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Introduction et contexte de recherche

Un métre correspond a un milliard de nanometres (10-° m).
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Introduction et contexte de recherche
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Figure 6.2.5: Main species in aquaculture production, EU-27, 2018
6 shares of total aquaculture production)
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Evolution of fish extraction and production in

the world.
FAO. 2020. The State of World Fisheries and Aquaculture 2020.
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Figure 6.2.4: Aquaculture production, 2018
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Introduction et contexte de recherche

Les études sur les risques et l'atténuation de la
& présence de NPs dans I'environnement sont a la
traine.

L'utilisation des NPs métalliques
connait une croissance exponentielle

1. Evaluation de la présence, de la transformation, de la bioaccumulation et
des effets des NPs d'Ag et de TiO, dans les produits de l'aquaculture

2. Evaluation du risque humain d'exposition par ingestion orale de produits
aquacoles

3. Développement de capteurs pour l'identification et la quantification
rapides des NP d'Ag et de TiO, dans les installations d'aquaculture.

& 3

Tio, SOS
& Ag NPs < Releose info aquatic ecosystems g
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Consortium

Nom Role Pays

International Iberian Coordinateur PT

Nanotechnology Laboratory

Centro Interdisciplinar de

Investigagéo Marinha e Partenaire PT

Ambiental

Clugtgr de Acuicultura de Partenaire ES

Galicia

Universidad de Vigo Partenaire ES

Universidad de Santiago de Partenaire ES

Compostela

Indigo Rock Marine .

Research Station Partenaire IR

Agrl_Food and Biosciences Partenaire ass. UK

Institute

Pole Aquimer Partenaire ass. FR
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Financement et programme

Calendrier : Mai 2019 - Mai2022 Octobre 2022

TOTAL BUDGET
1,470,040.88€

Budget total : 1.470.040,88€ S literreg
Atlantlc Area

n Regional Development Fund ~ EUROPEAN UNION

ERDF FUNDS (75%)
1,102,530.66€

Objectif général du programme : Renforcer la résilience du territoire face aux
risques d'origine naturelle, climatique et humaine

Prévention et gestion des risques naturels non liés au climat (i.e. les tremblements
de terre) et des risques lies aux activitts humaines (i.e. les accidents
technologiques), y compris la sensibilisation, les systemes et infrastructures de
protection civile et de gestion des catastrophes.
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Activités

A. Développement de nouvelles méthodes analytiques pour I'étude de la présence de
NPs dans différents milieux

(Al) Méthodes d'instrumentation permettant de connaitre la forme physique des NPs, leur
taille, leur capacité a interagir avec les autres substances présentes, etc.

(A2) Capteurs de détection rapide des NP développés pour effectuer des contrbéles de
routine des NP métalliques en aquaculture.

B. Savoir-faire lié a la présence de NPs métalliques dans l'aguaculture

(B1) Devenir, transformation, bioaccumulation et effets des NP d'Ag et de TiO, en
aquaculture.

(B2) Alterations du meétabolisme des organismes et des protéines

(B3) Impacts sur la nutrition humaine.

C. Fondement des solutions de politique publique, y compris les réglementations sur la
sécurité alimentaire
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Activités

A. Développement de nouvelles méthodes analytiques pour I'étude de la présence de
NPs dans différents milieux

(Al) Méthodes d'instrumentation permettant de connaitre la forme physique des NPs, leur
taille, leur capacité a interagir avec les autres substances présentes, etc.

(A2) Capteurs de détection rapide des NP développés pour effectuer des contrbéles de
routine des NP métalliques en aquaculture.
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Activités

CAPTEURS POUR L'ANALYSE IN SITU DES
NANOPARTICULES
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Talanta. Volume 197, 15 May 2019, Pages 530-538 o _
Aroca, R., Surface-Enhanced Vibrational Spectroscopy, Wiley (2006)
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Activités

Détection des NPs Ag en fonction de leurs propriétes plasmoniques

785:nm Q

hexc=785 Nm Détection des NPs Ag : a

la concentration du
niveau environnemental
(ng/L) — immobilisation

/) ﬂ du substrat.

400 600 800 1000 400 800 1200 1600
Wavelength (nm)

15 nm AgNPs

Extinction (a.u.)

Raman shift (cm-1)

Dispositif microfluidique : ¥ sélectivite
et sensibilité de détection et
quantification, + sa portabilité.

Validation du capteur évaluée en

utilisant des échantillons d'eau
naturelle.
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Activités

Détection des NPs TiO, en fonction de leurs propriétés photocatalytiques

1.0

Détection de NPs de TiO, : a une
concentration de niveau
environnemental (mg/L) —
filtration de I'eau de mer a travers
des nanofils de titanate
anisotropes en forme de

Absorbance
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Activités

B. Savoir-faire lié a la présence de NPs métalliques dans l'aguaculture

(B1) Devenir, transformation, bioaccumulation et effets des NP d'Ag et de TiO, en
aquaculture.

(B2) Alterations du meétabolisme des organismes et des protéines.

(B3) Impacts sur la nutrition humaine.
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Activités

BIODISPONIBILITE, TRANSPORT,
TRANSFORMATION
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Especes aquacoles cibles

Turbot

Moule

Palmaria sp. Ulva sp.
Psetta maxima

Mytilus sp.
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Essals de bioaccumulation
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Essals de bioaccumulation

: — Digestion acide assistée par micro-ondes
Total Ti et Ag Plasma a couplage inductif — spectrométrie de masse (LCP-MS)

Extraction par hydrolyse enzymatique/ Extraction par hydrolyse

: — basique

NPs TIO, et Ag Plasma a couplage inductif a particule unigue — spectrométrie
de masse (spLCP-MS)

Extraction par hydrolyse enzymatique ‘ Moules et turbot

Extraction par hydrolyse alcaline # Algues (extraction NPs TiO,)

J.J. Lopez-Mayan et al.,Titanium dioxide nanoparticles assessment in seaweeds by single particle inductively coupled plasma — Mass
spectrometry, 236, Talanta, 2022, 122856

Extraction par hydrolyse enzymatique ‘ Algues (extraction NPs Ag)

J.J. Lopez-Mayan et al., Ultrasonication followed by enzymatic hydrolysis as a sample pre-treatment for the determination of Ag
nanoparticles in edible seaweed by SP-ICP-MS, 247, Talanta, 2022, 123556
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Résultats de bioaccumulation

7
Muscle

Scophthalmus maximus

Intestine

Muscle négligeable

Ag NPs _

(15 nm) Reins négligeable
Foie bioaccumulation élevée sous forme d'Ag ionique
Muscle négligeable

TiO, NPs
(5 nm and 25 nm) Reins négligeable

Foie faible bioaccumulation (NPs de TiO, non détectées)

I 'i' Présence de NPs de TiO, dans les feaces S iiwerrey
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Résultats de bioaccumulation

Mytilus spp.

Accumulation modérée :

Ag NPs : :
(1% nm) Tissu mou entier Teneur totale maximale en Ag (1,4 pg.g?) et concentration en NPs d’Ag (2,5.108

NP.g1) aprés le 14e jour d'exposition pour les deux doses d'exposition.

Présence de NPs d'Ag dans I'écume expulsée

Accumulation modérée a élevée :

TiO. NPs Tissu mou
(5 nm ar21d 25 nm) entier Teneur totale maximale en Ti (6,0 pg.gt) et concentration en NPs de TiO,

(1,2.10° NP.g'1) aprés le 28e jour d'exposition pour la dose d'exposition élevée

Présence de Ti dans les coquilles de moules
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Résultats de bioaccumulation

Palmaria palmata %
N

Accumulation modérée :

Ag NPs : .
(15 nm) VLSS GITE Teneur totale maximale en Ag (0,9 pg.g?) et concentration en NPs d’Ag (1,0.10°
NP.g1) aprés le 21e jour d'exposition pour les deux doses d'exposition.
Forte accumulation :
TIO; NPs Tissu entier . . . . .
(5 nm and 25 nm) Teneur totale maximale en Ti (35 et 14 pug.g) et concentration en NPs de TiO,

(1,2.10%° et 4,0.10° NP g1) aprés le 14éme jour d'exposition pour la dose
d'exposition élevée

Accumulation modérée :

(15 nm) Tissu entier Teneur totale maximale en Ag (0,5 pg.g?t) et concentration en NPs d’Ag (2,5.10° NP.
g1) apres le 14e jour d'exposition pour les deux doses d'exposition.
TiO. NPS Forte accumulation :
2 Tissu entier

(5 nm and 25 nm) Teneur totale maximale en Ti (50 pg.g?) et concentration en NPs de TiO,

(8,0.10° et 4,0.10° NP.g1) apres le 14éme jour d'exposition pour la dose
d'exposition élevee
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Essais de biodisponibilite

% 30, 60 and 120 min

Sample plus Gastric
water solution
== == ﬂ /_E\ ﬂ
, / E — E
/A 3 )
L C )
Ice bath
pH 2,0 2.0h, 150rpm, 37°C
(diluted HCI)
% 30, 60 and 120 min
Intestinal
solution
SAMPLING
ALIQUOTS ——
pH 7.0
(PIPES)

2.0h, 150rpm, 37°C

Digestion gastro-intestinale in vitro
Bio-accessibilité in vitro

‘u®
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Target in the bio-
accessible fraction

TransSwe|| se———

e Apical fraction

Caco-2 cell monolayer

Polyester membrane

O € O 4————— Basalfraction

Transported target

Transport cellulaire in vitro

M.V. Taboada-L6pez et al.,Caco-2 in vitro model of human gastrointestinal tract for
studying the absorption of titanium dioxide and silver nanoparticles from seafood, 233,
Talanta, 2021, 122494

AN Hniterrey
Atlantic Area

pean Regional Development Fund EUROPEAN UNION




Essais sur la toxicité - Turbot

Méthodologie

Kidney and liver

samples
Expression génétique @
Protein
Extraction of RNA extraction

qPCR: Amplification Shotgun Proteomics
and quantification of

gene segments

cDNA e
synthesis f .
L —
Statistical
ana IySi S Detergentremoval

Elution of tryptic
peptides

Buffer exchange
Chemical modification
Protein digestion

Scophthalmus maximus
and Danio rerio DBs
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Essais sur la toxicité - Turbot

Reésultats : Protéomique (P25 NPs TiO,)

A)

Tio, NPs

Liver Kidney

Liver

Lower concentration vs control

Higher concentration vs control

r f :
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Cluster 1
* Metabolic
* Purine

* Drug metabolism - other enzymes
+ Pyrimidine metabolism

athways
bolism

Eﬁ; pc2b
o
S~ 26NN P25 NPs de TiO,
S 0,75 et 1,5 mg NPs /kg par jour
f:Iu::::slome ‘Jék i‘ h-:-F o i
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Cluster 2 »fﬁ"‘ 8

* Peroxisome A

Cluster 3
* Basal transcription factors

Kidney

Higher concentration vs control

Araujo et al. Chemosphere 308 (2022).
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Cluster 1
* Metabolic pathways

5 @ Catabolisme des lipides

Tocon Transport du cholestérol

Signalisation cellulaire
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Essais de la toxicité - Turbot

Résultats : gPCR (5 nm vs 25 nm TiO, NPSs)

Intestine

NPs de TiO, de 5 et 25 nm
1,5 mg de NPs /kg par jour

TiO, 5nm TiO, P25
4 8
M cTr . M cTr
< c s
§§3- LXRa P 1.5mglLt w 2267 [(]15mgLt
w EQ > E¢
2 St | & CPT1Ab £ 1. NFkB1
[ * %
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NRF2  NFkBI THRab ~ GR1  PPARab LXRa  FASN  CPTla ELOVLS ACOX1  HADH NRF2  NFkB1 THRab  GR1  PPARab ILXRa  FASN  CPTla ELOVL5S ACOX1 HADH
p=0247 p=0947 p=0118 p=0558 p=0328 p=0.0374 p=0440 p=0.00461 p=0501 p=0506 p=0323 p=0.149 p=0.0454 p=0.198 p=0.0639 p=0.185 p=0428 p=0.552 p=00576 p=0.614 p=0309 p=0222
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p=0497 p=0303 p=0422 p=0.180 p=0.124 p=0.176 p=0.984 p=0.552 p=0.0918 p=0628 p=0.398 p=0142 p=0.00552 p=0736 p=0796 p=0390 p=0326 p=0506 p=0.119 p=0878 p=0.00709 p=0250
Genes Genes

* p<0.05, ** p<0.01
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Essais de la toxicité - Turbot

Résultats : Protéomique (NPs AQ)

A)

Liver Kidney

?
ﬂ

Low vs
High
Highvs
Control
Low vs
Control
Low vs
Control
Highvs
Control
Low vs
High

llm

log2 Fold change .

-10 -5 0

(5]
-
o
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15 nm Ag NPs
0,75 et 1,5 mg NPs /kg par jour

Intestine

B)

Liver

Lower concentration vs control Higher concentration vs control

Cluster2
* Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
* Metabolic pathways

Araujo et al. Chemosphere 308 (2022).

Kidney
Lower concentration vs control
Cluster 1
* Spliceosome - —ng
——g T TR -
gy an -
o boah G
P NN
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';s—b T .
N
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e Cluster 2

* Oxidative phosphorylation
* Ribosome

* Metabolic pathways
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Essais de la toxicité - Turbot

Conlcusions

NPs de dioxyde de titane
« Dépense énergétique extraordinaire

* Respiration cellulaire basale

« Dommages aux mitochondries

« Stress oxydatif accru

NPs d'argent
» Interaction des NPs d’Ag avec la structure et le fonctionnement des
protéines

» Effets sur la respiration cellulaire

* ROS et stress oxydatif

* Inhibition de la synthese des protéines par dénaturation des ribosomes

Toxicité dépendante de la dose

. [ ]
AN HILETTCY IR
NANO Atlantic Area
. C U LT U R E European Regional Development Fund  E UROPEAN UNION




Activités

C. Fondement des solutions de politique publique, y compris les réglementations sur la
sécurité alimentaire
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Lignes directrices et recommandations

* Procédures opérationnelles standard (analyse des NPs avec sp-ICP-MS,
essais de bioaccumulation)

« Données dans des référentiels ouverts : Zenodo, autres.

 Lignes directrices pour les activitées académiques : manuels d'enseignements
pratiques

* Rapport final sur la bioaccumulation et ses effets

« « White paper » baseé sur les résultats de la recherche et les conclusions des
études de cas
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Avez-vous des questions ?

http://nanoculture.ciimar.up.pt/

NANGCULTURE , twitter.com/nanoculturel

Risk assessment and mitigation of the
presence of engineered NANOmaterials
in Atlantic squaCULTURE

° . :
www.linkedin.com/company/nanoculture/

info.nanoculture@ciimar.up.pt

REGISTRATIONS FOR NANOCULTURE WEBINARS ARE NOW OPEN!

e g e

NANOCULTURE

‘u®
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Marie Bruaut
Chargée de mission — projets péche et aguaculture

16 rue du Commandant Charcot
62200 Boulogne-sur-Mer

Tél : +33 (0)3 21 10 78 98
contact@poleaguimer.com
www.poleaquimer.com

., H | EE OX) IR
Communaute i - HaUtS-de-France




