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Résumé

A ce jour, le relargage dans I'environnement de nanoparticules (NPs) issues des
nanotechnologies ne fait aucun doute. Une fois relarguées par un usage domestique, urbain
ou encore industriel, les NPs seront transportées vers des stations de traitement des eaux
usées (STEP). De nombreuses NPs possedant des effets cytotoxiques vis-a-vis des
bactéries, nous proposons dans ce projet SLUDGE, d’étudier comment des NPs arrivant
dans une STEP peuvent perturber les communautés bactériennes constituant les boues
activées et altérer le fonctionnement des bioréacteur.

La diversité et la complémentarité des compétences des trois partenaires (M2P2, LEMIRE et
CEREGE) permettront d’apporter des données novatrices sur I'effet de NPs sur l'efficacité
des procédés de traitement des eaux usées.




Le Contexte

Méme si le relargage dans I'environnement de nanoparticules (NPs) issues des
nanotechnologies ne fait aucun doute, peu d’études ont réussi a estimer les rejets et doses
probables dans le milieu naturel (Gottschalk et al. 2011). En 2009, Mueller et al. ont été les
premiers a modéliser le relargage potentiel de NPs dans I'environnement (Mueller et al.
2009). Seules les NPs de TiO, possédaient une PEC (predicted environmental
concentrations) supérieure au pg/L (0.7-16 pg/L). Dans un cours d’eau, des mesures de
concentration de NPs de TiO, issues de la lixiviation d’enduits muraux ont confirmé ces
données (Kaegi et al. 2010). Une étude plus récente estime que dans le pire des scenarii,
les quantités de NPs dans le Rhin en Suisse seraient de 0,01-1,6 ug/l pour le TiO, et encore
plus faible pour les NPs de ZnO ou d’Ag (Gottschalk et al. 2011). Si ces résultats se
confirment, cela traduira le fait que la toxicité aigie des NPs ne génére pas un probléme
environnemental majeur. En revanche, les risques d’apports chroniques de faibles doses de
NPs dans des zones d’accumulation demandent a étre étudiés attentivement.

Une fois relarguées dans I'environnement par un usage domestique, urbain ou
encore industriel, les NPs seront transportées vers des stations de traitement des eaux
usées (STEP). Les STEP jouent donc un réle important dans le contréle de la dispersion des
NPs dans I'environnement. Une étude prédit qu’entre 2008 et 2012, les concentrations de
NPs dans des sols traités avec des boues de STEP aux USA augmenteront de 0,1 a 0,5
mg.kg™' pour les NPs de TiO,, de 6.8 & 22.3 pg.kg™ pour les NPs de ZnO, et de 2,3 a 7,4
ug.kg-' pour les NPs d’Ag (Gottschalk et al. 2009). De telles NPs d’Ag,S ont été directement
observées dans des boues de STEP (Figure 1) (Kim et al. 2010).

Figure 1. Photo de NPs de sulfure d’argent
observées au TEM haute résolution dans les
boues d’une unité de traitement des eaux du
Midwest des US (d’apres (Kim et al. 2010)).

La plupart des STEP utilisent des procédés de traitement biologique a partir de boues
activées. Dans ce cas, l'activité microbienne contréle la dégradation des polluants
inorganiques et organiques. Or de nombreuses NPs possédent des effets cytotoxiques (e.g.
Ag, TiO;, Zn0O, ZnS, CdSe, Ce0,). Ces effets dépendent de la nature chimique, de la
stabilité¢ chimique et colloidales des NPs mais aussi des propriétés de surface des
membranes cellulaires e.g. (Auffan et al. 2009; Thill et al. 2006; Zeyons et al. 2009). Des
questions se posent donc sur la nature des interactions entre des NPs arrivant dans une
STEP et les communautés bactériennes constituant les boues activées (e.g. modification de
la structure des boues, perturbation des communautés bactériennes). De tels effets
réduiraient I'efficacité des traitements biologiques et le relargage potentiel de polluants dans
I'environnement.

Dans ce projet SLUDGE, nous proposons d’étudier comment des NPs cytotoxiques
arrivant dans un bioréacteur pilote perturbent son fonctionnement. Plus précisément nous
regarderons i) comment les NPs affectent les propriétés d’une boue activée (e.g. rhéologie,
diversité microbienne, structuration de la boue), et i) quelles sont les propriétés physico-
chimiques des NPs qui controlent ces effets (e.g. aggrégation, dissolution, complexation de
surface).



Le projet :

Les quantum dots (QD) sont un bon exemple de NPs candidates pour cette étude. lls
sont utilisés dans le domaine biomédical (imagerie, ciblage, vectorisation de médicaments)
(Michalet et al. 2005) mais aussi dans I'électronique, I'opto-électronique et I'énergie solaire
(Sanderson et al. 2009). Ce sont des semi-conducteurs dont les propriétés (absorption,
émission) dépendent de la composition chimique (e.g. ZnO, ZnS, CdSe, CdTe) et de la taille.
Plusieurs études menées sur des cultures bactériennes pures e.g. montrent que les NPs
peuvent interagir soit avec les exopolymeéres soit directement avec les parois des bactéries
et en se réduisant ou s’oxydant relarguer des ions toxiques ou encore induire un stress
oxydatif. Dans le cas des QD, I'activité cytotoxique vis-a-vis de bactéries Gram+ et Gram- est
principalement liée au relargage d’ions toxiques (Zn*, Cd*...) (Fang et al. 2010; Huang et al.
2008; Jones et al. 2008; Kloepfer et al. 2005; Li et al. 2011; Premanathan et al. 2011). En
revanche, la question de [linternalisation des QD par les bactéries reste ouverte
(dissolution/reprécipitation, transport via les porines ou des récepteurs spécifiques lorsque
les QDs sont fonctionnalisés).

A ce jour, bien que la plupart des études soient menées sur des cultures pures,
quelques études ont concerné les effets des QD sur des communautés bactériennes. Par
exemple, des NPs de ZnO dans les sols (0.05, 0.1, et 0.5 mg.g”" de sol) induisent une
altération de la structure de la communauté bactérienne, une diminution de la biomasse et
une diminution de I'activité enzymatique aprés 60 jours (Gé et al. 2008). Il est donc probable
que de telles NPs présentent une activité cytotoxique affectant le métabolisme et la diversité
des micro-organismes dans les boues, et par conséquent, le bon fonctionnement des
bioréacteurs.

Le but du projet SLUDGE sera de comprendre comment le fonctionnement d’un
bioréacteur pilote est affecté par la présence de NPs cytotoxiques. Plus specifiquement,
nous proposons de répondre aux questions suivantes :

1- Quel est le devenir physico-chimique de NPs dans un bioréacteur contenant des
boues activées ?

2- Quels sont les effets induits par des NPs cytotoxiques sur le fonctionnement du
bioréacteur ?

3- Quel sont les groupes de bactéries qui sont les plus impactés par la présence de
NPs dans le bioréacteur ?

4- Quel est le bilan en terme d’efficacité de fonctionnement d’une boue de station
d’épuration

Nous proposons de travailler avec 2 types de QDs: des QDs de CdSe/ZnS
fonctionnalisées et non fonctionnalisées en surface. Cela permettra de mettre en évidence
le réle de I'enrobage dans l'activité antimicrobienne et le comportement physico-chimique
des NPs dans le bioréacteur. Ces QDs seront fournies par Philippe Barthélémy de
l'université Victor Segalen Bordeaux 2 (ChemBioMed, INSERM U869). Les échantillons
seront livrés et conservés dans leur milieu de dispersion a la fin de la synthése.

Pour cette étude, nous utiliserons un bioréacteur, du M2P2, de 10 litres, aéré en
permanence a un débit d’air de 200 L/min. Dans ce bioréacteur, une biomasse épuratoire
aérobie de traitement des eaux a une concentration de 20 g/L sera maintenue et
développée. Ce réacteur sera alimenté avec un effluent synthétique a une charge polluante
de 0,2 a 0,3 kg de DCO par kg de matiére en suspension et par jour afin de mimer les
conditions de fonctionnement d’une station d’épuration des eaux usées urbaines a moyenne
charge. L'age des boues du réacteur sera maintenu a 20 jours par des retraits quotidiens de
biomasse afin de permettre la mise en place d’une flore microbienne. Il est prévu de faire
fonctionner le bioréacteur sur une période supérieure a 2 mois afin de s’assurer de la
stabilité¢ de la biomasse obtenue. Des périodes danoxie seront mises en place
régulierement afin d’assurer une dénitrification de I'effluent.
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H—- Le suivi du fonctionnement du bioréacteur portera sur des
parametres d’activité de la biomasse et dévolution de la
structure des flocs, a savoir:

L’évolution de la concentration en biomasse (MES),
L’évolution de la concentration en Carbone
Organique Total (COT) et Azote Total (TN) de

s
=t I'effluent,
Al - L’évolution de la concentration en
clpg A Exopolysaccharides (EPS) dans les flocs bactériens

i et en polysaccharides dans I'effluent (PS),

Figure 3. Schéma du bioréaciear - A - compresseur: - L’évolution du comportement et des paramétres

Bc Biowcactes; €= dislimite sk ; D = pampe rhéologiques des boues.

recirculation; E: poreux d’afration, F: débimétre

liquide; G: oxymétre ; H: vanne liquide; J: vanne

gaz ; K: membrane.

Les propriétés physico-chimiques des NPs (agrégation, dissolution, spéciation des
atomes de surface) seront contrélées en fonction des caractéristiques du bio-réacteur (e.g.
taux d’oxygénation, présence de bactéries filamenteuses). En appui des techniques
d’analyse chimique (ICP-AES, ICP-MS) pour la mesure des ions relargués en solution, et de
caractérisation classiques des particules (HRTEM, DRX, diffusion dynamique de la lumiére),
le partenaire 1 mettra en ceuvre des méthodes de caractérisation locale qui apportent des
informations cruciales sur la spéciation des atomes de surface et la cristallinité comme
'absorption des rayons X. Des demandes de temps de faisceau sur synchrotron seront
faites pour le deuxiéme semestre 2012 afin d’étre opérationnel dés les premiers mois de
l'étude. Ces outils permettront de suivre la biotransformation des NPs au sein du
bioréacteur. De plus, des imageurs 2D et 3D utilisant les rayons X seront utilisés afin
d’étudier finement la distribution des NPs dans les flocs.

L’'impact des NPs sur la structure des communautés bactériennes des boues activées
exposées ou non aux NPs, sera déterminé par extraction d’ADN des flocs de boues
activées. Le géne rrs codant pour 'ARNr 16S sera amplifié avec des amorces universelles.
La séquence des amplifiats sera caractérisée par une technique de séquencgage « haut
débit », le pyroséquencage. Cette technique s’affranchit des étapes de clonage et permet
d’estimer la biodiversité en terme d’abondance et de richesse et la structure des
communautés. Les prélevements de boues activées seront effectués en fin de cycle
d’épuration et/ou en fonction des mesures de I'évolution de la biomasse. L’observation des
boues activées en microscopie confocale a balayage laser pourra permettre de localiser les
NPs et d’estimer leur répartition entre la matiére organique, les cellules et les
exopolymeres, aprés marquage par des sondes.

La diversité et la complémentarité des compétences des trois partenaires permettront
d’apporter des données novatrices sur l'effet de NPs sur l'efficacité des procédés de
traitement des eaux usées. Cela nous permettra d’évaluer I'importance d’'une possible
accumulation des NPS dans ces zones et de contribuer a la modélisation des risques
environnementaux liés aux Nanotechnologies. Ce projet exploratoire a plusieurs
implications : il permet de développer une forte coordination avec DUKE et le centre US-
CEINT dans le cadre d’une thése en co-tutelle AMU et DUKE mais aussi de préparer un
projet dans le cadre soit d’'un programme européen soit ANR futur.

Ce projet s’integre a la fois dans I'axe 4 “Ecotechnologies et développement durable”
et dans 'axe 3 « Ecodynamique et toxicologie environnementale” de la FR-ECCOREYV,
puisque qu’il renforce les liens entre des physico-chimistes, des spécialistes des procédés,
et des biologistes afin de prédire I'impact des NPs et de favoriser le développement des
nanotechnologies de fagon durable.
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Demande financiére

Aide total demandée a ECCOREYV : 6000 euros

- Aide demandée par le M2P2 : 2000 euros

Nombre
Type de mesure / produit | Colt unitaire d'échantillons Total (€HT)
Mesures pour le suivi du
fonctionnement du
bioréacteur 16 €HT/jour 70 1000 €HT
Alimentation du
bioréacteur en substrat
synthétique 13 €HT/jour 70 1000 €HT
TOTAL 2000 €HT

- Aide demandée par le CEREGE : 2000 euros

L’aide demandée correspond principalement aux colts des analyses ICP, XAS et

MET.
Nombre
Type de mesure / produit | Colt unitaire d'échantillons Total (€HT)
ICP-MS 100 €HT/heure ~ 30 800 €HT
XAS Frais de mission 2 jours 300 €HT
MET 450 €HT par jour 2 jours 900 €HT
TOTAL 2000 €HT

- Aide demandée par le LEMIRE : 2000 euros

Réactifs biologie moléculaire (kit d’extraction d’ADN et PCR) : 500 €

Pyroséquencage : 1500 €.

Imagerie
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