsi,� en� prenant� en� compte� ces� paramètres�

(Warren� et� Averbach,� 1952),� nous� pouvons� estimer� la� taille� des� cristallites� à� partir� de�

l’élargissement� des� raies� de� diffraction� en� utilisant� la� loi� de� Scherrer� (Birks� et� Friedman,�

1946).�Les�tailles�de�cristallites�sont�estimées�à�environ�3�à�5�nm�pour�les�particules�LP1,�LP2�

et� LP3� alors� que� ces� valeurs� augmentent� pour� les� nanoparticules� LP4,� LP5� et� SG� avec�

respectivement� des� tailles� de� cristallites� de� 16,� 26� et� 14�nm� (Bouclé,� 2004).� Néanmoins�

d’autres�contributions�peuvent�intervenir,�comme�celle�de�défauts�d’empilements�ou�de�zones�

à�caractère�désordonné.�Ces�observations�sont�en�accord�avec�celles�habituellement�observées�

sur�ce�type�de�poudres�(Herlin�Boime�et�al.,�2002�;�Bouclé,�2004�;�Leconte�et�al.,�2007).�
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� Composition�chimique�

Les� résultats� de� l’analyse� chimique� indiquent� la� présence� d’impuretés� (Fe,� Al)� dans� les�

nanopoudres� (Figure� 53).� L’ensemble� des� nanoparticules� présente� de� faibles� proportions� en�

fer�(%Fe�≤�600�ppm)�et�en�aluminium�(%Al�≤�400�ppm).�

�
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Figure�102�:�Concentration�des�impuretés�métalliques�de�fer�et�d’aluminium�contenues�dans�les�

nanopoudres�de�SiC�

�

Les� teneurs�en�oxygène� (%�massique)�correspondent�à�celles�habituellement�observées�pour�

les�nanopoudres�avec�des�valeurs�significatives�(1,5�≤�%O�≤�4,6)�(Tableau�14).�

�

Echantillon� %�O� C/Si�at.�

SiC�LP1� 2,8� 1,00�

SiC�LP2� 2,1� 1,21�

SiC�LP3� 4,6� 0,81�

SiC�LP4� 1,5� 0,88�

SiC�LP5� 2,2� 0,88�

SiC�SG� 2,1� 0,88�

�

Tableau�18�:�Compositions�chimiques�des�nanopoudres�de�SiC�

�

La�poudre�LP1�est� stœchiométrique� (C/Si�≈�1)�à� l’image�des�nanopoudres�de�SiC�standards�

obtenues� par� pyrolyse� laser� (Leconte� et� al.,� 2007).� Conformément� au� mode� de� production�
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(ChapVI,� 1.1),� la� poudre� LP2� présente� un� excès� de� carbone� (C/Si�≈�1,21)� alors� que� les�

poudres�LP3,�LP4,�LP5�et�SG�présentent�un�excès�de�silicium�(C/Si�≤�0,9).�On�peut�souligner�

en�général�des�difficultés�à�atteindre�la�stœchiométrie�pour�les�nanopoudres�obtenues�par�voie�

sol�gel�car�il�reste�délicat�de�contrôler�avec�précision�la�nature�chimique�du�gel�lors�de�cette�

réaction�(quantité�de�groupes�carbonés,�rendement,�etc.).�

�

� Etat�de�surface�des�poudres�

Le� pourcentage� atomique� et� les� informations� relatives� à� la� décomposition� spectrale� des�

différents�signaux�Si2p,�O1s�et�C1s�sont�répertoriés�dans�le�Tableau�15.��

�

� � Echantillons�

� � SiC�LP1� SiC�LP2� SiC�LP3� SiC�LP4� SiC�LP5� SiC�SG�

Si2p� 50� 45� 45� 49� 48� 38�

C1s� 42� 48� 41� 43� 30� 54�
Pourcentage�

atomique�(%)�
O1s� 8� 7� 14� 8� 22� 8�

Si2p� Si–C,�Si–O2,�SiO3C,�SiO2C2�

C1s� C–Si,�C–C,�Si–OxCy,�C–O,�C=O�

Principale�

composition�des�

pics� O1s� O2–Si,�Si–OxCy�

�

Tableau�19�:�Pourcentage�atomique�et�principale�composition�de�surface�des�nanopoudres�de�SiC�

�

D’après� ces� analyses,� le� pourcentage� d’oxygène� de� surface� sur� les� premiers� nanomètres� est�

très� faible� (%O�≤�8%),� contrastant� de� fait� avec� les� précédentes� analyses� sur� les� particules�

industrielles� de� SiC� (%O�≈�17�23%).� Seules� les� nanopoudres� LP3� et� LP5� présentent� des�

valeurs� similaires� (%O�≥�10%).� Le� taux� de� carbone� dans� nos� échantillons� est� globalement�

similaires� (%C�≈�41�43%)� avec� une� légère� hausse� de� ce� signal� dans� la� poudre� LP2�

expérimentalement� enrichie� en� carbone� (%C�≈�48%)� et� une� baisse� sensible� dans� la� poudre�

LP5�plus�oxydée�(%C�≈�30%�et�%O�≈�22%).�Seule�la�poudre�de�SiC�SG�présente�un�taux�de�

carbone�de�surface�plus�élevé�(%C�≈�54%)�que�pour�les�particules�laser.�

�

L’exploitation� des� décompositions� spectrales� des� différents� signaux� Si2p,� O1s� et� C1s� nous�

renseigne�sur� l’environnement�chimique�des�éléments�de� surface�des�nanoparticules� (Figure�

84,�Figure�85,�Figure�105).�

�
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Figure�103�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�Si2p�observés�par�analyse�de�

la�surface�de�nanopoudres�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

Les�signaux�du�pic�Si2p�présentent�des�ressemblances�pour�les�nanoparticules�LP1,�LP2,�LP4�

et�SG�avec�des�signaux�nets�composés�principalement�de�SiC�(liaison�Si–C),�d’oxycarbure�de�

silicium� (liaison� Si–OxCy)� et� d’une� très� faible� part� relative� à� la� silice� (liaison� Si–O2).� Les�

nanoparticules�semblent�correspondre�à�des�nanograins�de�SiC�recouverts�principalement�par�

une�phase�d’oxydes�mixtes� à� l’inverse�des�particules� industrielles�de�SiC�pour� lesquelles� la�

silice�recouvrait�entièrement�le�grain�de�SiC.�A�l’inverse,�les�signaux�relatifs�aux�poudres�LP3�

et�LP5�présentent�une�contribution�plus�significative�de�l’oxygène�(Figure�84,�Figure�85).�

�



Chapitre�VI�:�Nanoparticules�de�SiC� � Najih�Boumahdi�
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Figure�104�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�O1s�observés�par�analyse�de�

la�surface�de�nanopoudres�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

L’analyse�des�pics�C1s�souligne�l’enrichissement�en�carbone�de�l’échantillon�LP2�(liaison�C–

C)�par�rapport�à�l’échantillon�LP1.�La�poudre�LP3�enrichie�en�silicium,�présente�un�excès�de�

formes�oxydées�du�carbone�(C–O,�C=O)�avec�une�forme�atypique�du�signal�qui�contraste�avec�

l’ensemble�des�autres�nanopoudres�synthétisées�par�voie�laser.�

�
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Figure�105�:�Décomposition�des�spectres�de�photoémission�du�niveau�de�cœur�C1s�observés�par�analyse�de�

la�surface�de�nanopoudres�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

Les�pics�C1s�relatifs�aux�nanopoudres�LP4�et�LP5�sont�très�«�propres�»�avec�des�signaux�bien�

définis�suggérant�que�le�carbone�analysé�en�surface�est�quasi�entièrement�lié�au�silicium�dans�

des�liaisons�de�type�Si–C.�La�nanopoudre�de�SiC�SG�présente�un�signal�différent�de�ceux�des�

nanoparticules�LP�avec�une�contribution�significative�du�carbone�(liaison�C–C)�qui�s’explique�

probablement�par�la�présence�des�résidus�de�groupements�organiques�phényles�(liaisons�C–C,�

C=C)�utilisés� lors�de� l’élaboration�de�ce� type�de�poudre� (Kovac�et�al.,�1988�;�Beguin�et�al.,�

1990�;�Uchida�et�al.,�2004).�
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Ces�résultats�sont�en�accord�avec�les�observations�en�microscopie�électronique�à�transmission�

à� haute� résolution� (METHR)� effectuées� dans� certaines� études� (Herlin�Boime� et� al.,�

2002/2008)�de�caractérisations�physico�chimiques�des�nanoparticules�de�SiC�(Figure�106).��

�

Grains 
de SiC

Couche 
superficielle

�
�

Figure�106�:�Images�METHR�de�nanoparticules�de�SiC���Aspect�général�d’une�poudre�de�SiC�synthétisée�

par�pyrolyse�laser�représentatif�de�la�microstructure�générale�de�ces�particules�(Herlin�Boime�et�al.,�2002)�

�

Herlin�Boime� et� al.� (Herlin�Boime� et� al.,� 2002/2008),� observent� que� les� grains� de� SiC�

apparaissent�entourés�d’une�fine�pellicule�d’environ�2�nm�d’épaisseur�qu’ils�attribuent�à�de�la�

silice.�On�peut�compléter�ces�analyses�en�soulignant�qu’il�s’agit�probablement�parfois�de�silice�

(LP3� et� LP5)� mais� aussi� dans� certains� cas� d’une� couche� d’oxydes� mixtes� à� l’image� des�

nanopoudres�LP1,�LP2�et�LP4.�

�

En�général,�la�surface�des�nanopoudres�est�plus�«�propre�»�que�celles�de�poudres�industrielles�

(Chap� IV,� 2.2.3)� avec� un� faible� taux� d’oxygène� (%O�≤�8%)� sur� les� premiers� nanomètres.�

L’analyse� de� surface� permet� de� mettre� en� évidence� des� nanograins� de� SiC� recouverts�

essentiellement�par�une�phase�d’oxydes�mixtes�(SiOxCy)�et/ou�de�silice�(SiO2).�
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2.2. Activité radicalaire : HO•, COO• - 

L’analyse� des� signaux� RPE� caractérise� la� capacité� des� nanopoudres� de� SiC� à� générer� des�

radicaux�libres�HO•�(Figure�107a)�et�COO•��(Figure�107b)�en�milieu�acellulaire.�

�
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Figure�107�:�Signaux�RPE�obtenus�en�présence�des�nanoparticules�de�SiC�respectivement�(a)�de�l’adduit�

[DMPO�OH]•�et�(b)�de�l’adduit�[DMPO�COO�]•.�L’intensité�du�signal�est�proportionnelle�à�la�quantité�de�

radicaux�libres�générés�respectivement�HO•�et�COO•��

�

A� l’inverse� des� particules� industrielles� de� SiC,� les� nanoparticules� ne� présentent� pas� une�

tendance�générale�pour�la�génération�de�radicaux�libres�(HO•,�COO•�).�
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� Nanoparticules�laser�:�SiC�LP�

Pour�les�radicaux�hydroxyles�(HO•),�on�observe�une�absence�de�signal�pour�les�nanoparticules�

de�SiC�LP1� (échantillon� standard)� ainsi� que� pour� les� échantillons� enrichis� en� carbone� (SiC�

LP2)�et�en�silicium�(SiC�LP3).�Seules�les�nanoparticules�LP4�et�LP5�présentent�des�signaux�

très�significatifs�comparables�à�ceux�des�poudres�industrielles�(ChapIV,�2.3,�Figure�14).�

�

Le�test�avec�les�radicaux�carboxyles�(COO•�),�généralement�plus�sensible,�permet�de�mettre�en�

évidence� une� activité� radicalaire� plus� prononcée.� En� effet,� l’absence� de� signal� pour� les�

nanoparticules�de�SiC�LP1,�contraste�avec�l’activité�radicalaire�marquée�pour�l’ensemble�des�

nanoparticules�(SiC�LP2,�LP3,�LP4,�LP5).�

�

� Nanoparticules�sol:gel�:�SiC�SG�

On�observe�un�signal�nul�pour�l’ensemble�des�radicaux�étudiés�(HO•,�COO•�).�

�

Par�transposition�au�milieu�biologique,�ces�résultats�confirment�la�capacité�des�nanoparticules�

LP4� et� LP5� à� réagir� avec� le� peroxyde� d’hydrogène� (H2O2)� sécrété� par� les� macrophages�

formant�ainsi�des�radicaux�hydroxyles�extrêmement�réactifs.�De�plus,�les�nanoparticules�LP2,�

LP3,� LP4,� LP5� peuvent� réagir� avec� les� protéines� du�milieu� biologique� (groupements�C–H)�

créant�ainsi�des�dommages�cellulaires�et�tissulaires.�

D’un� point� de� vue� physico�chimique,� pour� pouvoir� comparer� les� différents� signaux� et� tenir�

compte� des� caractéristiques� des� nanoparticules� (surface,� masse� de� poudre� utilisée� pour� les�

tests),�il�est�indispensable�de�quantifier�l’activité�radicalaire�(Figure�59).�
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Figure�108�:�Activité�radicalaire�des�nanoparticules�de�SiC�en�milieu�acellulaire�pour�la�génération�des�

radicaux�(a)�HO•�et�(b)�COO•��



Chapitre�VI�:�Nanoparticules�de�SiC� � Najih�Boumahdi�

� 186�

�

On�s’aperçoit�alors�que�des�signaux�RPE�très� intenses�se�situent,�après�quantification,�à�des�

valeurs� faibles� situées� au� niveau� des� témoins� positif� (quartz� DQ12)� et� négatif� (CaSO4)� de�

toxicité�dont�les�signaux�RPE�sont�respectivement�à�peine�détectables,�voire�dans�le�bruit�de�

fond�(Figure�106).�

�

Pour� les� radicaux� HO•,� les� nanoparticules� actives� LP4� et� LP5� présentent� des� activités�

radicalaires�par�unité�de�surface�faibles,�respectivement�20�et�50�nmol/m2.�De�la�même�façon�

pour� le� radical� COO•�,� les� nanoparticules� LP2,� LP3� et� LP4� présentent� un� faible� niveau�

d’activité� radicalaire� (nsCOO•��≈�25�nmol/m2)�qui�contraste�avec�celui�des�nanoparticules�LP5�

(nsCOO•��≈�400�nmol/m2),� soulignant� pour� ces� dernières,� une� forte� capacité� à� rompre� des�

liaisons�C–H.�

�

Avec�les�nanoparticules,�les�résultats�sont�moins�explicites�quant�à�l’implication�du�fer�dans�

les�mécanismes�de�génération�des�radicaux�libres�(Figure�109)�avec�néanmoins�des�résultats�

qui�vont�dans�le�sens�d’une�augmentation�du�signal�avec�la�proportion�en�fer�des�échantillons.�
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Figure�109�:�Influence�des�impuretés�métalliques�de�fer�contenues�dans�les�nanoparticules�de�SiC�sur�

l’activité�radicalaire�(a)�HO•�et�(b)�COO•��

�

On� observe� également� un� possible� effet� de� surface� (Figure� 61),� avec� une� diminution� de�

l’activité�radicalaire�en�fonction�de�la�surface�(ChapIV�et�V).�

�
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Figure�110�:�Influence�de�la�surface�des�nanoparticules�de�SiC�sur�l’activité�radicalaire�(a)�HO•�et�(b)�

COO•��

�

Néanmoins,� il� convient� de� rester� prudent� dans� l’interprétation� des� données� car� la� nature�

physico�chimique�des�particules�étudiées�est�différente�d’une�poudre�à�une�autre.�

�

Les�nanoparticules�ne�présentent�pas�un�signal�caractéristique�global.�Quelque�soit�le�radical�

considéré� (HO•,�COO•�),� on� observe� une� activité� nulle� pour� les� nanopoudres� élaborées� par�

voie� laser� (SiC� LP1)� et� sol�gel� (SiC� SG).� Les� nanoparticules� LP2,� LP3,� dont� l’activité� est�

nulle� pour�HO•,� présentent� un� signal�RPE� significatif� pour� les� radicaux�COO•�� qui� semble�

mettre�en�évidence�le�possible�rôle�des�phases�excédentaires�de�silicium�et�de�carbone�pour�ce�

test.� Les� nanopoudres� LP4� et� LP5,� contenant� des� particules� plus� grossières� (Sp�≈�33� et�

52�m2/g)�présentent�dans�les�deux�cas�un�signal�RPE�marqué.�

�

De�façon�quantitative,�l’activité�radicalaire�des�nanoparticules�reste�très�inférieure�à�celle�des�

particules� industrielles� de� SiC,� proche� des� témoins� négatif� et� positif� de� toxicité.� Seule� la�

nanopoudre� LP5� génère� une� quantité� importante� de� radicaux� libres� par� unité� de� surface�

(nsCOO•��≈�400�nmol/m2).��
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3. Activité biologique 

L’activité�biologique�des�nanoparticules�de�SiC�est�évaluée�sur�des�macrophages�en�culture.�

Connaissant�les�propriétés�des�nanoparticules�à�s’agglomérer�en�milieu�aqueux�(Bouclé�et�al.,�

2005),�on�peut�parfois�observer�dans�le�milieu�biologique�des�agglomérats�de�tailles�visibles�

en�microscopie�optique�(Figure�89).�

�
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Figure�111�:�Images�en�microscopie�optique�(�������	�
��
���)���(a�et�b)�Aspect�du�fond�d’un�puits�de�

culture�après�24h�de�contact�entre�les�macrophages�(RAW�264.7)�et�les�nanoparticules�SG.�(c)�

Visualisation�du�phénomène�d’agglomération�de�nanoparticules�en�milieu�biologique�(SiC�LP1)�

�

Bien� que� certaines� études� utilisent� des� dispersants� et� techniques� de� dispersions� appropriées�

(Brown�et�al.,�2004a/b�;�Kagan�et� al.,�2006�;�Powers�et� al.,�2007�;�Porter�et� al.,�2008),�nous�

faisons� le� choix� dans� cette� étude,� conformément� à� notre� démarche� théorique,� d’évaluer� la�

toxicité�de�particules� inhalées�dans�un�environnement�de� travail,�censées� se�déposer�dans� la�

cavité� alvéolaire� dans� des� conditions� proches� de� la� réalité.�De� fait,� on� procédera� suivant� le�

même�protocole�opératoire�que�pour�les�particules�industrielles.�
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3.1. Evaluation de la réponse cellulaire (TNF- α, LDH et H 2O2) 

�

� Etat�d’inflammation�:�TNF:α�

Les� résultats� du� dosage� du� TNF�α� (Figure� 90)� nous� permettent� d’évaluer� l’activité�

inflammatoire�des�macrophages�après�24�heures�de�contact�avec�les�nanoparticules.�
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Figure�112�:�Etat�d’inflammation�(TNF�α)�des�macrophages�alvéolaires�après�24h�de�contact�avec�les�

nanoparticules�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP1�à�LP5)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

Les� nanoparticules� LP1,� LP2� et� LP3� présentent� une� activité� inflammatoire� nulle� avec� des�

valeurs�voisines�de�celles�du�témoin�négatif�de�toxicité.�L’activité�inflammatoire�est�modérée�

pour� les� nanoparticules� LP4� et� LP5� avec� des� valeurs� comprises� entre� celles� des� témoins�

négatif�et�positif�de�toxicité,�voisines�de�celles�observées�avec�les�particules�industrielles.�

La� poudre� de� SiC� SG� obtenue� par� voie� sol�gel� présente� une� activité� très� significative�

comparable� à� celle� du� témoin� positif� de� toxicité� (Quartz� DQ12)� et� qui� suggère� que� ces�

nanoparticules�sont�très�actives�sur�le�paramètre�de�l’inflammation.�

�

�
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� Endommagement�et�mort�cellulaire�:�LDH�

Les�résultats�de�l’endommagement�et�mort�cellulaire�provoqués�par�les�nanoparticules�de�SiC�

(Figure�91)�permettent�de�conclure�à�une�absence�de�cytotoxicité.�
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Figure�113�:�Endommagement�et�mort�cellulaire�(LDH)�des�macrophages�alvéolaires�après�24h�de�contact�

avec�les�nanoparticules�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP1�à�LP5)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

Comme� nous� pouvons� le� constater,� l’ensemble� des� valeurs� se� situe� au� niveau� du� témoin�

négatif� de� toxicité� et� des� cellules� sans� particule� (%LDHRelarguée�≤�30%),� bien� en� dessous� du�

témoin�positif�de�toxicité�(%LDHRelarguée�≈�50%).�Ces�résultats�confirment�que�l’ensemble�des�

nanoparticules,�comme�les�particules� industrielles�de�SiC,�ne�sont�pas�cytotoxiques�pour� les�

macrophages.�

�

Par� ailleurs,� l’expression� des� résultats� en� fonction� de� la� surface� des� nanoparticules� (cf.�

Annexe� I)� ne�met� pas� en� évidence� l’implication� de� ce� paramètre� dans� la� réponse� cellulaire�

pour�l’état�inflammatoire�et�la�mort�cellulaire�(TNF�α,�LDH).�

�

�
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� Stress�oxydant�:�H2O2�

La�quantité�de�H2O2�produite�par�les�cellules�en�milieu�extracellulaire�est�proportionnelle�au�

stress�oxydant�provoqué�par�les�nanoparticules�de�SiC�sur�les�macrophages.��

�

� Stress� oxydant� aigu� (ROS)�:� A� court� terme� (90� minutes),� les� cellules� présentent� des�

signaux�différents�suivant�les�nanoparticules�considérées�(Figure�92).�
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Figure�114�:�Stress�oxydant�aigu�(ROS)�des�macrophages�alvéolaires�après�90�minutes�de�contact�avec�les�

nanoparticules�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP1�à�LP5)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

Le� stress� oxydant� à� court� terme� semble� modéré� pour� les� nanoparticules� LP1,� LP2� et� LP3�

(50�nmol/106�MA�≤�nH2O2�≤�70�nmol/106�MA)� alors� qu’il� semble� plus� marqué� pour� LP4�

(nH2O2�≤�140�nmol/106�MA).�Le�signal�devient�très�significatif�pour�les�nanoparticules�LP5�et�

SG� atteignant� des� valeurs� élevées� (nH2O2�≈�200�nmol/106�MA).� On� peut� également�

remarquer,�à� l’inverse�de�nos�précédents�résultats,�une�«�cassure�»�à�partir�de�60�_g/106�MA�

qui� suggère� un� possible� effet� de� seuil� au�delà� duquel� le� phénomène� d’agglomération� peut�

devenir�prépondérant.�Néanmoins,�ce�dernier�semble�négligeable�à�long�terme�(Figure�93).�
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� Stress�oxydant�chronique�(TOX)�:�Après�24�heures�de�contact�avec�les�nanoparticules,�les�

cellules�présentent�en�général�un�stress�oxydant�très�significatif�(Figure�93).�
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Figure�115�:�Stress�oxydant�chronique�(TOX)�des�macrophages�alvéolaires�après�24h�de�contact�avec�les�

nanoparticules�de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP1�à�LP5)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

A�long�terme,�les�différences�s’exacerbent�avec�des�niveaux�très�marqués�pour�l’ensemble�des�

nanoparticules.�On�note�un�niveau�très�significatif�pour�les�nanoparticules�LP1,�LP2,�LP4�et�

SG� (≈�250%)� comparable� au� niveau� des� particules� industrielles� les� plus� actives�

biologiquement�(SiC�A2)�(Chap�IV,�3.3).�Certaines�nanopoudres�(LP3,�LP5)�présentent�même�

une�activité�supérieure�pouvant�atteindre�de�fortes�valeurs�(≈�600�%).�

�

�

�

�

�

�
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Par� ailleurs,� l’implication� du� paramètre� de� surface� semble� ici� moins� évidente� avec� les�

nanoparticules�de�SiC�(Figure�94).�
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Figure�116�:�Influence�de�la�surface�des�particules�sur�le�stress�oxydant�chronique�pour�les�nanoparticules�

de�SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP1�à�LP5)�et�par�voie�sol�gel�(SiC�SG)�

�

Ainsi,� compte� tenu� des� surfaces� mises� en� jeu,� il� se� peut� que� d’autres� mécanismes�

interviennent�lors�de�l’interaction�cellule/particule.�Nous�pouvons�par�exemple�citer�:�

(i)�la�nature�de�la�couche�en�surface�des�grains�de�SiC�qui�semble�correspondre�à�une�phase�

d’oxydes�mixtes�(SiOxCy).�Celle�ci�peut�modifier�fondamentalement�la�nature�des�interactions�

particule/milieu�et�particule/cellules�;�

(ii)�la�proportion�d’oxygène�sur�les�premières�couches�atomiques�en�surface�des�grains�de�SiC�

avec�une� activité� très� significative�pour� les�nanoparticules�LP3� et�LP5�dont� les�proportions�

d’oxygène�sont�plus�importantes�(%O�≥�8%).�

�

3.2. Activité biologique globale 

Après� avoir� étudié� sélectivement� des� domaines� distincts� de� l’activité� biologique,� nous�

pouvons� exprimer� nos� résultats� dans� le� modèle� vecteur� en� reportant� sur� les� 4� axes� les�

paramètres�des�domaines�de�l’activité�biologique�étudiés�en�milieu�cellulaire� (TNF�α,�LDH,�

ROS�et�TOX).�

�
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Figure�117�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�nanoparticules�de�SiC�LP1�et�LP2�synthétisées�

par�pyrolyse�laser�par�suivi�de�l’évolution�du�quadrilatère�par�rapport�au�témoin�négatif�(rouge)�et�positif�

(noir)�de�toxicité��
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Figure�118�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�nanoparticules�de�SiC�LP3�et�LP4�synthétisées�

par�pyrolyse�laser�par�suivi�de�l’évolution�du�quadrilatère�par�rapport�au�témoin�négatif�(rouge)�et�positif�

(noir)�de�toxicité�
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Figure�119�:�Evolution�de�l’activité�biologique�globale�de�nanoparticules�de�SiC�LP5�et�SG�synthétisées�

respectivement�par�pyrolyse�laser�et�par�voie�sol�gel�par�suivi�de�l’évolution�du�quadrilatère�par�rapport�

au�témoin�négatif�(rouge)�et�positif�(noir)�de�toxicité��
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L’évolution� de� l’activité� biologique� globale� permet� de� mettre� en� évidence� des� différences�

visuelles� entre� les� échantillons� étudiés� (Figure� 95,� Figure� 96,� Figure� 97).� Les� nanopoudres�

LP1,� LP2� et� LP4� ont� une� même� activité� biologique� significative� contrairement� aux� autres�

nanoparticules�(LP3,�LP5)�dont� l’activité�biologique�est�encore�plus�marquée�avec�une�forte�

déformation�des�quadrilatères�sur�l’axe�horizontale�du�stress�oxydant�(ROS,�TOX).�

Les� nanoparticules� de� SiC� synthétisées� par� voie� sol�gel� présentent� un� signal� intermédiaire�

caractérisé�par�une�forte�augmentation�de�l’état�inflammatoire.�

�

Globalement,�les�nanoparticules�semblent�présenter�une�activité�biologique�bien�supérieure�à�

celle�des�poudres�industrielles�de�SiC�avec�une�action�prépondérante�sur�le�stress�oxydant.�
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4. Synthèse 

Les� échantillons� de� SiC� sont� principalement� caractérisés� par� des� particules� de� tailles�

nanométriques,� avec� des� surfaces� spécifiques� élevées� (Sp�≥�100�m2/g)� et� une� morphologie�

sphérique�caractéristique�de�ces�voies�de�synthèse.�La�structure�cristalline�est�essentiellement�

cubique�(SiC�3C)�avec�des�tailles�de�cristallites�de�3�à�5�nm�en�accord�avec�les�observations�

effectuées�dans�d’autres� études� (Herlin�Boime�et�al.,�2002�;�Boucle�et� al.,�2005).�Seules� les�

particules�LP4�et�LP5�sont�plus�grossières� (Sp�≤�50�m2/g)�et�contiennent�quelques�particules�

de�taille�importante�(1�à�2�_m)�de�morphologie�comparable�à�celle�des�particules�industrielles�

fines� (A2� et�A5).� LP1� est� la� seule� poudre� stœchiométrique� (C/Si�=�1)� contrairement� à� LP2�

enrichie� en� carbone� (C/Si�≈�1,21)� et� les� autres� nanoparticules� (LP3,� LP4,� LP5� et� SG)� qui�

présentent�un�excès�de�silicium�(C/Si�≤�0,9).�L’état�de�surface�révèle�un�faible�taux�d’oxygène�

sur�les�premières�couches�atomiques�(%O�≤�8%).�Sur�la�base�des�clichés�METHR,�une�fine�de�

couche� de� silice� (e�<�2�nm)� (Herlin�Boime� et� al.,� 2002)� semble� recouvrir� les� grains�mais� il�

semble,�selon�nos�observations,�que�cette�couche�s’apparente�plus�à�une�phase�d’oxycarbure�

de�silicium�(SiOxCy),�principalement�pour�LP1,�LP2�et�LP4.�Seules�les�particules�de�SiC�LP3�

et�LP5�présentent�la�composante�attribuée�à�la�silice�(liaison�Si–O2)�;�ces�dernières�contenant�

une�quantité�plus�importante�d’oxygène�(%O�≥�10%).�

�

L’activité� radicalaire� des� nanoparticules� ne� présente� pas� une� tendance� générale� claire.� En�

effet,�on�observe�une�activité�nulle�pour� les�nanopoudres� standards�élaborées�par�voie� laser�

(SiC�LP1)� et� sol�gel� (SiC� SG).� Les� nanoparticules� LP2,� LP3,� dont� l’activité� est� nulle� pour�

HO•,�présentent�un�signal�RPE�significatif�pour�les�radicaux�COO•�.�Seules�les�nanopoudres�

LP4�et�LP5,�contenant�des�particules�plus�grossières�(Sp�≤�50�m2/g)�présentent�dans�les�deux�

cas�un�signal�RPE�marqué.�

A� l’exception� de� la� nanopoudre�LP5�qui� génère� une� quantité� importante� de� radicaux� libres�

(nsCOO•��≈�400�nmol/m2),� la� quantification� de� l’activité� radicalaire� par� unité� de� surface� des�

nanoparticules� reste� très� inférieure� à� celle� des� particules� industrielles� de� SiC,� proche� des�

témoins�négatif�et�positif�de� toxicité.�L’analyse�des� résultats�semble�confirmer� l’implication�

de�la�surface�dans�les�mécanismes�de�génération�des�radicaux�libres�HO•�et�COO•�.�

�

�

�
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Les� résultats� de� l’activité� biologique� montrent� que� les� nanoparticules� ont� une� activité�

inflammatoire� nulle� (LP1,� LP2� et� LP3)� ou� modérée� (LP4� et� LP5).� La� poudre� de� SiC� SG�

présente,� quant� à� elle,� une� activité� très� significative� suggérant� une� forte� activité� de� ces�

particules� sur� l’état� d’inflammation� (TNF�α).�A� l’image� des� particules� industrielles� de�SiC,�

l’ensemble�des�nanoparticules�n’est�pas�cytotoxique�pour�les�macrophages.�A�court�terme,�le�

stress�oxydant� semble�modéré� (LP1,�LP2,�LP3�et�LP4)�mais�peut� atteindre�des�valeurs� très�

significatives� (LP5� et� SG� avec� nH2O2�≈�200�nmol/106�MA).� Ces� différences� s’exacerbent� à�

long� terme� (24� heures� d’interaction),� avec� des� niveaux� très� marqués� pour� l’ensemble� des�

nanoparticules�LP1,�LP2,�LP3,�LP4�et�SG�(≈�250%).�L’activité�devient�très�significative�pour�

les�nanoparticules�LP3�et�LP5�(≈�600�%)�suggérant�un�stress�cellulaire�conséquent.�

�

Le�niveau�de� l’activité�biologique�globale�est�significatif�pour� les�nanopoudres�LP1,�LP2�et�

LP4.�Ce�niveau�devient�très�marqué�pour�les�nanoparticules�LP3,�LP5�et�SG.�L’ensemble�de�

ces� observations� conduit� à� considérer� les� nanoparticules� de� SiC� comme� biologiquement�

actives�avec�une�action�prépondérante�sur�le�stress�oxydant.�

�

Ces�résultats�semblent�traduire�une�modification�de�la�nature�des�interactions�particule/cellule.�

La�phagocytose�n’est�plus�forcément�le�paramètre�caractéristique�de�cette�interaction�(Brown�

et�al.,�2007),�puisque�de�par� leur� faible� taille,� les�nanoparticules�peuvent�pénétrer� la�cellule�

sans�déclencher�le�mécanisme�de�phagocytose�(Hoffman�et�al.,�2003)�ayant�de�fait�un�impact�

sur� la� réponse� cellulaire� (Raymond� et� al.,� 2008).� Néanmoins,� il� demeure� difficile� de�

clairement�identifier�les�caractéristiques�structurales�des�poudres�(taille,�surface,�morphologie,�

état�de�surface,�cristallinité,�etc.)�qui�interviennent�directement�dans�la�réponse�cellulaire.�

�
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5. Conclusion 

Ainsi,� l’étude� des� nanoparticules� permet� d’estimer� à� titre� préventif� l’activité� biologique� de�

nanopoudres�synthétisées�par�voie�laser�et�par�voie�sol�gel�(Tableau�20).�

�

� Paramètres� SiC�LP1� SiC�LP2� SiC�LP3� SiC�LP4� SiC�LP5� SiC�SG�

Etat�d’inflammation� TNF�α� —� —� —� +� +� ++�

Mort�cellulaire� LDH� —� —� —� —� —� —�

Stress�oxydant� H2O2�(ROS,�TOX)� +++� +++� ++++� +++� ++++� +++�
�

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif
�

�

Tableau�20�:�Résumé�de�l’activité�biologique�globale�des�nanoparticules�de�SiC�

�

Les� résultats� permettent� de� souligner� une� activité� biologique� très� significative� sur� le� stress�

oxydant� des� macrophages� pour� l’ensemble� des� nanoparticules.� De� manière� plus� générale,�

l’activité�biologique�globale�est�au�minimum�comparable�à�celle�du�témoin�positif�de�toxicité�

connu�pour�sa�toxicité�(IARC,�1997).�

�

Bien� que� ces� particules� ne� déclenchent� pas� systématiquement� un� signal� RPE,� il� semble�

qu’elles�puissent�être�capables�de�participer�à�la�génération�des�radicaux�hydroxyles�(LP4�et�

LP5)�et�carboxyles�(LP2,�LP3,�LP4,�LP5).�A�l’exception�de�LP5�sur�le�radical�carboxyle,�les�

activités�radicalaires�par�unité�de�surface�restent�très�faibles�à�des�valeurs�bien�en�dessous�de�

celles�observées�avec�les�particules�industrielles.�

�

En� termes�de�perspective,� la� caractérisation�de� la�couche�de� surface� (cristallinité,� nature)� et�

l’étude�plus�exhaustive�du�stress�oxydant�(ROS�et�RNS),�domaine�clef�de�la�réponse�cellulaire�

pour� le� SiC,� peut� nous� permettre� de� confirmer� et� de� mieux� comprendre� l’impact� des�

nanoparticules�de�SiC�sur�la�réponse�cellulaire.�Ces�conclusions�sont�censées�nous�permettre�

d’aborder�plus�sereinement�le�développement�à�grande�échelle�des�nanoparticules�de�SiC.�
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L’étude� de� l’activité� biologique� de� particules� minérales� nécessite� une� approche�

pluridisciplinaire.�Dans�un�premier�temps,�ce�travail�a�été�abordé�d’un�point�de�vue�physico�

chimie.� Cela� a� permis� de� caractériser� de� manière� approfondie� l’ensemble� des� particules�

étudiées�et�d’en� identifier� les�principales�caractéristiques.�Dans�un�second� temps,� l’attention�

s’est�portée�sur�la�culture�cellulaire�et�la�mise�en�place�des�tests�biologiques�afin�de�disposer�

d’un�outil�d’évaluation�de�l’activité�biologique�des�particules�sur�des�macrophages�de�lignée.�

Enfin,� les�deux�approches�ont�été�combinées�permettant� l’étude�de� l’évaluation�de� l’activité�

biologique�au�regard�des�caractéristiques�physico�chimiques�de�ces�particules.�

�

L’étude�de�l’activité�biologique�de�particules�minérales�a�été�appliquée�au�cas�particulier�du�

carbure� de� silicium� (SiC).� L’activité� biologique� de� poudres� de� SiC,� synthétisées� par�

différentes� méthodes� (procédé� Acheson,� pyrolyse� laser� et� sol�gel),� a� été� évaluée� sur� des�

macrophages�de�lignée�en�étudiant�différents�domaines�de�la�réponse�cellulaire�(Figure�120).�

�

Etat d’inflammation

Sécrétion de Cytokines 
pro-inflammatoires :  

TNF-α

Endommagement 
et mort cellulaire

Relargage d’enzymes 
cytoplasmiques : LDH

Stress oxydant

Production de ROS : 
H2O2, HO•, COO•-

�
�

Figure�120�:�Principe�de�l’évaluation�de�l’activité�biologique�de�particules�de�SiC�sur�des�macrophages�

�
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�

� Caractéristiques�physico:chimiques�

Les� principales� caractéristiques� physico�chimiques� des� particules� (taille,� surface,�

morphologie,�composition�chimique,�état�de�surface�et�activité�radicalaire)�ont�été�déterminées�

à� l’aide� de� différentes� techniques� analytiques�(Granulométrie� laser,� BET,� observations� au�

MEB�FEG,�DRX,�ICP,�LECO,�Fluorescence�X,�XPS�et�RPE)�(Tableau�21).�

�

� PARTICULES�INDUSTRIELLES�DE�SiC� NANOPARTICULES�DE�SiC�

Taille�et�

surface�

Echantillons�polydisperses�(D<10_m),�surface�

spécifiques�faibles�(Sp�≤�10m2/g)�

Nanoparticules�(D<100�nm)�de�surfaces�élevées�

(30m2/g�≤�Sp�≤�140m2/g)�

Morphologie�

Irrégulière�:�aspect�de�surface�lisse,�particules�

nanométriques�et�submicroniques�fixées�sur�des�

particules�plus�larges��

Sphérique�

Structure�

cristalline��

��Phase�majoritaire�:�SiC�α�(6H)�

��Impuretés�:�SiC�4H�et�SiC�15R�(<10%),�traces�de�

SiO2,�Si,�C�(<1�2%)�

��Phase�majoritaire�:�SiC�β�(3C)�

��Impuretés�:�SiC�6H�(<10%),�traces�de�Si�(<1�

2%)�

Impuretés�

��Métalliques�(Fe,�Al)�:�1350�ppm�≤�%Fe�≤�2400�ppm�

et�300�ppm�≤�%Al�≤�750�ppm�

��Oxygène�:�(%�O�≤�1%)�

��Carbone�libre�:�(%�C�≤�1,3%)�

��Métalliques�(Fe,�Al)�:�%Fe�≤�600�ppm�et�

%Al�≤�400�ppm�

��Oxygène�:�(%�O�≤�4,6%)�

Etat�de�surface�

Grains�de�SiC�recouverts�par�une�couche�de�silice�

(%O�≈�20%)�avec�des�impuretés�de�surface�(C–C,�C–

O,�C=O,�Si–Si)�

Grains�de�SiC�recouverts�par�une�couche�de�

d’oxydes�mixtes�et/ou�de�silice�(%O�≈�8%)�avec�

des�impuretés�de�surface�(C–C,�C–O,�C=O)�

�

Tableau�21�:�Principales�caractéristiques�des�particules�de�SiC�

�

Par�ailleurs,� l’utilisation�de�traitements� thermiques�oxydants�a�permis�de�modifier� la�surface�

des�particules�de�SiC�en�agissant�directement�sur�la�couche�de�silice�protectrice�(nature,�état�

de�cristallinité,�etc.).�Les�résultats�ont�permis�d’observer�une�augmentation�de�l’épaisseur�de�

la�couche�de�silice�et�de� l’oxygène�sur� les�premiers�nanomètres�dès� les�basses� températures�

(T�≤�850°C).� A� haute� température� (T�=�1400°C),� cette� couche� de� silice� cristallise� en�

cristobalite�s’accompagnant�de�changements�morphologiques�importants.�

�

�

�

�

�
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�

� Activité�radicalaire�

La�capacité�des�particules�à�rompre�des�liaisons�et�à�générer�des�radicaux�libres�extrêmement�

réactifs� (HO•,�COO•�)� est� un� paramètre� fondamental� de� l’étude� de� l’activité� biologique� des�

particules.� En� effet,� par� transposition� au� milieu� biologique,� ces� radicaux� peuvent� être� à�

l'origine� de� dommages� cellulaires� irréversibles� par� réaction� avec� les� composants� cellulaires�

(lipides,�protéines,�ADN,…)�(Rahman�et�al.,�2002�;�Governa�et�al.�2005�;�Lin�et�al.,�2006).�

�

Dans� notre� étude,� l’activité� radicalaire� des� particules� industrielles� de� SiC� se� manifeste�

systématiquement� par� des� signaux� RPE� significatifs� à� l’inverse� des� nanoparticules� de� SiC�

dont� la� tendance� est� plus� mitigée.� De� plus,� les� résultats� ont� montré� que� les� activités�

radicalaires�par�unité�de�surface�des�particules�industrielles�sont�très�élevées�par�rapport�aux�

valeurs�très�faibles�enregistrées�avec�les�nanoparticules.�

Les� résultats� obtenus� pour� les� poudres� industrielles� oxydées� montrent� une� diminution� du�

signal�par� rapport�aux�poudres�non�oxydées.�Cependant,�ces� résultats�exprimés�par�unité�de�

surface� ont� souligné� une� forte� activité� radicalaire� pour� les� poudres� oxydées� à� haute�

température,�caractérisées�par�une�faible�surface�spécifique.�

�

L’exploitation�des�résultats�semble�mettre�en�évidence�l’implication�du�fer�(Fubini,�2007)�et�

de� la� surface� dans� les� mécanismes� de� génération� des� radicaux� libres� (HO•,� COO•�).�

Néanmoins,� un� travail� de� fond� reste� nécessaire� pour�mieux� appréhender� ces�mécanismes� et�

identifier�les�paramètres�principaux�mis�en�jeu.�

�

L’ensemble�de�ces�effets�contribue�à�l’entretien�de�la�réponse�cellulaire,�à�des�modifications�

morphologiques�des�cellules�et�à�des�lésions�des�tissus.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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� Activité�biologique�

L’activité�biologique�de�chaque�poudre�a�été�évaluée�In�Vitro�sur�des�macrophages�alvéolaires�

en� testant� différents� domaines� de� l’activité� biologique�:� l’état� d’inflammation� (TNF�α),�

l’endommagement�et�la�mort�cellulaire�(LDH)�et�le�stress�oxydant�(H2O2)�(Tableau�22).�

�

Les�résultats�ont�montrés�une�activité�biologique�modérée�(A1,�A4)�voire�significative�(A2�et�

A5)� pour� les� particules� industrielles� de� SiC.� Celle�ci� est� significative� pour� l’ensemble� des�

nanoparticules� (LP1,� LP2,� LP3,� LP4,� LP5� et� SG)� avec� une� action� prononcée� sur� le� stress�

oxydant�des�macrophages.�

�

On�note�une�augmentation�de�la�réponse�cellulaire�lorsque�:�

�� les�particules� contiennent�des� impuretés�de� silice� et/ou� carbone� (SiO2,�C)�dans� la� fraction�

alvéolaire�inhalée�(TNF�α�pour�SiC�A3)�;�

��la�surface�des�poudres�est�modifiée�par�un�traitement�thermique�oxydant�à�basse�température�

(TNF�α,�LDH).�

�

Bien� évidemment,� tous� ces� facteurs� sont� étroitement� liés� et� agissent� en� interaction.� Les�

résultats�ont�montré�qu’il�peut�y�avoir�une�augmentation�de�l’intensité�de�la�réponse�cellulaire�

sur�certains�paramètres�avec�une�diminution�sur�d’autres.�C’est�pourquoi� la�présentation�des�

résultats� sur� la� base� du� modèle� vecteur� permet� de� mieux� rendre� compte� de� l’évolution� de�

l’activité�biologique�globale�des�particules.�

�

�
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�

PARTICULES�INDUSTRIELLES�DE�SiC�

Domaine�de�la�

réponse�cellulaire�
Paramètres� SiC�A1� SiC�A2� SiC�A3� SiC�A4� SiC�A5�

�
� � �

�

Etat�d’inflammation� TNF�α� +� +� +++� +� +� � � � � �

Mort�cellulaire� LDH� —� —� —� —� —� � � � � �

Stress�oxydant� H2O2�(ROS,�TOX)� ++� +++� ++� ++� +++� � � � � �

PARTICULES�MODIFIEES�PAR�TRAITEMENT�THERMIQUE�OXYDANT�

Domaine�de�la�

réponse�cellulaire�
Paramètres� SiC�A1�

SiC�A1�����

650�

SiC�A1�

750�

SiC�A1�

850�

SiC�A1�

1400�
SiC�A2�

SiC�A2�

650�

SiC�A2�

750�

SiC�A2�

850�

SiC�A2�

1400�

Etat�d’inflammation� TNF�α� +� +� +� +� —� +� +++� +++� +++� —�

Mort�cellulaire� LDH� —� —� —� —� —� —� ++� ++� ++� ++�

Stress�oxydant� H2O2�(ROS,�TOX)� ++� ++� ++� ++� ++� +++� +++� ++� ++� ++�

NANOPARTICULES�DE�SiC�

Domaine�de�la�

réponse�cellulaire�
Paramètres� SiC�LP1� SiC�LP2� SiC�LP3� SiC�LP4� SiC�LP5� SiC�SG� � � � �

Etat�d’inflammation� TNF�α� —� —� —� +� +� ++� � � � �

Mort�cellulaire� LDH� —� —� —� —� —� —� � � � �

Stress�oxydant� H2O2�(ROS,�TOX)� +++� +++� ++++� +++� ++++� +++� � � � �

�

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif

–
+
++

Nul
Modéré
Significatif

Nomenclature

+++ Très significatif

++++ Extrêmement significatif
�

�

Tableau�22�:�Activité�biologique�globale�des�particules�de�SiC
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�

L’originalité�de�cette�étude�tient�à�la�façon�d’aborder�le�problème�de�l’activité�biologique�sous�

les�deux�aspects�qui�contrastent�avec� les�études�actuellement� réalisées�sur� les�particules.�Ce�

travail�est�l’un�des�premiers�à�conjuguer�une�approche�pluridisciplinaire�au�sein�d’une�même�

équipe�pour�évaluer� l’activité�biologique�de�particules�minérales.�De� fait,� il�ouvre� la�voie� à�

plusieurs�perspectives.�

�

Premièrement,� l’étude� RPE� des� radicaux� libres,� méthode� d’évaluation� de� la� capacité� des�

poudres� à� générer� des� radicaux� libres,� peut� s’élargir� à� d’autres� paramètres� (radicaux�

superoxyde�(O2•
�),�peroxydation� lipidique,�etc.)�afin�de�constituer�une�étude�plus�exhaustive�

de� l’activité� radicalaire� à� l’image� des� travaux� réalisés� sur� des� particules� de� silice� et� des�

nanoparticules�de�carbone�(Kagan�et�al.,�2006�;�Fenoglio�et�al.,�2006).�

�

Deuxièmement,� il� semble� important� d’approfondir� les� connaissances� dans� le� domaine� de�

l’interaction� particule/cellule� dont� la� phagocytose� est� un� des� principaux�mécanismes� (Chap�

II).� La� quantification� de� l’activité� phagocytaire� (quantification� et� cinétique,�mécanismes� de�

traversée�de� la�membrane� cytoplasmique,� etc.)� peut�permettre�une�meilleure� corrélation�des�

résultats�des�tests�In�Vitro.�D’autre�part,�il�convient�de�poursuivre�le�travail�de�recherche�sur�

les�principaux�paramètres�clefs�de�la�réponse�cellulaire�(génotoxicité,�cytokines,�RNS,�ROS,�

facteurs�de�croissance,�etc.)�et�de�diversifier�les�types�cellulaires�étudiés,�à�savoir�leur�nature�

(épithéliale,� etc.)� et� leur� origine� (animale,� humaine).� Ces� mesures� permettraient� une�

évaluation�plus�fiable�de�l’activité�biologique�globale�des�particules�minérales�étudiées.�

�

Enfin,� il� serait� intéressant� d’étudier� le� domaine� spécifique� de� l’interaction� particule/milieu�

afin�de�mieux�interpréter� le�comportement�des�particules�en�milieu�biologique�:�hydrophilie,�

pH,�adsorption�sur�les�particules�(protéines,�cytokines,�surfactant),�etc.�

�

Ce� type� d’étude� doit� ainsi� fournir� des� réponses� aux� attentes� des� industriels� et� des� autorités�

publiques� sur� la� compréhension� des� mécanismes� d’actions� de� l’activité� biologique� de�

particules�minérales�afin�de�prendre�des�mesures�liées�à�leur�utilisation.�
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AAANNNNNNEEEXXXEEE   AAA   :::   LLLAAA   CCCEEELLLLLLUUULLLEEE   

�

La� figure� suivante� représente� une� cellule� eucaryote� («�noyau� vrai�»),� c'est�à�dire� que� son�

matériel� génétique� est� enfermé�dans�un�noyau�délimité�par� la�membrane�nucléaire.�Elle� est�

entourée,�à�l'extérieur,�par�la�membrane�plasmique.�

L'intérieur� de� la� cellule� est� occupé� par� un� milieu� aqueux� appelé� cytoplasme,� dans� lequel�

baignent�divers�organites,�responsables�des�différentes�activités�cellulaires.�Les�mitochondries�

produisent,� grâce� à� la� respiration� cellulaire,� l'énergie� nécessaire� à� la� cellule.� Le� réticulum�

endoplasmique�est� impliqué�dans� la� fabrication�et� la�maturation�des�protéines.�L'appareil�de�

Golgi�assure�les�dernières�transformations�des�protéines,�ainsi�que�leur�tri�en�fonction�de�leur�

destination� (protéines� de� la�membrane,� protéines� sécrétées,� etc.).�Les� lysosomes� renferment�

un� grand� nombre� d'enzymes� variées�;� ils� ont� pour� rôle� la� dégradation� de� grosses�molécules�

(glucides,� lipides,� protéines)� en� éléments� plus� simples.� Les� centrioles� sont� des� éléments� du�

squelette�de�la�cellule�(cytosquelette),�un�ensemble�de�protéines�qui�assurent�le�maintien�de�sa�

forme�et�ses�éventuels�mouvements.�

�
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Membrane�nucléaire

Noyau
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AAANNNNNNEEEXXXEEE   BBB   :::   LLLAAA   DDDIIIAAAPPPÉÉÉDDDÈÈÈSSSEEE   

�

La�diapédèse�est�un�mécanisme�de�traversée�des�barrières�endothéliales�par�les�cellules�pour�

rejoindre�le�lieu�de�l’inflammation.�La�traversée�s'effectue�dans�les�jonctions�intercellulaires;�

elle�est�contrôlée�par�des�récepteurs�sur�les�endothéliums,�et�augmentée�en�cas�d'inflammation�

(chimiotactisme� et� relâchement� des� jonctions).� Ce� mécanisme� assure� les� passages� des�

leucocytes�entre�le�sang�et�les�tissus.�

�

Récepteurs�de�
cytokines,�chimiokines

Vaisseau�sanguin

Système�de�fixation chimiokines

Adhésion des cellules aux cellules de la paroi des vaisseaux 
sanguins en suivant le signal de l’inflammation (chimiokine)

Migration des cellules pour rejoindre le tissu infecté (PMN et 
différenciation en macrophage pour les monocytes sanguins) 

Lumière�alvéolaire

Leukocytes

�
�
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AAANNNNNNEEEXXXEEE   CCC   :::   DDDIIIFFFFFFÉÉÉRRREEENNNCCCEEESSS   EEENNNTTTRRREEE   PPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   FFFIIINNNEEESSS   EEETTT   

NNNAAANNNOOOMMMÉÉÉTTTRRRIIIQQQUUUEEESSS   

(Hervé�Bazin,�2007)�

�

Le� tableau�suivant� rassemble� les�principales�différences�et/ou�caractéristiques�des�particules�

nanométriques�(ultrafines)�par�rapport�aux�particules�microniques�d’un�même�matériau.�

�

ASPECTS�TOXICOCINETIQUES�

��Possibilités�de�pénétration�cutanée�

��Le�dépôt�des�PUF�dans�les�voies�respiratoires�est�supérieur�à�

celui�des�particules�de�plus�grande�taille�

��Pénétration�du�tissu�pulmonaire�(interstitialisation)�

��Phagocytose�par�des�cellules�de�l’épithélium�respiratoire�

��Pénétration�par�les�voies�nerveuses�(nerfs,�olfactifs,�rigéminé)�

��Pénétration�dans�différents�types�de�cellules�

��Distribution�possible�dans�tous�l’organisme�(voies�lymphatique,�

sanguine,�nerveuse,�paracellulaire…)�

��Pénétration�par�voie�digestive�

EFFETS�LOCAUX�

Dans�les�cellules�

Perturbation�du�réseau�microtubulaire�

Localisations�mitochondriales�

Localisation�dans�le�noyau�cellulaire�

�

Dans�les�tissus�

Dégénérescence�des�tissus�tapissant�les�fosses�nasales�

Vasoconstriction�artérielle�

A�masse�égale,�les�PUF�sont�plus�toxiques�au�niveau�pulmonaire�

que�des�particules�plus�grosses�de�même�composition�

Perturbations�légères�des�fonctions�respiratoires�

Renforcement�ou�induction�de�réactions�allergiques�

Cancer�pulmonaire�

EFFETS�SYSTEMIQUES�

Possibilité�de�localisations�cérébrales�

Perturbations�du�système�cardiovasculaire�

Athérosclérose�

�
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AAANNNNNNEEEXXXEEE   DDD   :::   RRRÉÉÉAAACCCTTTIIIOOONNNSSS   DDDEEE   FFFEEENNNTTTOOONNN   

EEETTT   CCCYYYCCCLLLEEE   DDD’’’HHHAAABBBEEERRR---WWWEEEIIISSSSSS 

(Fubini,�2007)�

�

Le�mécanisme�le�plus�fréquemment� impliqué�dans�la�génération�des�radicaux�libres�HO•�en�

présence�de�H2O2�est�la�réaction�de�Fenton�:��

�

•−+++ ++→+ HOHOMOHM nn )1(
22 �

�

Une� autre� réaction� possible� conduit� à� la� production� d’un� radical� anion� superoxyde� par�

interaction�de�M(n+1)+�avec�le�peroxyde�d’hydrogène�:�

�

+−•+++ ++→+ HOMOHM nn 2222
)1( �

�

Une�deuxième�molécule�d’eau�oxygénée�réagissant�sur�le�radical�O2•
��produit�un�radical�HO•�:��

�

•−−• ++→+ HOOHOOOH 2222 �

�

Le� radical�O2•
��peut�à�nouveau�réagir�avec�M(n+1)+�en� le� réduisant�en�Mn+�suivant� l’équation�

suivante�:��

�

22
)1( OMOM nn +→+ +−•++ �

�

Lequel� peut� alors� donner� la� réaction� de� Fenton.� L’application� au� Fer� permet� d’obtenir� les�

équations�suivantes�qui�sont�les�plus�connues�dans�les�mécanismes�de�génération�des�radicaux�

libres�HO•.�

�

OHFeHOHFe 2
32 +→++ ++•+(iv)

−•++ +→+ 2
3

2
2

OFeOFe(i)

Reaction de Fenton avec le Fer :

•−++ ++→+ OHOHFeOHFe
3

22
2(1)

Cycle d’Haber-Weiss :

2222 OOHOHOHO ++→+ •−−•

+−•• ++→+ HOOHOHOH 22222
(ii)

(iii)

�
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AAANNNNNNEEEXXXEEE   EEE   :::   CCCUUULLLTTTUUURRREEE   CCCEEELLLLLLUUULLLAAAIIIRRREEE      

�

La� manipulation� de� micro�organismes� nécessite� certaines� mesures� de� sécurité,� comme� le�

travail� sous� hotte� à� flux� laminaire,� ou� encore� à� proximité� d’une� flamme,� ayant� pour� but�

d’éviter�toutes�sources�de�contamination�de�la�culture,�mais�également�de�l’environnement�de�

travail.� Il� est� donc� nécessaire� de� stériliser� tout� matériel� et� objet� faisant� partie� de�

l’expérimentation.�����

�

�

� Culture�cellulaire�

Les� cellules� étudiées� sont� issues�de� la� lignée�RAW�264.7� (ATCC�:�American�Type�Culture�

Collection)�provenant�de�macrophages�alvéolaires�(MA)�de�souris�transformés�par�une�souche�

virale�de� leucémie�murine�Ab�MLV�(Abelson�Murine�Leukemia�Virus).�Ces�cellules�ont�un�

taux� de� prolifération� important� et� permettent� de� disposer� de� suffisamment� de� matériel�

cellulaire�pour�les�différentes�expériences.�

Le� milieu� de� culture� était� composé� de� 10� mL� de� sérum� de� veau� foetal� (SVF� 10%)�

décomplémenté�(Gibco),�1�mL�de�pénicilline�streptomycine�(pénicilline�à�10�000�unités/mL,�

streptomycine�à�10�mg/mL�;�Sigma),�dans�100�mL�de�milieu�DMEM�(Dulbecco’s�Modified�

Eagle’s�Medium�;�Gibco).�

�

�

� Numération�cellulaire�

La� numération� cellulaire� est� la� détermination� du� nombre� de� cellules� contenues� dans� un�

volume� précis� de�milieu� liquide.�On� exprime� le� résultat� de� la� numération� en� concentration�

cellulaire,�c'est�à�dire�en�nombre�de�cellules�par�unité�de�volume.�La�numération�cellulaire�est�

réalisée�directement�par�comptage�au�microscope,�à�l’aide�d’une�lame�de�comptage�spéciale�

(ou�cellule�de�numération).�La�cellule�de�numération�est�une�lame�porte�objet�dans�laquelle�est�

creusée� une� chambre� de� volume� connu.� C’est� une� lame� épaisse� en� verre,� comportant� des�

rigoles� et� un� quadrillage.� Le� volume� de� comptage� est� déterminé� par�:� (i)� la� surface� du�

quadrillage�gravé�sur�la�lame,�(ii)�la�profondeur�de�la�chambre.�

Les�cellules�sont�comptées�au�microscope�à�l’objectif�x40�(1�rectangle�par�champ).�Pour�les�

cellules�chevauchant�les�lignes�de�quadrillage,�on�compte�seulement�celles�qui�chevauchent�2�
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arêtes�du�rectangle�sur�4�(en�pratique�on�choisit�de�prendre�en�compte�les�cellules�chevauchant�

la�ligne�horizontale�supérieure,�et�la�ligne�verticale�droite).��

�

�

� Calcul�de�la�concentration�cellulaire�

Après�avoir�effectué�la�manipulation,�on�calcule� la�concentration�cellulaire�de�la�suspension�

de�cellules�étudiée.�

Soient�:�

��n�:�nombre�de�cellules�comptées�

��V�:�volume�de�comptage�=�volume�d’un�rectangle�x�nombre�de�rectangle�comptés�

��N�:�nombre�de�cellules�par�litres�

�

Si�on�a�n�cellules�dans�V�litres,�alors�on�a�N�cellules�dans�un�litre�:�

1×=× nVN �

V

n
N = �

�

�



Annexes� � Najih�Boumahdi�

� 236�

 

AAANNNNNNEEEXXXEEE   FFF   :::   RRRÉÉÉSSSUUULLLTTTAAATTTSSS   DDDEEESSS   TTTEEESSSTTTSSS   IIINNN   VVVIIITTTRRROOO   EEEXXXPPPRRRIIIMMMÉÉÉSSS   EEENNN   

FFFOOONNNCCCTTTIIIOOONNN   DDDEEE   LLLAAA   SSSUUURRRFFFAAACCCEEE   DDDEEESSS   PPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   

---   PPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   IIINNNDDDUUUSSSTTTRRRIIIEEELLLLLLEEESSS   DDDEEE   SSSIIICCC--- 

�

�

L’ensemble� des� résultats� relatifs� à� l’évaluation� de� l’état� d’inflammation� (TNF�α)� de�

l’endommagement�et�mort�cellulaire�(LDH)�et�du�stress�oxydant�(H2O2)�ont�été�exprimés�en�

fonction�de�la�surface�des�particules�(Figure�121).�

�
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Figure�121�:�Ensemble�des�résultats�des�tests�
��������sur�les�macrophages�de�lignée�des�particules�

industrielles�de�SiC�exprimés�en�fonction�de�la�surface�des�particules�

�

Ces�résultats�semblent�confirmer�une�tendance�sous�entendant�que�la�surface�d’exposition�des�

particules�constitue�un�paramètre�crucial�pour�le�stress�oxydant�(ROS�et�TOX).�
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AAANNNNNNEEEXXXEEE   GGG   :::   RRRÉÉÉSSSUUULLLTTTAAATTTSSS   DDDEEESSS   TTTEEESSSTTTSSS   IIINNN   VVVIIITTTRRROOO   EEEXXXPPPRRRIIIMMMÉÉÉSSS   EEENNN   

FFFOOONNNCCCTTTIIIOOONNN   DDDEEE   LLLAAA   SSSUUURRRFFFAAACCCEEE   DDDEEESSS   PPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   

---   PPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   OOOXXXYYYDDDEEEEEESSS   DDDEEE   SSSIIICCC--- 

�

�

L’ensemble� des� résultats� relatifs� à� l’évaluation� de� l’état� d’inflammation� (TNF�α)� de�

l’endommagement�et�mort�cellulaire�(LDH)�et�du�stress�oxydant�(H2O2)�ont�été�exprimés�en�

fonction�de�la�surface�des�particules�(Figure�122,�Figure�123).�
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Figure�122�:�Ensemble�des�résultats�des�tests�
��������sur�les�macrophages�de�lignée�des�particules�

industrielles�oxydées�de�SiC�A1�exprimés�en�fonction�de�la�surface�des�particules�

�

�

�
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Figure�123�:�Ensemble�des�résultats�des�tests�
��������sur�les�macrophages�de�lignée�des�particules�

industrielles�oxydées�de�SiC�A2�exprimés�en�fonction�de�la�surface�des�particules�

�

�

Il�semble�que�la�surface�soit�un�paramètre� important�du�stress�oxydant�visible�en�particulier�

pour�la�poudre�de�SiC�A2�(paramètre�TOX)�avec�une�diminution�du�signal�en�fonction�de�la�

surface�des�particules.�

�



�

� 239�

 

AAANNNNNNEEEXXXEEE   HHH   :::   RRRÉÉÉSSSUUULLLTTTAAATTTSSS   DDDEEESSS   TTTEEESSSTTTSSS   IIINNN   VVVIIITTTRRROOO   EEEXXXPPPRRRIIIMMMÉÉÉSSS   EEENNN   

FFFOOONNNCCCTTTIIIOOONNN   DDDEEE   LLLAAA   SSSUUURRRFFFAAACCCEEE   DDDEEESSS   PPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   

---   NNNAAANNNOOOPPPAAARRRTTTIIICCCUUULLLEEESSS   DDDEEE   SSSIIICCC--- 

�

�

L’ensemble� des� résultats� relatifs� à� l’évaluation� de� l’état� d’inflammation,� de�

l’endommagement�et�mort�cellulaire�et�du�stress�oxydant�ont�été�exprimés�en�fonction�de�la�

surface�des�particules�(Figure�124).�
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Figure�124�:�Ensemble�des�résultats�des�tests�
��������sur�les�macrophages�de�lignée�des�nanoparticules�de�

SiC�synthétisées�par�pyrolyse�laser�(SiC�LP)�et�voie�sol�gel�(SiC�SG),�exprimés�en�fonction�de�la�surface�

des�particules�

�

Aucune� relation� évidente� entre� la� surface� des� nanoparticules� et� l’intensité� de� la� réponse�

cellulaire�(TNF�α,�LDH,�ROS,�TOX)�n’est�observée.�
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Abstract:�
�

In�the�industry,�silicon�carbide�(SiC)�powders,�dedicated�for�various�applications�(ceramic,�abrasive,�

etc.),� are� principally� synthesized�with� the�Acheson� process.� During� this� process,� powders� undergo�

several�operations�and�treatments�during�which�many�airborne�particles�can�be�generated�in�the�work�

environment�and�cause�a�risk�by�inhalation.�Up�to�now,�SiC�toxicity�has�been�poorly�investigated�with�

difficulties�to�drawn�clear�conclusions.�In�a�first�part,�biological�activity�of�SiC�powders�synthesized�

by�Acheson�process�has�been�investigated.�Then,�surface�particles�influence�on�cellular�response�has�

been�studied�by�modifying�it�with�oxidising�thermal�treatment.�To�finish�and�to�complete�the�study,�

we�enlarged�this�work�to�SiC�nanoparticles,�synthesized�by�laser�pyrolysis�and�sol�gel�method.�

To�evaluate�SiC�particles�biological�activity,�In�Vitro�assays�on�macrophages�(RAW�264.7)�have�been�

performed�by�studying�different�fields�(inflammation�state,�cell�damages�and�death,�oxidative�stress)�

in� relation� to� particles� physicochemical� properties� (size,� specific� surface� area,� morphology,�

crystallographic�structure,�chemistry,�surface�state,�free�radical�activity).�

Results,� presented� according� to� a� vector� model,� show� SiC� particle� influence� on� cellular� response.�

Industrial� SiC� particles� produced� by� Acheson� process� are� mainly� characterized� by� a� moderated�

activity� on� inflammation,� no� cytotoxic� effect� and� a� strong� impact� on� oxidative� stress.� Differences�

between� coarse� and� fine� particles� have� been� observed� with� a� strong� capacity� for� SiC� industrial�

powders� to� generate� directly� free� radicals� (HO•,� COO•�).� After� surface�modifications� by� oxidising�

thermal� treatment,� cellular� response� evolution� is� principally� characterized� by� a� strong� increase� of�

inflammation�and�cytotoxicity�levels.�Moreover,�a�strong�impact�on�oxidative�stress�is�observed�with�

SiC�nanoparticles,�much�more�important�than�results�obtained�for�industrial�SiC�particles.�

�

�

�
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�
Résumé�:�
�

Dans� l’industrie,� les� poudres� de� carbure� de� silicium� (SiC)� sont� élaborées� principalement� par� le�

procédé�Acheson.�Durant�ce�procédé�multi�étapes,�les�poudres�subissent�diverses�opérations�pouvant�

être�à�l’origine�de�la�dissémination�de�poussières�inhalables�dans�l’environnement�de�travail.�Jusqu’à�

présent,�la�toxicité�des�poudres�de�SiC�n’a�été�que�très�peu�étudiée�avec�des�résultats�contradictoires�

soulignant� l’intérêt� d’évaluer� l’activité� biologique� de� poudres� de� SiC� par� une� approche�

pluridisciplinaire.� Dans� une� première� partie,� l’activité� biologique� de� poudres� de� SiC� produites�

industriellement�par�le�procédé�Acheson�a�été�évaluée.�Par�suite,�des�modifications�de�la�surface�de�

ces� particules� par� le� biais� de� traitements� thermiques� oxydants� ont� permis� de� mettre� en� évidence�

l’influence�de�la�surface�des�particules�dans�la�réponse�cellulaire.�Pour�finir�et�compléter�l’étude,�nous�

avons�étendu�le�sujet�au�cas�des�nanoparticules�de�SiC,�synthétisées�par�pyrolyse�laser�et�voie�sol�gel.�

Pour� évaluer� l’activité� biologique� des� particules� de�SiC,� des� tests� In�Vitro� sur�des�macrophages� de�

culture� (RAW�264.7)� ont� été� réalisés� en� étudiant� différents� domaines� de� la� réponse� cellulaire� (état�

d’inflammation,�mort�cellulaire,�stress�oxydant)�en�relation�avec�les�propriétés�physico�chimiques�des�

particules� (taille,� surface,�morphologie,� structure� cristallographique,� chimie,�état� de� surface,� activité�

radicalaire).�

Les� résultats,� illustrés� suivant�un�modèle�vecteur,� soulignent�que� les�particules� industrielles�de�SiC�

sont� principalement� caractérisées� par� une� activité� modérée� de� l’état� inflammatoire,� aucun� effet�

cytotoxique�et�un�impact�significatif�sur�le�stress�oxydant.�Des�différences�en�fonction�de�la�taille�des�

particules� ont� été� observées� ainsi� qu’une� forte� capacité� des� particules� à� générer� directement� des�

radicaux� libres� (HO•,� COO•�).� Après� modification� de� la� surface� des� particules� par� traitement�

thermique� oxydant,� la� réponse� cellulaire� se� caractérise� par� une� forte� augmentation� de� l’état�

d’inflammation� et� de� la� cytotoxicité.� Enfin,� un� stress� oxydant� significatif� est� observé� avec� les�

nanoparticules�de�SiC,�bien�supérieur�à�celui�observé�avec�les�particules�industrielles�de�SiC.�


