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Résumé

Les nanomatériaux sont une classe de contaminants qui est de plus en plus présent dans
I’environnement. Leur impact sur 1’environnement dépendra de leur persistance, mobilité,
toxicité et bioaccumulation. Chacun de ces parametres dépendra de leur comportement
physicochimique dans les eaux naturelles (i.e. dissolution et agglomération). L’objectif de
cette étude est de comprendre 1’agglomération et I’hétéroagglomération des nanoparticules
d’argent dans I’environnement. Deux différentes sortes de nanoparticules d’argent (nAg; avec
enrobage de citrate et avec enrobage d’acide polyacrylique) de 5 nm de diamétre ont été
marquées de maniere covalente a I’aide d’un marqueur fluorescent et ont été mélangées avec
des colloides d’oxyde de silice (SiO2) ou d’argile (montmorillonite). L’homo- et
hétéroagglomération des nAg ont été¢ étudiés dans des conditions représentatives d’eaux
douces naturelles (pH 7,0; force ionique 10”7 a 10" M de Ca*"). Les tailles ont été mesurées
par spectroscopie de corrélation par fluorescence (FCS) et les résultats ont été confirmés a
I’aide de la microscopie en champ sombre avec imagerie hyperspectrale (HSI). Les résultats
ont démontrés que les nanoparticules d’argent a enrobage d’acide polyacrylique sont
extrémement stables sous toutes les conditions imposées, incluant la présence d’autres
colloides et a des forces ioniques tres élevées tandis que les nanoparticules d’argent avec

enrobage de citrate ont formées des hétéroagrégats en présence des deux particules colloidales.

Mots-clés : Agglomération, hétéroagglomération, nanoparticule d’argent, spectroscopie de

corrélation par fluorescence, imagerie hyperspectrale, microscopie en champ sombre.



Abstract

Nanomaterials are a class of contaminants that are increasingly found in the natural
environment. Their environmental risk will depend on their persistence, mobility, toxicity and
bioaccumulation. Each of these parameters will depend strongly upon their physicochemical
fate (dissolution, agglomeration) in natural waters. The goal of this paper is to understand the
agglomeration and heteroagglomeration of silver nanoparticles in the environment. Two
different silver nanoparticles (nAg; citrate coated and polyacrylic acid coated) with a diameter
of 5 nm were covalently labelled with a fluorescent dye and then mixed with colloidal silicon
oxides (Si0O2) and clays (montmorillonite). The homo- and heteroagglomeration of the silver
nanoparticles were then studied in waters that were representative of natural freshwaters (pH
7.0; ionic strength 107 to 10" M of Ca?"). Sizes were followed by fluorescence correlation
spectroscopy (FCS) and results were validated using enhanced darkfield microscopy with
hyperspectral imaging (HSI). Results have demonstrated that the polyacrylic acid coated nAg
was extremely stable under all conditions, including in the presence of other colloids and at
high ionic strength, whereas the citrate coated nAg formed heteroagregates in the presence of

both natural colloidal particles.

Keywords : agglomeration, heteroagglomeration, silver nanoparticle, fluorescence correlation

spectroscopy, hyperspectral imaging, darkfield microscopy.
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Chapitre 1 : Introduction

Le nombre de produits commerciaux contenant des nanoparticules est en constante
croissance '. Ceci vient du fait que les nanomatériaux sont une classe de produits trés versatile.
Ainsi, il est possible d’obtenir une grande gamme de propriétés différentes avec peu de
variation dans leur composition chimique ? et ces matériaux sont donc trés avantageux pour
I’industrie. De plus, ils sont trés faciles a produire en grande quantité. Due a ’augmentation de
leur utilisation, surtout dans les produits domestiques, une augmentation de leur concentration
dans ’environnement devrait se faire sentir au cours des prochaines années °. Cependant, les
avancées technologiques des applications des nanoparticules augmentent plus rapidement que
les études portant sur leur impact et le risque de leur utilisation. Une des problématiques est
que les techniques normalement utilisées lors de la quantification des métaux et des
contaminants organiques ne sont pas adaptées a 1’étude des nanomatériaux. Il faut donc
développer de nouvelles méthodes capables de les caractériser et de les quantifier en présence
de matrices complexes comme les milieux environnementaux. En le faisant, il sera possible de
mieux évaluer le risque environnemental 1i¢ a I’utilisation de la nanotechnologie afin d’établir

une réglementation adéquate pour limiter leur utilisation et leur rejet si le cas est nécessaire.

Beaucoup d’études sur la toxicité des nanoparticules ont été effectuées sans pour autant
caractériser 1’état des nanoparticules une fois dans le milieu *. Une problématique des
nanomatériaux est que leur comportement varie beaucoup selon le milieu dans lequel ils se
retrouvent. En ayant plus d’information sur ce comportement une fois relachées dans des
conditions controlées, il sera ensuite possible d’estimer quelle(s) forme(s) peuvent

potentiellement étre problématique(s) aupres des organismes vivants.

1.1. Préoccupation environnementale

5

L’argent, qui est un antibiotique connu depuis des siecles °, est le matériel le plus

utilisé en terme de quantité de produits a base de nanoparticule *. 1l est donc probable de
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retrouver cet ¢lément en concentration grandissante dans 1’environnement. Les nanoparticules

d’argent sont surtout utilisées dans les produits domestiques a cause de leurs propriétés
imicrobi 56 p le, 1 la pei 1 de plastique, la pate a d

antimicrobiennes > °. Par exemple, les savons, la peinture, les pots de plastique, la pate a dent,

les onguents, etc > 8

sont des produits a usage domestique susceptibles de contenir des
nanoparticules d’argent. En raison de ces sources de contamination, les nanoparticules
d’argent vont se retrouver dans l’environnement en passant a travers les systémes de
traitement des eaux usées, ou ils pourraient étre concentrés. En effet, une étude a été effectuée
en Allemagne sur les eaux usées provenant de neuf usines d’épuration. Cette étude a quantifié
I’argent nanoparticulaire a 1’entrée de la station ainsi qu’a la sortie de 1’étape du traitement
mécanique et biologique °. Deux méthodes analytiques différentes ont été utilisées, soit la
chromatographie a résine échangeuse d’ions et I’exclusion par nuage de points (« cloud point
extraction »). La quantification a été effectuée aprés chaque étape du traitement afin de savoir
quelle proportion de nanoparticules d’argent restait en suspension. Dans les affluents, il y avait
une concentration inférieure a 1,5 ug L™! de nAg. Apreés le traitement physique, seulement 35%
de cette concentration a été extraite tandis que le traitement biologique a extrait 95% de la
concentration restante. Ainsi, a la sortie du traitement biologique, la concentration en nAg
descendait a moins de 1,5 ng L'\ Les conclusions de cette étude étaient que le rejet des nAg
n’était pas un probleme de grande envergure puisqu’en calculant la quantité totale de
nanoparticules d’argent relarguée par jour, celle-ci était seulement de 4,4 g jour! pour les
520 000 tonnes d’eaux passant par ces usines. Cependant, c’est loin d’étre toutes les
municipalités qui possedent des traitements biologiques pour les usines d’épuration et il faut
se rappeler que seulement 35% des nAg sont extraites avec le traitement mécanique. De
méme, certaines municipalités n’ont pas la capacité de traiter toutes les eaux usées qu’elles
recoivent et ainsi, I’excédent est directement rejeté dans 1’effluent. Il est donc probable que la
concentration de ces nanoparticules soit plus €levée dans certaines régions du monde (selon le
traitement) et que globalement, il y aura une augmentation dans 1’utilisation de ces matériaux

avec les années °.
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1.2. Homoagglomération

La mobilité des nanomatériaux est beaucoup influencée par la taille. Aussi, plus les
nanoparticules sont de petites tailles, plus leurs propriétés de surface deviennent importantes.
En effet, leur ratio surface/masse augmente lorsque la taille diminue. Par exemple, pour une
nanoparticule de 3 nm de diameétre, environ 50% de ses atomes sont a la surface tandis que
pour une nanoparticule de 30 nm, seulement 5% de ses atomes sont a la surface '°. Donc, les
interactions de surface et leur charge électrique vont fortement influencer la stabilité¢ des

petites nanoparticules '

L’agglomération correspond a un état instable des particules en suspension. La
premicére étape de I’agglomération est la formation de doublets de particule qui engendre par la
suite de plus gros agglomérats 2. Lorsque les agglomérats formés sont trop dense et que le
mouvement brownien n’est plus assez fort pour maintenir les particules en suspension, il y
aura sédimentation. Il est intéressant de suivre ’agglomération des nanoparticules afin
d’obtenir de I’information a propos de leur stabilité selon différentes conditions.
L’agglomération des nanoparticules joue un rdle clé au niveau de leur biodisponibilité ainsi
que de leur mobilit¢é. En formant des entités avec de faibles coefficients de diffusion,
I’agglomération diminue la toxicit¢ en diminuant la quantit¢ de nanoparticules qui sont en
contact avec I’organisme !°. En contraste, la dissolution des nanoparticules aurait pour effet
d’augmenter la dispersion et aussi la disponibilit¢ des nanomatériaux avec leurs produits de

dissolution envers les microorganismes 4.

Le suivi de la taille des nanoparticules permet d’obtenir des informations sur leur
agglomération et dissolution en fonction de conditions environnementales variables telles que
la concentration en ion Na* ou Ca?’, la présence de matiére organique, ou la présence de
lumiére, etc. En ce qui concerne les études sur les systémes colloidaux, la grande majorité
porte sur ’agglomération d’un seul type de nanoparticules, ou I’homoagglomération '3, Ces
¢tudes ont généralement pour objectif d’observer les effets du milieu et de la nature des
nanoparticules sur leur vitesse d’agglomération. Une forte majorit¢é des études

d’homoagglomération ont été effectuées a des fortes concentrations (i.e. mg L'l-g L').
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Malgré les concentrations élevées utilisées dans les études d’homoagglomération des
nanoparticules d’argent, de nombreux résultats pertinents ont pu étre obtenus au cours des
derniéres années. Par exemple, certains enrobages, comme le citrate, semblent limiter
I’agglomération tandis que d’autres (polyvinylpyrrolidone (PVP), acide polyacrylique (PAA),
etc.) limitent non seulement 1’agglomération mais préviennent aussi la dissolution des

nanoparticules d’argent '% 16 1% 20 Quelque unes de ces études'® "’

ont comparés leur valeur
expérimentale de concentration critique d’agglomération (CCC) avec la théorie de Derjaguin,
Landau, Verwey et Overbeek (DLVO) !> 2!, Cette théorie est basée sur I’hypothése que la
force totale entre les particules est obtenue en additionnant les forces van der Waals pour des
courtes distances avec les forces électriques de la double couche a longue distance 2> %,
Cependant, ce modele ne tient pas compte des hétérogénéités du milieu tel que la
polydispersité des particules présentes ni de la répartition de charge inhomogene a la surface
de ces particules réelles 2. De plus, les interactions hydrophobes intégrées dans la théorie
DLVO sont sous-estimées puisque 1’agglomération observée réellement est plus importante
que celle donnée par ce modéle 22. Aussi, les forces de répulsion stérique ne s’appliquent pas
seulement aux enrobages a base de composés organiques. Une étude a montré qu’il pouvait y
avoir formation d’un gel d’acide silicique a la surface de la silice. Ce qui engendrait de la

répulsion stérique n’étant pas inclue par la théorie DLVO %,

En ce qui concerne les travaux sur ’homoagglomération des nanoparticules, la plupart
des systemes étudiés n’étaient pas représentatifs d’un milieu environnemental. Par exemple,
les concentrations de nanoparticules utilisées pour effectuer ces analyses étaient souvent de
’ordre de grandeur des mg L', alors que les concentrations retrouvées dans I’environnement
sont beaucoup plus prés des pg L' soit au moins mille fois plus faibles que ce qui a été étudié.
De plus, dans I’environnement, d’autres particules naturelles ou des colloides de la maticre

t25

organique naturelle sont aussi présent 2>, souvent a des concentrations de ’ordre du mg L' a

des centaines de mg L 1420,
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Figure 1. Schéma des différentes spéciations et mobilité des nAg en eaux douces.

La figurel montre différents comportements qui sont possibles apres 1’introduction des
nanoparticules d’argent dans l’environnement. Il est fort probable que plusieurs des
comportements montrés dans la figure ci-dessus surviennent simultanément. En plus de
I’homoagglomération (A dans la figure 1), les réactions de complexation (i.e. sa spéciation
chimique, C dans la figure 1) 2% 2?7 peuvent fortement influencer la dissolution des
nanoparticules (en déplagant 1’équilibre vers des especes solubles). De plus, il y a relativement
peu d’auteurs qui ont étudié¢ 1’hétéroagglomération de nanoparticules (B dans la figure 1).
Bref, il reste de nombreuses questions sans réponse a propos du comportement des
nanoparticules une fois relachées dans 1I’environnement et leurs propriétés antimicrobiennes

pourraient occasionner des problémes pour certaines espéces aquatiques.

1.3. Hétéroagglomération

Plusieurs colloides et particules sont présents de maniére naturelle dans les

environnements aquatiques. Ces particules naturelles peuvent étre regroupées en trois groupes
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distincts. Le premier groupe correspond aux colloides inorganiques compactes qui proviennent
généralement de 1’érosion des sols et sont constitués des argiles ou des oxydes métalliques. Le
deuxieéme groupe correspond aux biopolymeéres, souvent des macromolécules larges et rigides,
tandis que le troisiéme groupe correspond a la matiére organique dissoute telles que les

28 11 devient alors trés pertinent de vérifier les

substances humiques et leurs dérivés
interactions possibles des nanoparticules avec ces trois groupes de colloides qui risquent de se
retrouver a des concentrations beaucoup plus élevées que celles des nanoparticules. La figure
2 montre I’ordre de grandeur de la concentration des colloides inorganiques selon chaque type

d’environnement aquatique.
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Figure 2. Concentration de particules dans les différents types d’eau %°.

Les eaux des estuaires et des rivieres sont celles dont la concentration de particules en
suspension est la plus élevée. La concentration montrée sur la figure correspond au groupe de
colloides inorganiques compactes qui proviennent de 1’érosion ?°. Leur concentration en
particules dans I’eau est contrdlée par les organismes qui y vivent et aussi par la concentration

en ions.

L’hétéroagglomération correspond a 1’agglomération d’une nanoparticule avec au

moins une particule d’une autre espece. C’est seulement au cours des derni€res années que les

13, 30-39 L’

quelques études sur 1’hétéroagglomération sont apparues innovation de nouvelles
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techniques ainsi que 1’¢laboration de logiciels de traitement de données plus efficaces ont

rendu possible 1’¢tude de 1’hétéroagglomération.

La plupart de ces études utilisait comme instrument la diffusion de la lumiére
dynamique (DLS). A I’aide du DLS, la constante de vitesse d’hétéroagglomération peut étre
comparée avec celle de I’homoagglomération. Dans les études d’hétéroagglomération,
I’homoagglomération sert de controle. L’inconvénient d’utiliser la diffusion de la lumiére
dynamique (DLS) est que cette technique limite la concentration utilisée a des concentrations
supérieures a environ 1 mg L, ce qui a pour effet que la plupart des études portant sur
I’hétéroagglomération de nanoparticules ont ¢été effectué dans des conditions peu
représentatives d’un milieu environnemental ' 27> 231 Rappelons que les résultats dans les

eaux usées montrent plutdt une concentration de nanoparticules dans les pg L™ et moins °.

30, 32

D’autres études ont utilisé des nanoparticules de charge opposée , alors que les particules

organiques et inorganiques dans les systémes aquatiques sont typiquement chargées

t 28, Néanmoins, ces études ont observé une différence entre I’homoagglomération

négativemen
et I’hétéroagglomération. Il est donc possible qu’une différence puisse aussi étre observée a

faible concentration de nanoparticules en présence de colloides naturels.

Par exemple, une étude a récemment démontré que I’hétéroagglomération diminuait
Iactivité antimicrobienne des nanoparticules d’argent *!. En effet, Khanh An Huynh et ses

collégues !

ont conclu que la présence d’hétéroagglomération limitait [’accés aux nAg
jusqu’aux bactéries ainsi, la croissance de celles-ci n’était presque pas affectée. D’autres
¢tudes ont comparé le comportement d’agglomération des nanoparticules en absence et en
présence d’autres particules et ont conclu qu’il y avait bien une différence significative entre
I’homoagglomération et 1’hétéroagglomération. Cependant, cette différence n’était parfois pas
constante. Par exemple, dans I’étude d’ Afrooz et ses collegues, ils ont remarqué deux types de
comportement en observant 1’agglomération de nanospheres d’or en présence de nanotubes de
carbone a paroi unique modifiés avec de I’acide pluronique !°. Le premier se produisait a
faible force ionique, la présence de nanotubes de carbone influengait la distance
interparticulaire ce qui limitait 1’agglomération des nanospheres d’or. Le deuxieme

comportement se produisait a forte force ionique. Au niveau de la structure, les nanotubes de

carbone sont un bon mod¢le pour les polysaccarides aquatiques qui font partie du groupe de
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colloides correspondant aux biopolyméres larges et rigides 2%. Une autre étude a vérifié I’effet
du ratio de concentration de nanoparticules avec la concentration de nanotubes de carbone °.
Un effet similaire au précédent article a été observé. C’est-a-dire que les deux types de
comportement observés €taient encore présents. La concentration en nanoparticules est restée
constante pendant toute la durée de I’étude tandis qu’en augmentant la concentration en
nanotubes de carbone, une augmentation de [I’hétéroagglomération par rapport a
I’homoagglomération a été observée. Ce phénomene était di a la limitation de la diffusion des
nanoparticules en solution a cause de 1’augmentation du nombre de sites d’interaction en
présence des nanotubes. D’autres études sur I’hétéroagglomération ont comparé leurs
observations avec la théorie DLVO “* 4!, Lors de ces comparaisons, les observations étaient

souvent contradictoires avec ce modéele.

Les principales conclusions des études précédentes étaient que 1’hétéroagglomération
avait pour effet de controler le transport des nanoparticules dans 1’environnement. Ainsi, les
modeles de transport reliés aux colloides naturels pourraient étre utiles dans la prédiction du

t 373 Etant donné que la

sort et transport de ces nanoparticules dans 1’environnemen
concentration des trois sous-groupes de colloides naturels dans I’eau est un facteur
déterminant, I’étude de 1I’hétéroagglomération devrait étre un sujet prioritaire au niveau du
destin des nanoparticules une fois relachées dans I’environnement. Il devient de plus en plus
avantageux d’effectuer ce type d’étude grace a I’amélioration des techniques de caractérisation
qui permettent maintenant de séparer le signal des nanoparticules avec le reste de la matrice.
Cependant, les interactions entre les nanoparticules et les colloides naturels vont étre beaucoup
influencées par la composition chimique des nanoparticules, y compris leur enrobage puisque

c’est la surface des nanoparticules qui détermine I’étendu de I’interaction des particules avec

d’autres surfaces, y compris les surfaces des colloides naturels.

1.4. Objectifs

Les objectifs du projet étaient de mieux comprendre les processus

d’hétéroagglomération des nanoparticules d’argent dans des conditions représentatives de
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I’environnement naturel (voir la figure 3). Les étapes majeures effectuées dans ce travail

consistaient a :

e Marquer de manic¢re covalente les nanoparticules a une molécule fluorescente afin de
permettre leur détection dans des conditions relativement complexes et a faible

concentration en nanoparticules.

e S’assurer que ce marquage covalent n’a pas affecté les propriétés d’origine des

nanoparticules, soit principalement la taille et la charge a la surface de celles-ci.

e Déterminer une concentration de ces nanoparticules marquées pour laquelle la détection
dans un milieu complexe ne pose pas de probléme tout en étant le plus prés possible des

concentrations réelles de ce contaminant retrouvées dans I’environnement (de 1’ordre des
-1
ngL7).

e FEtudier I’homoagglomération ainsi que I’hétérocoagulation des nanoparticules d’argent en
présence de colloides naturels (SiO; et argiles colloidaux) afin de mieux comprendre le

destin des nanoparticules dans les eaux naturelles.

Le projet focalise beaucoup sur 1I’hétéroagglomération des nanoparticules d’argent
avec des colloides naturels puisque ceux-ci représentent une majeure partie des particules

présentes dans I’environnement.

wtion/ .
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Figure 3. Schéma de 1'hétéroagglomération des nAg en milieu aquatique.
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Chapitre 2 : Théorie

2.1. Stabilisation des nanoparticules d’Ag

Le mouvement brownien résulte de 1’énergie thermique des particules et est manifesté
par une série de mouvements irréguliers engendrée par la collision des molécules de solvant
avec la nanoparticule. Dans ce cas, le phénoméne de diffusion correspond au résultat de la
somme des mouvements irréguliers. De maniére générale, les nanoparticules sont tellement
petites que leur mouvement brownien est suffisant pour les garder en suspension, i.e. leur
mouvement brownien est plus important que les forces de sédimentation ', Cependant, les
conditions du milieu peuvent avoir un impact majeur sur leur agglomération, ce qui peut
mener a la sédimentation. Par exemple, dans les eaux naturelles, puisque la plupart des
colloides en suspension et des nanoparticules sont chargés négativement, il devrait y avoir
répulsion (électrostatique) qui aura pour effet de diminuer 1’agglomération 28, Une particule
sédimente lorsque sa taille (ou celle de ses agglomérats) est trop élevée pour que le

mouvement brownien puisse la garder en suspension.

Il existe plusieurs facons de stabiliser les nanoparticules. Par exemple, dans cette étude,
le citrate et 1’acide polyacrylique étaient utilisés pour modifier la surface du nAg. La figure 4
montre les deux types de stabilisation qui pourrait résulter de 1’ajout de ces deux molécules.
La figure de gauche montre deux nanoparticules de charge négative ainsi que leur double
couche ¢électrique (charge de surface négative et charge accumulée dans la couche de Debye).
Souvent, la répulsion électrostatique sera suffisante pour stabiliser le systéme colloidal,
cependant, dans plusieurs eaux, la charge négative a la surface des nanoparticules peut étre
¢crantée par la présence de cations. Il va de soi que plus la concentration en cations (i.e. force
ionique) est ¢€levée, plus la charge globale est écrantée, ce qui minimise la répulsion
¢lectrostatique et pourrait faciliter 1’agglomération. Dans le cadre de nos expériences,
certaines nanoparticules ont été stabilisées par I’adsorption de citrate qui augmente la charge

négative des particules. La partie droite de la figure montre des nanoparticules stabilisées a

10
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I’aide de longues chaines de polymeéres. Celles-ci réduisent la possibilité d’agglomération en
augmentant 1’énergie requise au rapprochement des nanoparticules (stabilisation stérique) tout

en augmentant la répulsion électrostatique lorsque ces chaines sont chargées.

electrical double-layer Stabilizing compound

il \ Q"

t \ R

Figure 4. Stabilisation des nanoparticules.

La modification des nanoparticules utilisées dans cette étude a un effet majeur sur leur
stabilité. Par ailleurs, certains enrobages servent non seulement a prévenir 1’agglomération,
mais aussi a limiter la dissolution et la toxicité des nanoparticules 2°. La charge a la surface de
la nanoparticule et la protonation de ces molécules varient selon le pH. Pour 1’acide
polyacrylique, le pKa est de 4,3 ** ce qui implique que lorsque le pH est a 4,3, la moitié des
groupements carboxyles sont chargés négativement (figure 5). L’acide polyacrylique des
nanoparticules d’argent forme une capsule de polymere hautement négative ou 1’argent est
emprisonné au centre de cette capsule. Puisqu’il est assez rare que le pH descende sous 4,3
dans D’environnement, il est trés probable que ces nanoparticules soient chargées

majoritairement négatives dans la plupart des conditions environnementales d’intérét.

©
(0] OH O O

I~ I~
n

=

Figure 5. Equilibre chimique de 1’acide polyacrylique.
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I1 est aussi possible de stabiliser les nanoparticules avec le citrate (figure 6) qui posséde
trois valeurs de pKa: 3,14; 4,76 et 6,40 **. Le citrate est un enrobage labile, c’est-a-dire qu’il
n’est pas li¢ de maniére covalente au noyau d’argent, il est adsorbé a la surface des nAg. De
cette maniére, il peut étre considéré comme un agent stabilisant plutdét qu’un enrobage a cause
des cycles d’adsorption-désorption. A cause de ces cycles, lorsque les nAg-cit sont diluées a
de trés faibles concentrations (< 1 mg L), il est plus probable que le citrate se dissocie

majoritairement de la surface des nanoparticules.

0 OH O 0 OH O O OH O O OH O
=~ ~ 0~ 0o S
HO OH HO 3 OH HO 3 0 O 3 0)
@) OH ) 0 0 (@) 0 (@)

Figure 6. Equilibre chimique du citrate.

Non seulement le pH du milieu influence la charge globale des nanoparticules, mais il
peut aussi avoir un impact direct sur leur agglomération. Le pH affecte de maniére différente
le comportement des nanoparticules en solution. Pour les oxydes, la protonation de la surface
peut neutraliser ou méme inverser la charge de surface. Pour des surfaces qui peuvent étre
protonées, la réduction de charge qui en résulte aura aussi pour effet d’augmenter les
interactions interparticulaires, augmentant ainsi 1’agglomération. Plusieurs études ont
démontré que 1’agglomération des nanoparticules d’argent augmentait lorsque le pH devenait
plus acide '°. Ceci dit, ces études sont souvent difficiles a interpréter puisque la dissolution des
nAg augmente aussi en pH acide. En effet, il est connu que la dissolution de la plupart des
métaux augmente lorsque que la valeur du pH diminue. Comme pour la force ionique, les ions
H" pourraient aussi écranter la charge a la surface des nanoparticules, ce qui limite la répulsion
électrostatique et augmente 1’agglomération. Typiquement, 1’effet du pH sur la dissolution des

nanoparticules est plus important que I’effet sur leur agglomération.

Dans les eaux naturelles douces, on retrouve une variété de cations dont le sodium, le
potassium, le magnésium et le calcium (voir tableau 3). A méme concentration, les cations
divalents seront plus efficaces pour écranter la charge a la surface des nanoparticules. Dans

I’environnement, le calcium est le cation majoritairement responsable de I’écrantage de la

12
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charge globale des colloides naturels a cause de sa divalence et de sa concentration en eaux
douces %°. Par souci de reproduire des conditions environnementales, le calcium a été choisi

comme cation pour effectuer les expériences d’agglomération des nanoparticules d’argent.

Souvent, lorsque des nanoparticules sont en présence de matiére organique naturelle,
celle-ci prévient généralement 1’agglomération des nanoparticules en augmentant la distance
interparticulaire ou la répulsion électrostatique ce qui va limiter les collisions entre
nanoparticules. L’augmentation de la stabilit¢ des nanoparticules en solution résulte en une

augmentation de leur mobilité dans les milieux aquatiques '” 3.

2.2. Méthodes de caractérisation des nanoparticules

2.2.1. Introduction

L’innovation de techniques permettant 1’étude des nanoparticules est un sujet
d’actualité. Certaines techniques comme la diffusion de la lumiére dynamique ou la
microscopie ¢électronique en transmission ont fait leur preuve dans ce domaine. Cependant, ces
techniques nécessitent souvent de trop grandes concentrations ou modifient les propriétés de
I’échantillon, ce qui limite leur importance pour les ¢études appliquées en milieu
environnemental. Il est toujours préférable de combiner I'utilisation de plusieurs techniques
lors des analyses afin d’obtenir une meilleure compréhension des phénoménes observés 4. La
plupart des méthodes, pour un méme échantillon, peuvent fournir des informations
complémentaires puisqu’elles se basent sur des propriétés différentes lors de 1’analyse.
Différentes techniques d’analyse sont présentées a la figure 7 selon le domaine de tailles
appropriées pour les différentes nanoparticules. Non seulement les techniques d’analyse de
nanoparticules ont des limites de concentration a respecter pour assurer une bonne mesure,
mais il faut aussi s’assurer que la taille des nanoparticules soit dans un domaine raisonnable

vis-a-vis de la méthode analytique.

13
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Figure 7. Techniques d'analyse avec leur domaine de taille respectif 2.

Dans ce travail, les méthodes qui ont été utilisées pour la caractérisation des
nanoparticules d’argent possédaient un atout majeur, celui-ci était qu’elles permettent de
séparer le signal de la nanoparticule du reste de la matrice et ainsi, faciliter la caractérisation
des nanomatériaux. Les trois principales méthodes de caractérisation utilisées dans ce travail
¢taient la spectroscopie de corrélation par fluorescence qui mesure la taille a 1’aide du
coefficient de diffusion; 1’ultracentrifugation analytique qui sert a obtenir la taille des
nanoparticules en fonction de leur coefficient de sédimentation; et la microscopie en champ
sombre avec imagerie hyperspectrale qui permet de vérifier les interactions entre les

particules.

2.2.2. Spectroscopie de corrélation par fluorescence (FCS)

La spectroscopie de corrélation par fluorescence se base sur I’analyse des fluctuations
d’intensité de fluorescence. Elle permet 1’analyse de molécules uniques a travers un petit
volume défini par un microscope confocal (volume confocal) ' 4. Les sources d’excitation

laser passent a travers plusieurs lentilles et filtres avant d’atteindre 1’objectif ou ils sont

14



340  focalisés pour former le volume confocal au niveau de 1’échantillon. C’est a cet endroit que les

341  mesures de FCS auront lieu (voir la figure 8).
Volume —% Echantillon
confocal == Objectif

Filtre Faisceau
d’excitation | d’excitation

r'. * Miroi
. r Miroir
M-- uh’”l’i ! dichroique

T Filtre
 d’émission Ordinateur
| |I
II II
|
| s I i .
\*\::{f—'— S ﬂ __-1=+APD }— Corrélation ‘
342 Pinhole
343 Figure 8. Schéma de fonctionnement du microscope confocal !
344
345 Lorsque le composé a analyser (fluorescent) passe a travers le volume confocal, il est

346  excité avec un des lasers du microscope (figure 9A). Ensuite, I’émission fluorescente de la
347  molécule ou de la nanoparticule sera détectée apres avoir repassé par le miroir dichroique pour
348 atteindre le photomultiplicateur (ADP). L’émission fluorescente est suivie en fonction du
349  temps et les temps de diffusion sont obtenus a partir de 1’autocorrélation dans les fluctuations
350  de fluorescence. Comme la technique est utilisée avec de petits nombres de particules, lorsque
351 la fluorescence dépasse la moyenne pour un temps donné, ceci indique qu’une particule est
352 passée a travers le volume confocal. Cette information est montrée a la figure 9B. La courbe

353  d’autocorrélation est par la suite construite a partir de ces informations.
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Figure 9. (A) Emission de photons par des nanoparticules marquées a l'intérieur du volume
confocal; (B) Fluctuation d'intensité de fluorescence par rapport a la moyenne; (C) Courbe

d'autocorrélation obtenue a partir des fluctuations d'intensité !

La fonction d’autocorrélation, G(z), se traduit par 1’équation suivante :

(SF(t)XSF(t+T7))
= 1
¢@ e )

Ou F(t) représente le signal de fluorescence au temps ¢, <F(#)> représente la valeur

moyenne d’intensit¢ de fluorescence tandis que OJF(t) correspond a la fluctuation de
fluorescence au temps ¢ et est décrit comme :
6F(t) = F(t) — (F(t)) @
La fonction d’autocorrélation montrée a la figure 9C est obtenue en combinant les
équations 1 et 2. A partir de cette fonction, il est possible de déterminer le coefficient de

diffusion des nanoparticules avec 1’aide d’un mod¢le Gaussian 3D :

-(v1)3

G(T) = (n\/_wOZO(C)) 4DT \/TDT [w Zo 1+4DZT 1+4_[;T (3)
z§

Zo
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Ou wy représente la largeur du volume confocal, zyp représente la hauteur du volume
confocal, 7 représente le temps de retard, <C> représente la concentration moyenne, D
représente le coefficient de diffusion et V représente le volume confocal.

Une fois le coefficient de diffusion calculé, la taille moyenne des nanoparticules a été
déterminée a I’aide de 1’équation de Stokes-Einstein (équation 4) en supposant que celles-ci

soient sphériques.

kT

dy = 3D 4)

Ou dpy représente le diametre hydrodynamique, & est la constante de Boltzmann, T
correspond a la température en Kelvin, # représente la viscosité du milieu et D représente le
coefficient de diffusion.

Cette équation permet d’obtenir la valeur moyenne de taille de toutes les
nanoparticules qui ont passées a travers le volume confocal lors de I’acquisition '* 45,
Cependant, cette technique requieére beaucoup de mesures afin d’obtenir une moyenne
représentative principalement di au fait que la technique analyse un trés faible volume afin de

mesurer quelques particules a la fois. Des temps d’acquisition de 100 s permettent d’obtenir

un coefficient de diffusion qui est moyenné sur a peu pres 2200 particules par échantillon.

Frequency

L ]

Particles size

Figure 10. Distribution de taille ayant deux modes.

Cependant, 1’équation utilisée pour analyser la fonction d’autocorrélation ne permet

pas d’obtenir la distribution compléte de la gamme de taille des nanoparticules d’un
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¢chantillon mais plutot une taille moyenne. Le logiciel permet néanmoins 1’étude en supposant
que deux espéces sont présentes. Ainsi, il est possible d’identifier des distributions bimodales
comme le montre la figure 10. Dans ce cas, les deux tailles obtenues correspondent a une
composante majeure et une autre mineure. Ainsi, il est possible d’observer le comportement
de la plus faible portion des nanoparticules qui n’apparait pas lorsque les analyses sont
effectuées en tenant compte de 1’espece majoritaire seulement. Ce type d’analyse fournit des
informations supplémentaires sur les plus gros agrégats ou hétéroagrégats qui se produisent
plus rarement.

Globalement, la méthode FCS est trés bien adaptée au niveau de [’étude
d’hétéroagglomération. Cependant, les nanoparticules d’intérét doivent étre préalablement
marquées avec un marqueur fluorescent afin de faciliter leur détection. Le marquage ne doit
pas trop altérer les propriétés d’origine des nanoparticules puisque 1’objectif est de mieux
comprendre la nature de la nanoparticule non-marquée. Ainsi, si le marquage modifie ces
propriétés, 1’étude perd de sa pertinence. Ceci dit, en mesurant la mobilité électrophorétique et
la distribution de taille des nanoparticules avant et aprés marquage, il est possible de vérifier
I’impact qu’a eu le marquage sur les propriétés d’origine des nanoparticules. De méme,
lorsqu’il y a présence de matiére organique naturelle dans 1’échantillon, le signal fluorescent
des nanoparticules peut étre confondu avec celui provenant de la maticre organique

fluorescente, ce qui pourrait engendrer de fausses interprétations.

2.2.3. Ultracentrifugation analytique (AUC)

Dans I'ultracentrifugation analytique une force de centrifugation est appliquée sur les
particules en suspension, ce qui a pour objectif de forcer la sédimentation des nanoparticules.
Leur progression vers le bas de la cellule d’analyse est suivie en effectuant des mesures sur
une période de temps donné. Cette technique a ¢été¢ développée initialement a des fins
biomédicales. Le but était de séparer des protéines selon leur taille. Cependant, celle-ci s’avere
trés utile dans la caractérisation de nanomatériaux *’ et surtout pour obtenir la distribution de
taille des nanoparticules. Pour [’utiliser, il faut cependant que leur concentration soit
suffisamment ¢€levée afin qu’elles soient détectées pendant leur sédimentation. Par ailleurs, la

vitesse de rotation du rotor doit étre optimisée selon la densité et la taille moyenne des
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nanomatériaux étudiés. Cette technique ne nécessite pas d’étalonnage; les tailles peuvent étre
calculées selon des considérations théoriques.

Expérimentalement, les mouvements de convection et les forces électrostatiques
doivent étre négligeables et seulement la force centrifuge peut contribuer a la sédimentation
des particules. Chaque cellule d’échantillon est divisée en deux compartiments dont un
contient le solvant uniquement et I’autre contient 1’échantillon. Lorsque le rotor commence sa
rotation a grande vitesse, il y a une réorganisation des molécules de solvant (solvent meniscus)
et la sédimentation des nanoparticules est observable une fois que le solvant est stabilisé. Le
compartiment contenait seulement le solvant est donc utilis¢é comme référence jusqu’a la
stabilisation du solvant *’. Par exemple, la figure 11 montre un profil de sédimentation de
’ultracentrifugation analytique. Le détecteur observe la sédimentation des particules dans
I’échantillon. Les plus grosses particules sédimentent avant les plus petites (figure 12). Il y a
une diminution de 1’absorption au fil du temps due a la diminution de la concentration de
particules en suspension pendant I’analyse. A partir du profil, il est possible de déterminer le

coefficient de sédimentation pour la distribution de nanoparticules dans 1’échantillon.

Time 1 Time 2 Time 3 Time 4

| | l J

Gravity

Meniscus

62 63 6.4 65 66 67 68 69 7
Radial Position [em)

Figure 11. Profil de sédimentation de l'ultracentrifugation analytique *®.

u
S=o O
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Ou s représente le coefficient de sédimentation, u représente la vitesse de
sédimentation, w’r représente 1’accélération centrifuge.

Le coefficient de sédimentation est obtenu a I’aide de 1’équation 5. Le graphique
obtenu montre une distribution des coefficients de sédimentation en fonction de la fréquence
de population mesurée pendant les scans *’. En connaissant la densité de I’espéce analysée, il

est possible d’en déduire la taille a I’aide de 1’équation de Stokes-equivalent (6) .

_ 18ngs
dH B \] (pp _ps) ©)

Ou dpy correspond au diamétre hydrodynamique, 7, représente la viscosité du solvant, s
correspond au coefficient de sédimentation, p, représente la densité de particule et p;
représente la densité du solvant.

A partir de cette équation, il est possible d’obtenir la distribution en fonction de la taille
des nanoparticules **. La vitesse de rotation de la méthode est un facteur trés important. Si la
vitesse est trop lente, les plus petites nanoparticules n’arriveront pas a sédimenter tandis que si
la vitesse est trop rapide, les plus grosses nanoparticules ne pourront pas étre observées. Donc,
trouver la bonne vitesse de rotation est un critére essentiel a I’optimisation de cette technique.
Celle-ci n’est pas supposée affecter la taille moyenne des nanoparticules, mais il est probable
que celle-ci varie di a la sédimentation trop rapide de grosses particules lorsque la vitesse est

trop rapide ou a I’absence de sédimentation des petites nanoparticules si celle-ci est trop lente.

Figure 12. Schéma de sédimentation de l'ultracentrifugation analytique.
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Il existe trois techniques de détection avec cet instrument : la détection par absorbance,
la détection par interférence et la détection par fluorescence. Pour les nanoparticules d’argent
marquées, les trois méthodes ont été utilisées afin de s’assurer que les résultats obtenus étaient
représentatifs. Le détecteur d’absorption peut étre utilisé entre 200 et 800 nm. Le détecteur par
interférence Rayleigh fonctionne avec la variation de I’indice de réfraction et le détecteur de

fluorescence utilise un laser a 488 nm comme longueur d’onde d’excitation.

2.2.4. Microscopie en champs sombre avec imagerie hyperspectrale
(Cytoviva)

La microscopie conventionnelle (en champ claire) se fonde sur le principe que la
lumicre passante a travers 1’échantillon doit étre modifiée suffisamment afin d’étre capable
d’avoir une interférence destructive ou étre absorbée, ce qui a pour effet de produire un
contraste. Par conséquent, si I’indice de réfraction de I’échantillon est trop semblable a celui
du milieu environnant ou qu’il n’absorbe pas, celui-ci ne sera pas observable °!. L’objectif de
la microscopie en champ sombre est donc de diminuer voir retirer la luminosit¢ du milieu
environnant afin d’augmenter I’apport de contraste provenant de 1’échantillon. Ceci est
comparable a essayer d’observer les étoiles en plein jour au lieu de durant la nuit. Il est
beaucoup plus efficace d’observer des échantillons a faible intensité lumineuse et ayant de
faibles concentrations. Le principe de la méthode est de mesurer la lumiere qui est diffractée,
reflétée, réfractée ou méme provenant de source lumineuse trés faible °2. Le condenseur du
microscope en champ sombre est I’élément clé. La figure 13 montre cette partie de
I’instrument. Le miroir convexe pres de la source permet de dévier la lumiere transmise avec
un angle plus grand que ce qui est capté par 1’objectif. Ainsi, seulement la lumicre diffractée
ou diffuse par I’échantillon sera analysée tandis que le milieu environnant apparaitra comme
étant noire puisqu’il ne diffuse pas de lumiére. Par conséquent, le contraste et la résolution de

I’échantillon avec le milieu environnant sont de beaucoup augmentgs.
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Figure 13. Condenseur du microscope en champ sombre >.

L’avantage de cette technique est qu’elle permet l’analyse de composantes non-
absorptives et avec des indices de réfraction proche du milieu sans grande perturbation de
’échantillon 2. En somme, cette méthode permet d’observer des échantillons possédant un

faible contraste tout en ayant une bonne résolution 3% >4,

Lorsque la microscopie en champ sombre est combinée avec I’imagerie hyperspectrale,
elle devient un outil vraiment puissant en ce qui a trait a la détection et la caractérisation des
nanomatériaux >°. La partie imagerie hyperspectrale correspond surtout au fait que chaque
pixel de I’image construite contient un spectre complet de réfraction entre 400 et 1000 nm. La
forme, la taille et la composition sont des facteurs qui vont modifier I’aspect de la signature
spectrale. Ainsi, puisque ce spectre est caractéristique d’un type de particules, il est possible
de construire une librairie spectrale et ensuite, effectuer une cartographie de ces particules
présentes dans 1’échantillon. Il est aussi théoriquement possible d’observer les changements de
forme, de taille et de composition a ’aide des spectres de réfraction 3% 3°. Par exemple,
lorsqu’il y a des interactions entre les nanoparticules et les colloides naturels, un changement

dans la signature spectrale peut étre observé a cause du changement de taille et de forme, ce
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qui a pour effet de modifier les propriétés de réfraction des particules. Néanmoins, cette
méthode est plutdt qualitative que quantitative, puisque par toute technique microscopique, il
est difficile de quantifier la concentration des nanoparticules. Sur notre appareil, un pixel sur
I’image représente environ 160 nm tandis que des nanoparticules ayant un diameétre beaucoup
plus petit que cette taille sont toutefois observables parce que la réfraction est plus grande que
la taille des nanoparticules. Par conséquent, plusieurs nanoparticules peuvent se trouver dans

le méme pixel.
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Chapitre 3 : Optimisation des techniques

3.1. Marquage des nanoparticules

Le marquage fluorescent des nanoparticules est essentiel pour permettre leur détection
par FCS. Deux types de marquages sont fréquemment utilisés : le marquage par adsorption et
le marquage covalent. Ces deux techniques possédent des avantages et désavantages
différents. Dans les deux cas, il faut que la méthode soit la moins perturbante possible, surtout

vis-a-vis les propriétés de surfaces (i.e. charge) des nanomatériaux.

3.1.1. Marquage par adsorption

Le marquage par adsorption peut s’avérer trés avantageux lorsque le marqueur
fluorescent posséde une bonne affinité¢ (i.e. valeur de K, Eq. 7) avec la surface de la
nanoparticule. Puisque le marqueur n’est pas li¢ de mani¢re permanente a la surface, les
conditions douces du marquage font en sorte que les propriétés de surface telles que la charge
et ’enrobage ne sont presque pas affectées. Il s’agit seulement de 1’équilibre entre 1’état
adsorbé et I’état en solution *°. Par ailleurs, il est important de tenir compte de cet équilibre
lors du traitement de données, car il peut s’avérer difficile de distinguer le signal de
fluorescence du marqueur lié et non-lié¢ a la nanoparticule. Les concentrations utilisées doivent
étre treés faibles afin de minimiser la proportion de marqueur libre en solution et de minimiser
’effet sur la surface de la nanoparticule.

_ {Ds}
~ [D]{s}

(7)

Dans I’équation 7, la constante de marquage K est définie par le rapport entre le
nombre de sites marqués a la surface des nanoparticules, {D-S}, en fonction de la

concentration de fluorophore, [D], et de la concentration de site de marquage a la surface, {S}.
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Les avantages de la méthode d’adsorption sont qu’elle nécessite trés peu de
manipulation et de préparation de I’échantillon. Cependant, cette méthode de marquage
dépend beaucoup de [D’interaction que peut avoir la molécule fluorescente avec les
nanoparticules. Pour les échantillons qui contiennent plusieurs types de macromolécules ou de
particules, il est trés probable que la molécule fluorescente ait aussi une affinit¢é non
négligeable avec les autres particules présentes. Alors, dans un mélange hétérogene, il sera

difficile de différencier le signal des nAg de celui provenant des autres particules.

Une fagon qui est utilisée afin d’améliorer cette technique de marquage est d’utiliser
deux marqueurs fluorescents qui ont des longueurs d’onde d’excitation et d’émission
différentes afin de permettre la discrimination, par traitement de données, des deux especes.
Ainsi, les deux fluorophores sont excités par deux sources et détectés simultanément par deux
détecteurs différents dans un méme volume d’échantillon . Cette méthode est appelée
corrélation. Elle est plus sensible aux interactions moléculaires et permet d’observer les

particules sur lesquelles les deux marqueurs sont présents >°.

3.1.2. Marquage covalent

Dans le marquage covalent, le marqueur fluorescent est li¢ chimiquement par un lien
covalent a la surface de la nanoparticule. Ce marquage doit étre effectué dans des conditions
de réaction douces afin de limiter les perturbations au niveau de la charge globale et de la
structure de 1’enrobage des nanoparticules. Du fait que le marqueur fluorescent soit
uniquement présent sur les nanoparticules d’argent, il est possible de les introduire dans des

milieux plus complexes sans qu’il y ait dissociation du fluorophore.

Dans ce travail, le marquage covalent a €té privilégié grace aux avantages qu’il procure
au niveau du traitement de données mais surtout grace a la possibilit¢ d’étudier le
comportement des nAg en milieux hétérogénes *°. Deux différents marquages covalents ont
été utilisés puisque les nanoparticules étudiées possédaient des compositions de surface
différentes. Pour les nanoparticules d’argent avec enrobage de citrate, le marqueur a été fixé
directement sur le noyau d’argent en fonctionnalisant d’abord les nanoparticules avec une

faible quantité¢ de cystéamine. Ensuite, la thodamine red™-X (figure 14A) a été ajouté au
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mélange et le groupe carboxyle du réactif fluorescent réagit avec 1’amine des nanoparticules
fonctionnalisées. Pour les nanoparticules d’argent avec enrobage d’acide polyacrylique, le
groupe amide du réactif fluorescent (figure 14B) réagit avec le groupe carboxyle de
I’enrobage. L’objectif est qu’une faible proportion de la surface des nanoparticules ait été
marquée, ainsi la majeure partie de la surface reste intact apres cette étape. Enfin, I’exces de
réactif des deux méthodes de marquage a été retiré a I’aide de plusieurs nettoyages. Les

protocoles marquages covalents seront abordés plus en détail dans le chapitre 5.

)

Figure 14. Structure des réactifs fluorescents (A) rhodamine red™-X (Life Technologies

Inc.); (B) Alexa Fluor® 488 (Life Technologies Inc.).

3.2. Méthode de spectroscopie de corrélation par fluorescence

Tous les échantillons étaient préparés 24 heures avant leur analyse afin de laisser le
temps aux nanoparticules de s’ajuster aux nouvelles conditions imposées. Les paramétres
d’acquisition était les mémes peu importe les nanoparticules. L’instrument utilisé pour
effectuer les mesures FCS était un microscope confocal de type Leica TSC SP5. Le logiciel
servant aux analyses FCS ¢tait ISS Vista Fluorescence Correlation Spectrometer. La fréquence
d’acquisition de données suggérée par le manuel du logiciel était de 100 kHz avec un temps
d’acquisition de 50 secondes. Ce temps d’acquisition a effectivement été utilisé pour
I’étalonnage, mais il a été augmenté a 100 secondes pour les échantillons afin d’analyser un
plus grand nombre de particules. De plus, 10 acquisitions ont été prises pour chaque réplica et

trois réplicas ont été préparés pour chacune des concentrations étudiées. L’étalonnage sert a
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déterminer les dimensions du volume confocal *’. 1l a été effectué a partir de concentrations
connues de rhodamine 123 puisque son coefficient de diffusion est bien documenté dans la
littérature (D= 4,4x10'° m? s!) 37. L’étalonnage était répété aprés chaque série de six

¢chantillons afin de minimiser les fluctuations du volume confocal avec le temps.

Plusieurs molécules fluorescentes ont été utilisées lors du marquage covalent des
nanoparticules, le choix des lasers et leur intensité ont été optimisés de facon a maximiser le
rapport de signal sur bruit. Les nAg-cit étaient marquées avec de la rhodamine red™-X (Life
Technologies Inc.) tandis que les nAg-PAA ont été marqué avec Alexa Fluor® 488 (Life
Technologies Inc.). La figure 14 montre des mesures de fluorescence en deux dimensions qui
ont été effectuées a partir des solutions contenant les nanoparticules d’argent préalablement

marquees.

Longueur d’onde d’excitation (nm)

Longueur d onde d’excitation (nm)

480 500 520 540 560 580 600 450 500 550 600 650
Longueur d’onde d’émission (nm) Longueur d’onde d’émission (nm)

Figure 15. Spectre de fluorescence 2D pour (A) 10 mg L' de nAg-PAA marquées avec Alexa
Fluor® 488 dans I'eau Milli-Q; (B) 1 mg L' de nAg-cit marquées avec rhodamine red™-X
dans I'eau Milli-Q.

En ce qui concerne les nAg-PAA (figure 15A), on constate que le laser de 488 nm est
un bon choix pour obtenir la fluorescence des nanoparticules avec 1’émission correspondant au

canal 1 du détecteur (500 a 530 nm). Pour ce qui est des nAg-cit (figure 15B), le laser qui
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convenait le mieux a leur excitation était celui de 561 nm avec une émission dans le canal 2 du
détecteur (607 a 683 nm). La puissance des lasers a ensuite été optimisée afin de rendre
possible la détection des nanoparticules sans toutefois étre trop élevée et ainsi augmenter le
signal moyen de fluorescence (bruit de fond). Une augmentation du signal moyen aurait pour
effet de limiter la détection des plus petites particules. La puissance a été ajustée a 10% (de 20
mW) pour les nAg-cit puisqu’elles donnaient un fort signal de fluorescence, tandis que pour

les nAg-PAA, le laser utilisé a été ajusté a 50% (65 mW).

La concentration de nanoparticules a aussi un important effet sur la limite de détection
de cette méthode. La concentration en nanoparticules est déterminée par la concentration en
argent total obtenue a I’aide d’une digestion compléte suivis d’une analyse par absorption
atomique. La digestion implique la transformation de 1’argent zérovalent en argent ionique.
Les fonctions d’autocorrélation sont données pour les nAg-PAA marquées a différentes
concentrations en présence de 100 mg L' de SiOx colloidales (figure 16). Sur la figure 16A,B,
on constate que le bruit est assez important, mais il est toujours possible de déterminer la taille
moyenne des nAg-PAA pour des ajouts de 10 ug L' et 25 pg L. Cependant en augmentant la
concentration de nAg-PAA a 50 ug L', le bruit diminue grandement et ainsi facilite de
beaucoup le traitement de données et la fiabilité des résultats. Par la suite, tous les autres
échantillons d’homoagglomération et d’hétéroagglomération ont été préparés en utilisant 50

ug L d’argent.
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Figure 16. Fonction d’autocorrélation des nAg-PAA marquée en présence de 100 mg L' de
SiOs colloidales (A) a 10 ug L' Ag de nAg-PAA; (B) a 25 pg L' Ag de nAg-PAA; (C) a 50
ug L' Ag de nAg-PAA; (D) a 100 pg L' Ag de nAg-PAA.

Justement, dans la figure 17, on voit un exemple ou trop de fluorophores libres €taient
présents en solution. La présence de molécules fluorescentes libres a pour effet d’augmenter la
variabilité des tailles mesurées puisqu’il est difficile de faire la distinction entre le coefficient
de diffusion du fluorophore libre de celui accroché aux nanoparticules. Ainsi, il était
impossible d’observer une tendance dans les résultats puisqu’il avait une combinaison de
fluorophores libres, fluorophores sur les nanoparticules et fluorophores sur les colloides. Une
meilleure purification aprés marquage est absolument nécessaire afin d’utiliser ces particules

pour des études d’hétéroagglomération.
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Figure 17. Agglomération et hétéroagglomération de nAg-cit en absence (cercles gris) ou en
présence de 100 mg L! de SiO; colloidales (figure 17A, carrés bleus) ou particules d’argile
(figure 17B, losanges rouges) a pH 7,0. Les mesures ont été obtenues par FCS sur une grande

gamme de concentration de calcium.

3.3. Méthode d’ultracentrifugation analytique

Cette méthode a été utilisée afin de vérifier la taille des nanoparticules avant et apres le
marquage covalent. L’instrument utilisé lors des mesures d’ultracentrifugation analytique est
le Beckman Coulter ProteomeLab XL-1. Trois méthodes de détection ont été utilisées. La
méthode par interférence ne nécessite pas d’analyses préliminaires tandis que pour la détection
par absorbance et par fluorescence, des spectres d’absorption et d’émission ont été effectués
préalablement sur les nanoparticules d’argent dans le but de confirmer les longueurs d’onde
d’absorption, d’excitation et d’émission. Le programme utilis¢ pour faire le traitement de
données est Sedfit version 14.1. Les échantillons ont été préparés dans 1’eau Milli-Q avec une
concentration connue en nanoparticule variant de 1 4 5 mg L'! Ag. Le compartiment A de la
cellule contenait le solvant soit de 1’eau Milli-Q tandis que le compartiment B contenait
I’échantillon. Les cellules ont par la suite ét¢ pesées afin de bien balancer le contrepoids. La
cellule Beckman a été utilisée comme étalon pour les analyses par interférence et par

absorbance tandis que pour les analyses de fluorescence une cellule standard de fluorescence a
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aussi été utilisée. La densité des nAg-PAA a pu étre estimée a 4,0 g cm™ puisque le fabriquant
indique que la composition des nanoparticules contient 31% d’argent et le reste est de I’acide
polyacrylique tandis que la densité des nAg-cit peut étre estimée a celle correspondant a
I’argent pure soit de 10,5 g cm™ puisque 1’argent compose en majeure partie le volume et la
masse de la nanoparticule. La vitesse de rotation utilisée était de 10 000 RPM (8064%g) afin

de faire sédimenter les plus petites nanoparticules.

3.4. Méthode de microscopie en champ sombre couplée a

I’imagerie hyperspectrale

La microscopie en champ sombre couplée a 1I’imagerie hyperspectrale (CytoViva®) a
été utilisée comme méthode additionnelle a la caractérisation de 1’hétéroagglomération des
nanoparticules d’argent avec les colloides naturels. Une librairie spectrale caractéristique aux
nAg dans les mémes conditions que les échantillons (concentration, pH et force ionique) a été
construite. Tous les échantillons ont été préparés 24 heures avant leur analyse. Les conditions
¢tudiées étaient a des concentrations de calcium de 1 mM ou 50 mM et les solutions étaient
toutes ajustées a pH 7,0. Les concentrations de colloides naturels utilisées étaient les mémes
que pour les analyses au FCS soit de 100 mg L' de SiO» colloidales ou d’argile. Cependant, la
concentration de nanoparticules d’argent a di étre augmentée a 1 mg L' a cause des
limitations de la détection de la méthode. Seules les nAg-cit non-marquées ont pu étre étudiées
a I’aide de cette méthode puisque les nAg-PAA étaient trop petites pour étre détectées par la
méthode. Un objectif avec un grossissement de 100 X a été utilisé lors de ces mesures. Ainsi,
les changements observés au niveau de la signature spectrale peuvent étre attribués a la

présence d’hétéroagglomération.

La figure 18 a été obtenue a partir des nanoparticules d’argent marquées ayant une
importante concentration de fluorophore libre (méme source de nAg que pour la figure 17).
Lorsque le signal de fond de la figure 18A est comparé avec celui de la figure 18B, on observe
que la figure de droite est teintée de rouge tandis que la figure de gauche a un aspect normal

(fond noir). L’utilisation de filtres de longueurs d’onde d’excitation et d’émission a permis
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687  d’observer la fluorescence des marqueurs libres. En somme, ces images confirment les

688  observations obtenues par FCS ci-dessus.

689

690 Figure 18. (A) Analyses HSI a 40 X des nAg-cit marquées avec la rhodamine red-X a 15 mg
691 L!; (B) avec filtres de fluorescence Texas red (longueur d’onde d’excitation : 572 + 23 nm;
692 longueur d’onde d’émission de 600 a 650 nm).

693

32



694

695

696

697

698

699

700

701

702
703

704

705

706

707

708

709

Chapitre 4: Article - Heteroagglomeration of nanosilver

with SiO; and clay

Sébastien Maillette!, Caroline Peyrot!, Tapas K. Purkait>, Muhammad

Igbal?®, Jonathan G.C. Veinot® and Kevin J. Wilkinson!*

'Biophysical Environmental Chemistry Group, Department of Chemistry, University of
Montreal, C.P. 6128 Succursale Centre-ville, Montreal H3C 3J7, Canada

’Department of Chemistry, University of Alberta, Edmonton, Alberta T6G 2G2

*Corresponding author: Phone: +1-514 343 6741; fax: +1-514 343 7586;

KEYWORDS: agglomeration, heteroagglomeration, silver nanoparticle, fluorescence

correlation spectroscopy, darkfield microscopy, hyperspectral imaging

Submitted to: Environmental Science & Technology

33



710

711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725

726

727

4.1. Abstract

Nanomaterials are a class of contaminant that are increasingly found in the natural
environment. Like other contaminants, their environmental risk will depend on their
persistence, mobility, toxicity and bioaccumulation. Each of these parameters is related to
their fate (especially dissolution, agglomeration). The goal of this paper was to understand the
heteroagglomeration of silver nanoparticles in natural waters. Silver nanoparticles (nAg;
polyacrylic acid and citrate stabilized) were covalently labelled with a fluorescent dye and
then mixed with colloidal silicon oxides (Si0O.) and clays. Homo- and heteroagglomeration of
the nAg were initially studied in controlled synthetic waters that were representative of natural
freshwaters (low concentrations of nAg; pH 7.0; ionic strength 10”7 to 10"! M Ca) by following
the sizes of the nAg by fluorescence correlation spectroscopy (FCS). The polyacrylic acid
coated nanosilver was extremely stable under all conditions, including in the presence of other
colloids and at high ionic strengths. On the other hand, the citrate coated nanosilver formed
heteroaggregates in presence of both colloidal SiO2 and clay particles. FCS and enhanced
darkfield microscopy were then used to demonstrate heteroagglomeration of the citrate coated

nAg in a natural (river) water.
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4.2. Introduction

The use of nanomaterials in consumer products is constantly increasing, leading to an
increased environmental risk that is strongly related to their fate (dissolution, agglomeration,
etc.). A number of studies have evaluated the homoagglomeration of nanosilver (nAg) in

1, 14-20

natural waters , providing valuable information on the important factors affecting

nanoparticle stability. Generally speaking, increased ionic strength and/or water hardness will

14, 16, 17, 19

increase agglomeration , organic matter content has been observed to both increase

and decrease agglomeration 7> 1828

and the nature of the particle coating plays a critical role in
particle stability 4 16:1%20 Nevertheless, due to analytical constraints, most studies have been
performed at relatively high particle concentrations, especially when compared to the sub ppb
levels that are expected in natural waters® °. In addition, natural waters contain a large variety
of colloidal particles *® at concentrations that are usually orders of magnitude higher than the
nanoparticles, i.e. from ca. 10 pg L! (marine environments) to 10 g L (rivers) ?°. Since both
agglomeration and dissolution depend upon particle concentration %, it is critical to
understand particle fate for the low concentrations and low nanoparticle: colloid ratios that are
likely to be found in natural waters. Based upon the above, nanoparticles are more likely to
interact with natural colloids or organic matter (i.e. heteroagglomeration) than with other
similar nanoparticles (i.e. homoagglomeration)? 3> 37- 3% 39 'Indeed, it was suggested recently
that the heteroagglomeration of nAg was responsible for a decrease in its microbial activity 3'.
Therefore, the goal of this study was to evaluate the importance of heteroagglomeration in
natural systems by focusing on low nanoparticle to colloid ratios (1:200) and nanoparticle
concentrations that are likely to be typical of natural waters.

Most of the available literature on heteroagglomeration has employed dynamic light
scattering (DLS) and/or transmission electron microscopy (TEM) 3% 31:3% 60 often using fairly
high concentrations of nanoparticles (which will increase particle-particle contacts) and high
nanoparticle: colloid ratios. Emerging techniques such as fluorescence correlation

spectroscopy (FCS) ¢ 61

or enhanced darkfield microscopy with hyperspectral analysis (HSI)
53 offer the possibility of discriminating the nanoparticles with a high sensitivity, even within
relatively complex environmental matrices. In FCS, fluorescence intensity fluctuations are

used to measure the diffusion of labelled molecules or particles through an optically defined
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confocal volume (107° L) 0. Diffusion coefficients are determined by fitting an

1 46, 56, 61 and

experimentally determined autocorrelation function with a 3D Gaussian mode
hydrodynamic diameters are calculated from the diffusion coefficients using the Stokes-
Einstein equation '%46-61-62 Enhanced darkfield microscopy with hyperspectral analysis (HSI)
is a non-invasive technique that measures the light scattered by particles, including
nanoparticles > > ¢, The measured spectral signature of the scattered light (determined on a
pixel by pixel basis) can then be used to determine the nature, size and the shape of particles.
Spectral signatures can also be used to build a database that can be used to identify

nanoparticles in a given sample.
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4.3. Materials and methods

Particles. Two different types of silver nanoparticles were studied. Ultra-small (< 10
nm) polyacrylic acid coated nanosilver (nAg-PAA) was purchased from Sciventions whereas a
citrate coated nanosilver (nAg-cit) was purchased from Nanocomposix or produced in-house.
The nAg were covalently labelled with a fluorescent dye to allow their detection at low
concentrations using FCS (labelling protocols and particle characterization after labelling are
providing in the Supporting Information). The nAg-PAA was labelled on the carboxylic acid
functional groups with Alexa Fluor 488® while the nAg-cit was labelled on the particle
surface using rhodamine red. Quantification of the stock solutions of labelled silver
nanoparticles was performed using flame atomic absorption spectroscopy after digestion in
concentrated HNOs.

A 25% (w/w) dispersion of colloidal SiO, was obtained from U.S. Research
Nanomaterials Inc. Clay particles (SWy-2: Na-rich, montmorillonite) were purchased from the
Clay Minerals Society *°. The colloidal clay dispersion was prepared by adding a large excess
of montmorillonite to Milli-Q water, shaking rigorously and then allowing the large particles
and aggregates to sediment (4 months). The concentration of colloidal clay in the supernatant
was obtained by gravimetric analysis by first drying it for 24 h at 37 °C and then placing it in a
desiccator for 24 h. Hydrodynamic diameters of the colloids were measured using DLS at a
concentration of 100 mg L' whereas the initial sizes of silver nanoparticles were determined
by TEM (Supporting Information).

Water from the Des Prairies River was sampled on April 13, 2015 and filtered over
0.45 pm sterile nylon membrane filters (Fisherbrand, 09-719D) in order to remove the large
particles. The major characteristics of the water (major ions, organic carbon, pH) are provided
in the Supplementary Information (Table 3).

Sample Preparation. Synthetic media used in the experiments were prepared by
diluting stock solutions of the colloids or nanoparticles into a pH and ionic strength adjusted
medium and then letting the samples equilibrate overnight. pH was re-adjusted, if necessary,
by adding small quantities of 0.1 M HNOs3 or 0.1 M NaOH. Ionic strength was adjusted using

calcium nitrate tetrahydrate (99 %, Sigma Aldrich). Unless otherwise noted, nanoparticle
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samples were added at a concentration of 50 pg Ag L' and colloidal suspensions were used at
a100 mg L.

Fluorescence correlation spectroscopy. FCS measurements were performed on a
Leica TCS SP5 confocal microscope using a 63X objective. Rhodamine 123 (5, 10 nM) was
freshly prepared before measurements and used to calibrate the confocal volume based upon
its known diffusion coefficient of 4.40 x 107! m? s! 37, Calibration was repeated every six
samples. Each sample was measured 10 times using a 100 second acquisition time. Data from
the ten measurements were combined in order to determine a single value of the diffusion
coefficient using a 3D Gaussian model (ISS Vista 3.0). Means and standard deviations were
determined from independently prepared triplicate samples.

Enhanced darkfield microscopy with hyperspectral analysis. A visible-near
infrared spectrophotometer (Cytoviva Hyperspectral Imaging system, Auburn AL) integrated
onto a darkfield transmission optical microscope (Olympus BX43) was used in order to verify
the presence of heteroagglomerates. Images were collected (Andor Ixon3 camera) using a
100X objective and processed using ENVI 4.8 software using the following steps: 1)
correction of specimen spectra for lamp effects; 2) collection of spectra from pure samples
(nAg, SiO2, clay) to develop spectral libraries; 3) determination and localisation of
nanoparticles and colloids in samples using a spectral angle mapper classification algorithm
(SAM=0.25). When performing darkfield microscopy, nanoparticle concentrations were
increased to 1 mg L! to facilitate their detection (added colloids remained at 100 mg L!). A
commercially available citrate stabilized nAg (22 nm) was obtained from Nanocomposix
(AGCB20) and used in its unlabeled form for the darkfield microscopy or in its labeled form
(Supplementary Information) for FCS experiments. Nanoparticles were added to the
suspensions of natural colloids then equilibrated overnight with gentle agitation.

Electrophoretic mobility (EPM) and Dynamic light scattering (DLS). EPM and
DLS were performed simultaneously using a Mobius light scattering instrument (Wyatt
Technology). DLS measurements were used to characterize hydrodynamic diameters of the
natural colloids while electrophoretic mobilities were measured for both the nanoparticles and
colloids. The DLS acquisition time was 5 seconds, using an electric field frequency of 10.0 Hz
and a voltage amplitude of 2.5 V. Phase analysis light scattering was used to determine

electrophoretic mobilities using an acquisition time of 15.0 seconds. Samples were measured
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in triplicate at a fixed temperature of 20 °C. Light scattering was performed at 100 mg L™ for
the colloidal particles and 5 mg L' for the nAg. Dynamics 7.2.4 software was used for data

acquisition and data treatment.

4.4. Results and discussion

Particle labelling. In order to isolate the signal of the nanoparticle from that of the
natural colloids, it was first necessary to covalently label the nAg using a method that was as
minimally perturbing as possible (Figure 26). Since FCS is a single molecule detection
technique, only a small amount of fluorescent dye was required on the nanoparticle surface. A
covalent label was used in order to ensure that the fluorescent label did not simply re-
equilibrate with other colloidal surfaces. Physical diameters and electrophoretic mobilities
were determined on the natural colloids (Table 1; Figures 24, 25) and the labelled nAg (Table
1; Figures 27-31).

Table 1. Characterization of nanoparticles and colloids used in the initial FCS studies.

Particle Average diameter (nm) Electrophoretic mobility
(10 m? st v
Si0» 18.5+0.4 -23+0.2
Clay 550 +£23 -1.7+£0.1
labelled nAg-cit 35+03 -1.6+0.2
labelled nAg-PAA 2.7+0.3 -3.4+0.3

Heteroagglomeration of the nAg-cit. Hydrodynamic diameters of the nAg-cit (50 ug
Ag L!) were measured by FCS over a wide range of added Ca concentrations, in the presence
or absence of 100 mg L' of colloidal SiO, or clay particles (Figure 19). At pH 7.0, in the
absence of the colloidal particles (homoagglomeration; grey circles, Figure 19), the sizes of
the nAg-cit increased from 107 M Ca to 10° M Ca. Above 10* M Ca, the overall size of the

nAg decreased, but this was likely due to increased sedimentation of the nAg (as observed by
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849  a decrease in the overall fluorescent signal; Figure 32A). Indeed, the overall fluorescence
850 intensity in the nanoparticle suspensions decreased by 63% as the ionic strength increased

851 from 107 M Cato 102 M Ca.
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853  Figure 19. Agglomeration and heteroagglomeration of nAg-cit in the absence (grey circles) or
854 presence of 100 mg L' of colloidal SiO- (Figure 19A, blue squares) or colloidal clay (Figure
855  19B, red diamonds) at pH 7.0. Measurements were obtained by FCS and represent the average

856 sizes of the labelled nAg. For a given Ca concentration, significant differences (Student t-test,

857 P<0.05) due to the addition of the colloidal particles were observed for all Ca concentrations
858 except for 10 and 10> M (SiO,, Figure 19A).

859

860 When 100 mg L' of colloidal SiO, was added to the nAg (blue squares), a similar

861  result was observed. Generally, average particle sizes were slightly larger in the presence of

862  SiO; (significant differences observed for all Ca concentrations except for 10 and 10° M;
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Student t-test, P<0.05). When the larger clay particles were added to similar suspensions of
nAg, clear and significant (Student t test, significant at P<(0.05 for all Ca concentrations)
increases to the particle sizes were observed, although because of the larger polydispersity of
the clay colloids, larger error bars were also associated with the sizes of the
heteroagglomerates. In summary, the colloidal stability of the nAg-cit decreased as the water
hardness increased and in the absence of colloidal particles, there was evidence for both
particle (homo)agglomeration and sedimentation, even at the low particle concentrations of 50
ug Ag L' that were examined here. Increased particle destabilization, across all values of
water hardness, was observed when colloidal particles were added to the waters.

In order to confirm the importance of the natural colloids on heteroagglomeration, the
size of the fluorescent nAg was followed for a single hardness ([Ca] = 5x107 M) but for an
increasing concentration of colloidal particles (Figure 20). Measured sizes of the nAg
increased when both colloidal SiO; (blue circles) and colloidal clay (red squares) were added.
For example, the hydrodynamic diameters of the nAg-cit increased from 25 nm (absence of
colloids) to 57 nm in the presence of 50 mg L™! SiO, and 104 nm in the presence of 50 mg L"!
of the clays. Average sizes did not appear to vary further for increasing additions of either of
the colloidal particles above ca. 50 mg L', likely due to the low nanoparticle to colloid ratios
that would be present at these concentrations (e.g. approximately 1 nAg for 27 SiO»; estimates

based upon particle densities and Stokes-Einstein equation) .
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Figure 20. Role of the concentration of colloidal SiO> (blue circles) and colloidal
montmorillonite (red squares) on the hydrodynamic diameters of a fluorescently labelled nAg-

cit, obtained using FCS in the presence of 5x1077 M Ca at pH 7.0.

Heteroagglomeration of the nAg-PAA. The stability of a second labelled nAg was
examined over a large range of added Ca concentrations, in the presence or absence of 100 mg
L' of SiO2 or 100 mg L' of clay particles. As above, hydrodynamic diameters were
determined for 50 ug Ag L' of the labelled nAg-PAA. On the other hand, in contrast to the
nAg-cit, no increase in hydrodynamic diameter was observed across the entire range of
examined Ca concentrations (107-0.3 M Ca; grey circles, Figure 21A). Furthermore, in the
presence of colloidal SiO», no decrease in nanoparticle stability was observed (blue squares,
Figure 21A), even though there was visible agglomeration (homoagglomeration) and
sedimentation of the SiOx (brown triangles, Figure 21A) above 102 M Ca *. In other words,
the observed homoagglomeration of the colloidal SiO2 under these conditions appeared to be
independent of the (highly stabilized) nAg. Even at extremely high (and no longer
environmentally relevant) Ca concentrations, where significant screening of the particle

charge would occur, the nanoparticles were predominantly found as isolated nanoparticles.
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Similar results were observed at pH 5.0 where the nanoparticle charge is less important
(Supporting information, Figure 33). While we have no other literature data on these specific
nAg-PAA, the observations are consistent with data obtained for particle shells (allospheres)
from the same manufacturer, where it was shown that they were extremely stable over a wide
range of ionic strengths (20-1000 mM) and pH (5.0-8.0) **- 6.

Although average nanoparticle sizes did not increase across the entire range of Ca
concentrations, Figure 21A was analysed under the assumption of a single particle size. In
FCS, more polydisperse systems can also be examined using a minor component analysis,
which focuses on the tail of the particle size distributions. Although these data are necessarily
less accurate due the smaller numbers of analysed particles, analysis indicated that a small
proportion of the nanoparticles (<5%) were significantly larger in the presence of the both the
SiO, (blue squares, Figure 21B) and the colloidal clay (red diamonds, Figure 21B) as
compared to their absence (grey circles, Figure 21B). These results suggest that for a small
fraction of the nAg, some heteroagglomeration was occurring, but that it was not
quantitatively important and only observed at extremely high Ca concentrations (>102 M) in
the presence of high colloidal SiO» concentrations (100 mg L!). Minor component analysis
also showed that a quantitatively small interaction was occurring with the colloidal clay
particles, as a small proportion of the nAg-PAA were much larger than the results observed for
the suspensions without clays. Nonetheless, for this nanoparticle, the vast majority of the

particles were highly stabilized, at pH 5.0 or 7.0 and across a wide range of ionic strengths.
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Figure 21. (A) Hydrodynamic diameters of 50 pg of nAg-PAA at pH 7.0 over a large range of
calcium concentrations in the absence (grey circles); presence (blue squares) of 100 mg L™ of
SiO; particles and presence (red diamonds) of 100 mg L™! of clay particles. Colloidal SiO,
were also measured by dynamic light scattering in the absence of nAg-PAA (brown
diamonds). Similar data obtained at pH 5.0 can be found in the Supplementary Information
(Figure 33). Results in Figure 21 A were obtained under the assumption of a single component.
(B) Reanalysis of the FCS data under the assumption of a two component system. Results
generated for the hydrodynamic sizes of the minor component only, corresponding to less than

5% of the total particle numbers.

Darkfield microscopy. In order to confirm that heteroagglomeration was occurring
among the nAg-cit and the colloidal particles, some further analysis was performed using

darkfield microscopy using hyperspectral analysis >* >* %6 Although darkfield microscopy is a
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powerful technique for the pixel by pixel localisation of nanoparticles of the noble metals, the
small particles employed above were below the detection limits of the instrument. Therefore, a
larger (hydrodynamic diameter of 22 + 2 nm), commercially available, citrate coated nAg was
employed (Figure 22A). Numerous spectra (each corresponding to a single pixel of ca. 160 nm
x160 nm) were obtained (Figure 22B,C, library 1). As seen previously % ¢’ the distinct, fairly
narrow spectral peaks of the Ag result from an enhancement of the scattered light due to its
plasmonic resonance, which has been shown to shift to longer wavelengths (Figure 22C) with

53,63 Darkfield images and hyperspectral libraries were also obtained

increasing particle size
for the clay colloids alone (Figure 22D,E, library 2) and for the nAg in the presence the clay
colloids by first allowing large agglomerates to settle over 3 hours (Figure 22F,G, library 3).
In the latter case, narrow spectral peaks, strongly indicative of the nAg, could again be
observed, however, when the spectral library for the nAg (library 1) was used on the mixtures
of nanoparticles and colloids at 1 mM (Figure 22H) or 50 mM Ca (Figure 22I), only a few
nAg could be identified. The presence of peaks that were clearly nAg, but that could not be
identified using the reasonably conservative SAM values used here (0.25) is a strong
indication that the optical properties of the nAg changed due to an interaction with the
colloidal montmorillonite (Figure 34, 35). A similar result was observed for the nAg-cit in the
presence of SiO», except that even fewer points corresponding to the nAg were observed
following the mixing of the two particle types (Figure 36). Results from the darkfield
microscopy clearly indicated that interactions were taking place between the nAg and the
colloids: (1) spectra were clearly different and usually red-shifted with respect to spectra
obtained in the absence of the colloids; (ii) spectra in the presence of the (polydisperse) clays
indicated far greater variation of the wavelength of the peak maxima (Figure 22G) than what
was observed in the presence of the SiO2 (Figure 36E); (ii1)) when the spectral libraries from
the mixture supernatants (library 3) were used to map the nAg, particles appeared to closely

co-exist with the colloidal clays (Figure 22H,1I).
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Figure 22. Darkfield microscopy and hyperspectral analyses of the citrate coated nAg (22 nm)
and the colloidal clay: (A) stock solution at 1 g L'!; (B) Spectral library built mainly from the
blue particles observed in A; (C) Spectral library built from remaining particles. The two
spectral libraries were combined for the mapping of nAg (library 1); (D) 100 mg L™ of
colloidal clay in 1 mM Ca at pH 7.0; (E) Spectral library for the clay generated from Figure
22D (library 2); (F) Supernatant 1 mg L' of nAg and 100 mg L' of colloidal clay in 1 mM Ca
at pH 7.0 after 3h of sedimentation; (G) Spectral library for the nAg generated from Figure
22F (library 3); (H and I) Mapping generated by assigning pink to pixels identified using
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library 2 (clays) and yellow to the pixels corresponding library 3 (nAg); (H) Mapping of 1 mg
L' of nAg and 100 mg L™ of colloidal clay in 1 mM Ca at pH 7.0; (I) Mapping of 1 mg L' of
nAg and 100 mg L' of colloidal clay in 50 mM Ca at pH 7.0.

Natural waters. Finally, a small volume of the nAg-cit was spiked into a filtered (0.4
pum) water sample taken from a Des Prairies River. For 50 pg L' of fluorescently labelled
nAg-cit, nanoparticle sizes obtained in the natural waters were clearly larger than those
obtained in Milli-Q water (Table 2, Figure 37), a result that could admittedly be attributed to
either homo- or heteroagglomeration of the nAg-cit. On the other hand, when 1 mg L! of the
nAg was added to the natural water (Figure 23A), it was possible to distinguish the nAg, either
by image enhancement (Figure 23B) or by using the spectral library that was generated
previously from the nAg in the supernatant of the colloidal montmorillonite (i.e. library 3). As
above, clay (and/or SiO; particles) were often found in close proximity to the nAg particles in
the natural samples (Figure 23C,D). The observations of the larger sizes (FCS) and nAg-clay
interactions (darkfield microscopy) strongly indicated that heteroagglomeration rather than

simply homoagglomeration was occurring in the natural water.

Table 2. Average size of 50 ug L' nAg-cit at in Milli-Q water and in water from the Des

Prairies River.

Water type Average hydrodynamic diameter
determined by FCS (nm)

Milli-Q water 16 +3

Natural water 28 £3
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Figure 23. Darkfield microscopy and hyperspectral analyses of the nAg-cit (22 nm) spiked
into the natural water at a concentration of 1.0 mg L!. (A) Darkfield microscopy of the natural
water; (B) Darkfield microscopy of 1 mg L™! of nAg in the natural water, using image
enhancement (square root); to bring the nAg into near field; (C) Mapping of 1 mg L' of nAg
and the colloidal particles in the natural water using libraries 2 and 3 (Figure 22E,G); (D)
zoom of identified area in image C. In C and D, mapping was generated by assigning pink
pixels to the particles matching the spectral library of the clays (library 2) and yellow to the
pixels matching the spectral library of the nAg (library 1 and 3).

4.5. Environmental relevance

The environmental risk of the nanomaterials is strongly linked to their agglomeration
and dissolution in the environment, which will directly affect their mobility and
bioavailability. For low nanoparticle concentrations and low nanoparticle to colloid ratios,

heteroagglomeration rather than homoaggomeration is most likely to control particle fate.
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Nanoparticle sizes were generally larger in the presence of natural colloids, resulting from the
interaction of multiple particle types, which could potentially lead to their sedimentation in
receptor environments®’>>> °. Nonetheless, as shown above, the particle coatings of these
novel materials is expected to play an important role in their physicochemical stability !4 16 1%
20 In the case of nAg-PAA, they remained extremely stable in the water column, even in the
presence of an important agglomeration of the surrounding colloidal system. Although the role
of the chemical reactivity of the nanoparticles (e.g. sulfidation, adsorption of natural organic
matter) was not studied here, these transformations will also clearly play a role in modulating
their interactions with the colloidal particles and will need to be studied further®. It is clear

that nanoparticle behaviour and fate cannot be understood without taking into account the

roles of many of the important natural components of the natural systems.

4.6. Associated content

Labelling process, nanoparticle and colloidal particle characterization and additional
information about heteroagglomeration are available in the Supporting Information. This

material is available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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5.1. Characterization of the colloidal suspensions

Particle size distributions were first measured for 100 mg L of the colloidal
suspensions (SiOz, montmorillonite) in the absence of calcium at pH 7.0 (Figure 24).
Simultaneous measurements of their diffusion coefficients (hydrodynamic size) and

electrophoretic mobilities were performed at several calcium concentrations (Figure 25).
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Figure 24. Particle size distributions (hydrodynamic diameters) for: (A) 100 mg L' of
colloidal SiO; at pH 7.0 and (B) 100 mg L™! of the colloidal clay particles (montmorillonite) at
pH 7.0.

In Figure 24A, the size distribution obtained for colloidal SiO> showed a normal
dispersion with a small portion of very large particles, whereas dynamic light scattering for the
clay particles gave a bimodal dispersion at much larger particle sizes. At pH 7.0, both colloids
were negatively charged across a wide range of Ca concentrations, although both colloids
showed evidence for charge screening or Ca adsorption at the higher Ca concentrations
(Figure 25, yellow squares). When the average diameters were plotted as a function of calcium
concentrations, some agglomeration was observed at the higher ionic strengths for both of the
colloidal particles (Figure 25, blue circles). For SiO», agglomeration primarily occurred for Ca
concentrations of 35 mM and above (Figure 25A). Agglomeration of the clay particles started
at much lower Ca concentrations of 0.1 mM and increased until the upper tested limit of Ca
concentrations (10 mM; Figure 25B). The observed agglomeration of the montmorillonite, in

spite of an overall negative EPM, can likely be attributed to interactions between the edge and
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surface sites ®. The observed decrease in electrophoretic mobilities at higher Ca

concentrations can likely be explained by the sedimentation of some of the larger particle

agglomerates.
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Figure 25. Hydrodynamic diameters (blue circles) and electrophoretic mobilities (yellow
squares) as a function of added calcium concentrations for: (A) 100 mg L™ of colloidal SiO> at

pH 7.0; (B) 100 mg L! of colloidal montmorillonite at pH 7.0.

5.2. Labeling and characterization of the citrate stabilized nAg
(nAg-cit)

Preparation of the nAg. Citrate stabilized Ag nanoparticles (nAg-cit) were either
synthesized in house or purchased commercially. In the first case, nAg were synthesized from
10 mg of silver nitrate (AgNO3, 99%, Aldrich), dissolved in 250 mL of deionized (DI) water
(R>18 MQ cm) containing 9.0 mM citric acid (50 mg, 99%, Aldrich). Two drops of 4 M
NaOH were added to the solution and it was heated to 70 ‘C for 1 h. The yellow/green solution
that was formed was centrifuged in a 50 mL centrifuge tube at 12000 rpm (20000%g) for 30
min. A dark yellow/green precipitate was collected and redispersed in DI water to give the
stock solution of nAg. The commercial citrate stabilized nAg (ca. 22 nm) were purchased from

Nanocomposix (AGCB20) and used as received.
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Synthesis of amine-terminated silver nanoparticles. Amine-terminated nAg were
prepared by adding 100 pL of a 0.13 M aqueous cysteamine solution (cysteamine
hydrochloride, 99%, Aldrich) in 10 pL increments to 25 mL of the nAg-cit dispersion (0.1 g L
1. The solution was stirred overnight at room temperature and then centrifuged at 12000 rpm
(20000xg) for 30 min prior to redispersion in 5 mL of DI water.

Conjugation of the rhodamine red-X with the NH:-terminated nAg. Twenty-five
mg of rhodamine red™-X, succinimidyl ester, 5-isomer (Life Technologies Inc.) was
dissolved in 1.4 mL of dry DMSO. One mL of the aqueous NH»-terminated nAg (above), 0.7
mL of demineralized water and 7.5 mL of sodium tetraborate buffer (pH 8.5) were added to
the rhodamine solution and the reaction mixture was stirred for 24 h at room temperature (see
Figure 26). The reaction mixture was centrifuged at 12000 rpm (20000xg) for 30 min and
particles were re-dispersed in DI water. A purified rhodamine labelled nAg was obtained after
repeating the centrifugation step 3x. The labelled nAg-cit was dispersed in 5 mL DI water in

order to obtain a final Ag concentration of 0.1 g L.

o
/
o
\Z

HN—O
NH, \
C
o /
Q- Q- e
NH,-Ag NPs Rhodamine loaded-Ag NPs
% = Rhodamine red-X

Figure 26. Synthesis of the rhodamine-labelled nAg-cit.

Characterization. Particles were characterized by transmission electron microscopy
(TEM), UV-Vis absorption and photoluminescence (PL) emission spectroscopy, before and
after the dye labelling. Samples were imaged with a JOEL 201 1TEM with a LaB6 electron
gun using an accelerating voltage of 200 kV. TEM samples were prepared by depositing a
droplet of the aqueous suspension of nAg onto a carbon coated copper grid. UV-Vis
absorption spectra and PL emission spectra of the nAg-cit and dye in dilute aqueous solutions
were measured using a Carry 400 UV-Vis spectrometer and a Carry Eclipse

spectrophotometer.
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Following labelling of the homemade nAg-citrate, TEM images showed small nAg
(Figure 27A) with an average diameter of 3.5 nm (Figure 27B). When the commercial nAg-cit
was labelled, TEM images showed a monodisperse population of particles, with an average
diameter of 21 + 2 nm (Figure 28B,C) that were very similar to their initial sizes (Figure 28A).
Nonetheless, there was some evidence for agglomeration (Figure 28B) and significant
unbound fluorophore was found in the dissolved phase of the suspensions of the commercial
particles. Particles were therefore extensively washed using a centrifugal ultrafiltration device
(Amicon® Ultra-4 tubes, 3 kDa, Merck Millipore). The purification successfully removed
excess fluorophore, but simultaneously reduced the average particle sizes of the labelled nAg
to 16 nm. All of the labelled nAg-cit had a significant negative charge on their surface, as
demonstrated by their negative electrophoretic mobilities of -1.6 x 10® m? s V! (in house 3
nm nAg-cit); -2.5 x 10® m? s V! (commercial 21 nm nAg-cit) and -1.8 x 10® m? s V!
(commercial 16 nm nAg-cit following purification). The final covalently labelled nAg-cit that
were used for the FCS experiments were fairly monodisperse suspensions of small particles (3

or 16 nm), containing no measurable unbound fluorophore.
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Figure 27. (A) TEM image of the citrate stabilized, rhodamine labelled nAg (homemade); (B)
TEM distribution of the labelled nAg (N=55).
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Figure 28. (A) TEM image of the commercial, citrate stabilized nAg, (B) TEM of the
rhodamine labelled nAg-citrate; (C) TEM distribution of the labelled nAg-citrate (N=200).

5.3. Labeling and characterization of nAg-PAA

Materials. Cross-linked, polyacrylic acid coated nanosilver (<10 nm) were purchased
from Scivention (108SI). Quantification of the silver in the nanoparticles was performed using
atomic absorption spectroscopy (Varian, Spectra A55). Sodium bicarbonate (>99.7%, Aldrich)
was used to buffer the pH during the labeling process. Alexa Fluor® 488 NHS Ester
(succinimidyl ester) was purchased from Invitrogen (A-20100) and used to label the
carboxylic groups in the nanoparticle shell.

Conjugation of Alexa Fluor® 488 NHS Ester with the nAg-PAA. Due to a low
reaction efficiency, an excess of fluorescent dye (ca. 32 molecules of fluorescent dye per nAg)
was used to label the carboxylated nanoparticles. Alexa Fluor® 488 NHS ester (succinimidyl
ester) was added, with stirring, to a 2 g L™ suspension of nAg in 0.1 M NaHCOs (pH 8.3).
After 2 hours of mixing, excess reactive was removed by first passing the suspension over a
desalting column (Figure 29, compare ‘before’ and ‘after’). The remaining fluorescent dye
was removed using centrifugal ultracentrifugation (Amicon® Ultra-4 tubes, 3 kDa, Merck
Millipore). Fluorescence in the filtrate decreased and became negligible after fifteen wash
cycles. Silver was also quantified in the filtrate during the wash cycles with results showing
that it was below quantification limits for graphite furnace atomic absorption spectrometry (ca.
0.5 ug LY. Indeed, the major Ag loss occurred during the initial wash on the desalting column

and was at least partly associated with the adsorption/entrapment of particles by the column.
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Figure 29. Efficiency of the washing of the labelled nAg suspension used to remove excess
fluorescent dye. “Before” corresponds to the number of moles of label that were measured
before the use of the desalting column while “After” corresponds to the number of moles that
remained in solution after the use of the desalting column. Each of the remaining data points

indicates subsequent cycles of centrifugal ultrafiltration.

Characterization. Size distributions of unlabelled and labelled nanosilver were
determined using transmission electronic microscopy (TEM) and analytical ultracentrifugation
(AUC). Average sizes of the nAg measured before and after the labeling process were similar
(Figure 30). Electrophoretic mobilities were measured for unlabeled and labeled nAg. No
significant changes in the EPM were observed due to the presence of the fluorescence dye on
the particle surface (Figure 31) except at pH 4.0 (where no analysis was performed).

Of the two labelling techniques that were used, the labelling of the carboxylic acids on
the particle stabilizer appeared to be the least perturbing, since the labelling and purification of
the nAg-cit particles resulted in an apparent dissolution of the nAg. On the other hand, this
direct labelling of the Ag surface is likely to be more applicable to a greater number of nAg
particle types.
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1166  Figure 30. TEM and AUC on 5 mg L™! of the nAg-PAA suspensions before and after labelling
1167 (A) TEM image of the nAg-PAA in Milli-Q water; (B) TEM image of the labelled nAg-PAA
1168 in Milli-Q water; (C) TEM size distribution of the unlabelled nAg-PAA (n=200); (D) TEM
1169 size distribution of the labelled nAg-PAA (n=200); (E) AUC distributions obtained using
1170 absorbance and interference detectors for the nAg-PAA in Milli-Q water and (F) AUC
1171  distributions using absorbance and interference detectors for the labelled nAg-PAA in Milli-Q
1172 water.
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1173 oH

1174 Figure 31. Electrophoretic mobility of unlabelled (grey circles) and labelled (yellow squares)
1175 nAg-PAA (5 mg L) as a function of pH.
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5.4. Fluorescence intensity measurements

Fluorescence intensity measurements in the confocal volume were also followed over
time under the assumption that a loss in particles due to sedimentation would result in a
decrease in fluorescence intensity. As anticipated, based upon the results obtained for the
diffusion coefficients, fluorescence decreased with increasing Ca for the nAg-cit. In contrast,
for the PAA stabilized nAg, fluorescence was constant across the entire range of measured Ca

concentrations, reinforcing the observation that the nAg-PAA were extremely stable.
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Figure 32. (A) Fluorescence intensity of labelled nAg-cit in the absence (grey circles) or
presence of 100 mg L' of colloidal SiO; (blue squares) or colloidal clay (red diamonds) as
function of added calcium at pH 7.0; (B) Fluorescence intensity of labelled nAg-PAA in the
absence (grey circles) or presence of 100 mg L™ of colloidal SiO> (blue squares) or colloidal
clay (red diamonds) as a function of added calcium at pH 7.0 (the experiment with colloidal
clay was performed independently; the overall decrease in fluorescence intensity was likely

due to laser output).

5.5. Heteroagglomeration at pH S

In addition to the heteroagglomeration experiments at pH 7.0 (Figure 21), several
experiments were also performed with the labelled nAg-PAA at pH 5.0 in the presence of the
colloidal SiO2. As seen above (Figure 25), pH had a small effect on the electrophoretic
mobilities of the nAg-PAA above pH 4.0. No homoagglomeration of the nAg was observed
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for added Ca ranging from 0.1 uM to 100 mM. Furthermore, addition of colloidal SiO; had no
impact on the sizes of the nAg -PAA. The stability of the nAg was in sharp contrast with that
of the colloidal SiO2, which showed increased particle sizes, attributed to agglomeration, for

Ca additions above 10 mM.
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Figure 33. FCS determination of hydrodynamic diameters for 50 ug L' of nAg-PAA at pH
5.0, obtained over a large range of calcium concentrations: nAg-PAA only (grey circles); nAg-
PAA in the presence of 100 mg L of SiO; (blue squares). The brown diamonds show the

measured agglomeration of SiO» alone, obtained using DLS.

5.6. Natural waters

Table 3. Characterization of the Des Prairies River water

Component Concentration
pH 6.5
TOC* 6.9+ 0.2mgL"!
Ca 20.8 £0.8 mg L!
K 1.73+£0.07 mg L
Mg 6.0+ 0.2mgL"!
Na 152+0.7mgL"!

*TOC = total organic carbon
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5.7. Enhanced darkfield microscopy with hyperspectral imaging
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Figure 34. (A) Mapping of nAg-cit in presence of clay particles in 1 mM Ca at pH 7.0; (B)

Spectral signatures of nAg-cit that were detected in the mixtures.
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Figure 35. (A) Mapping of nAg-cit in presence of colloidal SiO2 at 50 mM Ca; (B) Spectral

signature of the nAg-cit that wasn’t detected during nanoparticle mapping.
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Figure 36. Darkfield microscopy and hyperspectral imaging analyses of the citrate coated nAg
(22 nm) and the colloidal SiO,: (A) 100 mg L! of colloidal SiO, in 1 mM Ca at pH 7.0; (B)
100 mg L! of colloidal SiO in 50 mM of Ca at pH 7.0; (C) Spectral library for the SiO
generated from images similar to Figure 36A; (D) 1 mg L' of nAg and 100 mg L' of
colloidal Si0; in 1 mM Ca at pH 7.0; (E) Spectral library of the nAg, generated in presence of
the colloidal SiO2; (F) 1 mg L' of nAg and 100 mg L' of colloidal SiOz in 50 mM Ca at pH
7.0.

5.8. Raw FCS data for the nAg-cit in the Des Prairies River

Based upon the data used for the autocorrelation function, it is clear that diffusion
times for the nAg in the river water were dramatically shifted to the right (longer times), a

result that is clearly indicative of larger particle sizes.
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Chapitre 6 : Conclusion

En résumé, cette étude a permis de mieux comprendre le comportement des
nanoparticules d’argent en présence de colloides naturels en fonction du type d’enrobage, de la
nature des autres colloides et de la concentration en calcium. En observant la différence
d’agglomération des nanoparticules d’argent en absence et en présence de colloides naturels,
les interactions qui se produisent entre ces derniers ont pu étre caractérisées. Deux types de
nanoparticules d’argent ont été étudiés lors de ce travail, soit celles avec enrobage de citrate et
celles avec enrobage d’acide polyacrylique. En effet, une différence significative a été
observée pour un type de nanoparticules d’argent ayant un enrobage de citrate. Cependant, les
nanoparticules d’argent avec enrobage d’acide polyacrylique n’ont pas montré signe
d’homoagglomération ni d’hétéroagglomération aux concentrations de calcium étudiées. Une
¢tude approfondie des résultats obtenus avec les nanoparticules d’argent avec enrobage
d’acide polyacrylique a montré qu’une trés faible proportion des particules avait des
interactions avec les SiO: colloidales et les particules d’argile. La mobilit¢ de ces
nanomatériaux peut &tre déduite a partir de ces informations concernant la stabilité et le
potentiel d’interaction avec I’environnement pour les deux types de nanoparticules étudiés.
Ainsi, les nAg-cit qui interagissent avec les colloides naturels pourraient présenter une
mobilité similaire a ces derniers tandis que les nAg-PAA, qui n’ont pas montré d’interaction
avec les colloides naturels, risquent de se déplacer plus rapidement une fois dans

I’environnement 33373,

Le marquage covalent des nanoparticules est une étape nécessaire a la méthode FCS.
Surtout lorsque les expériences se veulent représentatives d’un milieu environnemental, il faut
que la détection des nanoparticules d’intérét puisse s’effectuer dans une matrice plus complexe
par exemple en présence d’ions en solution, a différentes forces ioniques, différents pH, en
présence de colloides naturels et en présence de matiere organique naturelle. Cependant, le
marquage doit conserver le plus possible les propriétés de surface d’origine des nanoparticules
afin que I’information obtenue sur leur stabilité soit le plus représentative de la stabilité réelle

une fois dans I’environnement. En somme, le marquage covalent est I’étape limitante de cette
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méthode bien qu’elle permette la détection des nanoparticules dans des matrices complexes a

de faibles concentrations.

La concentration des nanoparticules est aussi un facteur clé de cette étude. En limitant
la concentration a 50 pug L' d’argent, les conditions expérimentales sont beaucoup plus
représentatives des conditions environnementales qu’a plus haute concentration de
nanoparticules. Puisqu’il est connu que la concentration des nanoparticules d’argent dans
I’environnement est trés faible (de ’ordre des faibles pg L' ou moins), les interactions
possibles entre nanoparticules sont tres limitées tandis que les interactions entre nanoparticules
et autres colloides naturels ou autres composantes d’un milieu environnemental sont plus
fréquentes et par le fait méme favorisées 2% 37-3% 70,

Le pH est aussi connu pour son influence sur I’agglomération des nanoparticules '°. La
plupart des expériences montrées dans cette étude ont été effectuées a pH 7,0 tandis que peu
d’expérience a pH 5,0 sont montrées. En effet, un manque de nanoparticules marquées a forcé
de terminer les expériences a pH 7,0 au détriment des expériences a pH 5,0.

La méthode FCS est trés prometteuse en ce qui a trait a I’étude de particules marquées.
Les autres méthodes d’étude concernant 1’hétéroagglomération pourrait orienter leur technique
d’approche de fagon similaire a la méthode FCS et ainsi pourrait bénéficier d’une sensibilité
accrue. La principale difficulté¢ des milieux environnementaux est qu’il faut une méthode
capable de bien travailler a de tres faibles concentrations. Méme si la méthode FCS nécessite
de modifier chimiquement la surface des nanoparticules, elle peut facilement étre combinée a
d’autres techniques d’analyse afin d’approfondir les observations et ainsi obtenir une
conclusion plus représentative du comportement réel des nanoparticules dans I’environnement.
Par exemple, les résultats obtenus avec la méthode de microscopie en champ sombre couplée a
I’imagerie hyperspectrale ont été comparés avec ceux de la méthode FCS. Cette méthode est
quant a elle aussi trés prometteuse surtout au niveau de 1’é¢tude de la modification chimique
des nanoparticules > 3> %, A partir de la librairie spectrale construite avec les échantillons de
matrice, il est possible de faire la cartographie des signaux correspondant aux nanoparticules.
Ainsi, cette technique permet de vérifier les différentes interactions ayant lieu dans
1’échantillon. A partir des images obtenues, ’agglomération de nAg-cit a été observée. Des

signaux correspondants aux nanoparticules d’argent ont été observés preés de signaux
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correspondants aux colloides naturels. Dans ces images, il y avait aussi présence
d’homoagglomération probablement causée par la concentration de nAg-cit qui était plus
grande que celle utilisée avec la méthode FCS due a une limitation de la technique.

Les analyses effectuées en eaux naturelles ont permis de confirmer les observations
effectuées obtenues a partir d’échantillons fabriqués en laboratoire. Les conditions idéales
pour une ¢étude d’hétéroagglomération seraient que tous les échantillons soient préparés a
partir d’eau naturelle. Ainsi, il serait certain que les conditions sont bel et bien représentatives
d’un milieu environnemental. Cependant, pour un méme environnement, il est rare que les
conditions soient les mémes, puisque I’environnement est un milieu trés hétérogeéne. Par
conséquent, ce type d’analyse procure des informations pour seulement une condition a la fois.

Puisque la plupart des nanoparticules d’argent retrouvées dans I’environnement passe a
travers le traitement des eaux usées, 1l serait intéressant d’effectuer des études
d’hétéroagglomération similaires avec des nanoparticules d’argent ayant subies le méme

traitement chimique utilisé dans les stations de traitement des eaux usées.
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