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Introduction



Introduction générale

L’eau potable : une préoccupation mondiale.

Au plan international, la question de la disponibilité d’une ean potable suscite, de jour en jour,
Pintérét des responsables. L accés 4 une eau potable deviendra, dans les années, & venir problématigue
pout une bonne partie de la population mondiale. Plusieurs facteurs contribuent 2 la raréfaction de cet
élément vital et central (I'eau) : de la consommation domestique, sans cesse croissante, a
Iintensification des activités industrietle et agricole, sans oublier ’action de la pollution, aussi bien
chimique que biologique, qui rend inexploitable des sources d’eau potable.

Une demande toujours en hausse

La figure 1 montre I’évolution de la consommation en eau a travers le 20éme siécle. Une
augmentation logique dans la consommation d’eau domestique est observée, elle est a relier avec
I’explosion démographique que connait la population mondiale. Une tendance identique est notée pour
le besoin industriel. Cependant, 1’évolution la plus drastique concerne ’ean utilisée dans activité
agricole.

Total Agriculture Industrie Domestique
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figure (1) évolution de la consommation en eau 3 travers le 20°™ sidcle [1].

Actuellement, la consommation mondiale de ’eau se situe entre 4000 et 5000 km*/an, elle
dépassera le cap des 5000 km*/an vers I’an 2025.

Des activités industrielles et agricoles polluantes

Les industries et I’agriculture ne se contentent pas de consommer I’eau pour leur fonctionnement,
elles rejettent, en plus, vers la nature des substances polluantes qui dérivent de leurs activités intenses.

Ainsi, ’eau se retrouve-t-elle contaminée par des composés organiques tels les colorants ou les
hydrocarbures. Des cas de contamination par les métaux lourds sont également rapportés. La présence
de nitrates et de pesticides dans 1’eau, révéle une pollution d’origine agricole, résultat d’une activité

infense de ce secteur. La plupart de ces molécules organiques sont biorécalcitrantes, s°il arrive que ces



molécules se dégradent, elles forment des métabolites différentes des molécules de départ. Or les
toxicités de chacune de ces substances (molécule de départ et métabolites) different et restent mal
connues pour la plupart. Cependant un autre genre de pollution est 4 considérer : il s’agit de la bio-
pollution ou la contamination par les microorganismes. Ces demniers sont de différents types:
bactéries, champignons, levures ou encore virus et microbes. Lorsqu’ils sont pathogénes, ces
microorganismes infectent 1’eau et peuvent étre 4 I’origine de grandes épidémies. La fourniture d’eaun
potable et la mise en place de dispositifs de traitement de ’eau efficaces auraient d’importantes
retombees sur la santé. Les maladies hydriques, résultat de contamination de I’ean par les déchets
humains, animaux et chimiques, pourraient étre minimisées. Ces maladies sont responsables de la mort
d’environ 12 millions de personnes par an, dont 5 millions suite 4 des maladies diarrhéiques
concernant dans la plupart des cas des enfants vivant dans des pays en développement [2-4]

Nécessité de traiter I'ean

I est donc impératif de fournir une eau potable de bonne qualité, débarrassée de tout type de
polluants. L’obtention d’une telle eau passe non seulement par un traitement de décontamination
destiné a éliminer les composés organiques ou métalliques qui la poliuent mais aussi par un traitement
de désinfection dont le but est de stériliser 'ean 4 travers I'inactivation des microorganismes qui
peuvent y résider.

La chloration demeure, jusqu’a aujourd’hui, la technique de désinfection la plus utilisée.
Toutefois, elle présente un certain nombre d’inconvénients, les plus génants étant : (i) la formation de
composés trihalométanes (THMs) par suite de la réaction entre le chiore et la matidre organique
contenue dans I’eau, ces composés possédent un fort pouvoir cancérigéne et génotoxique et (ii) le gofit
désagréable qui pourrait rester dans I'eau post ~chlorée. De plus, certains microorganismes se sont
révélés résistants 4 la chloration méme & des doses élevées en chlore, De nouveaux procédés voient
alors le jour, tels I’ozonisation des eaux ou le traitement par UV-C. Si ces deux derniéres techniques
apparaissent comme réalisables dans les pays développés, elles le sont beaucoup moins dans les pays
en développement, le cofit de réalisation étant I'un des principaux obstacles. La désinfection solaire
pourrait &ire une sérieuse alternative 4 la chloration dans ces pays ol, justement, 1’énergie solaire est
abondante (ex : les pays du Maghreb).

La photocatalyse associant un semi-conducteur (généralement TiO;) aux rayonnements UVA
pourrait éire utilisée pour décontaminer et désinfecter 1’ean. Le photocatalyseur pourrait étre activé par
les rayonnements solaires dont le spectre contient entre 3 et 5% de rayonnements UVA.

L’objectif de cette thése est d’étudier I'efficacité du traitement photocatalytique dans la
désinfection de l'eau. E-coli est utilisée comme microorganisme modéle pour simuler une
biopollution. L’effet de plusieurs paramétres physico-chimiques sur la désinfection photocatalytique
seront examinés : la concentration en TiOy, la concentration en microorganismes, I'intensité et le type

des rayonnements utilisés,



Au cours de cette thése, la possibilité de substituer le TiO; (dans les réactions photcatalytiques)
par de nouveaux matériaux photoactifs avec un fort pouvoir adsorbant et/ou activables dans le visible a
¢t examinée. Bien que trés efficace, le dioxyde de titane présente deux inconvénients majeurs : (i) son
faible pouvoir adsorbant et (ii) son activation exclusive dans le domaine UV empéchant par ce fait une
large utilisation des rayonnements solaires.

L’argile provenant de la localité de Maghnia (dans ”ouest algérien), modifiée par pontage avec le
titane, pourrait avoir d’intéressantes propriétés photocatalytiques conjuguées 2 son fort POouvoir
adsorbant. Sa préparation consiste 4 introduire dans I’espace interfoliaire de I’argile un polymére
métallique a base de titane et ce, dans le but de conférer 4 ce matériau adsorbant un pouvoir
photocatalytique. Ce matérian a été synthétisé au laboratoire physico-chimie des matériaux — catalyse
et environnement & I'Université des sciences et de la technologie d’Oran, Algérie, et caractérisé,
notamment, 4 ’aide de diffraction X au centre Lanchambon de diffractométrie a ’université Claude
Bernard Lyonl, France.

D’autre part, des molécules de photosensibilisateurs sont introduites dans des matériaux hétes a
base de silice. Ces molécules présentent le grand avantage de s’activer dans le visible et générent
comme espece réactive 'oxygéne: I"oxygéne singulet. Ces matériaux ont été préparés par M C.
Cantau dans le cadre de sa thése de doctorat sous la direction de Mme S. Lacombe (Equipe ECP de
PInstitut Pluridisciplinaire de recherche sur 1'Environnement et les Matériaux) & I’université de Pau et
les pays de I’ Adour.

Les matériaux synthétisés et le TiO, sont testés dans P’inactivation photocatalytique d’E-coli.
L’efficacité des différents matériaux est comparée. Plusieurs paramétres sont pris en compte dans cette
¢tude tels que la concentration en matériaux, la concentration initiale des microorganismes, le type
des rayonnements utilisés (UV-A, UV-B, UV-C et Vis) et leurs intensités.

Nous nous sommes également intéressés au mode d’action du TiO, sur les microorganismes et
leur mécanisme de mort par photocatalyse. Le TiQ, a-t-il un effet sur les microorganismes en
I’absence de rayonnement UV-Vis? La photocatalyse UVA est elle mutagéne ? Dans ce but, des tests
de microbiologie destinés a détecter les éventuelles protéines libérées par E-coli sous ’action du
dioxyde de titane & I'obscurité sont effectuds, A travers la réponse 4 ces questions, nous essayerons de

contribuer 4 l'interprétation du mécanisme d’inactivation des microorganismes par photocatalyse
TiO-UVA.
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Chapitre I
T10, et photocatalyse



Introduction

La photocatalyse, comme le traitement par plasma ou la chioration, font partie des techniques
d"oxydation avancées (AOT). Ce sont des procédés émergents qui sont venus, ces derniéres années,
compléter les techniques classiques de traitement de polluants {adsorption, oxydation thermique ou
catalytique, traitement biologique...). Ces techniques s adressent prioritairement aux composés
polluants biorécalcitrants.

Les techniques de dépollution sont classées dans deux grandes catégories :

- Les procédés récupératifs (absorption, adsorption, condensation),

- Les procedés destructifs (oxydation thermique ou catalytique, épuration biologique, plasma froid,
photocatalyse oxydation par I’ozone, chloration...) [1].

Les procédés d’oxydation avancée reposent sur la réaction d’oxydation initiée, notamment, par
I’action des radicaux OH’ produits par ces systémes. Ce radical est une espéce chimique trés oxydante,
se caractérisant par un potentiel d’oxydation trés élevé (tableau 1). 1l est instable et réactif donc peu
sélectif sur la plus part des composés organiques ou minéraux. Il est capable de minéraliser

partiellement ou totalement la plus part des composés organiques.

T

Oxydant OH | O3 | H,O; | HO, | MnQy [ CIO, | ClL, | O,

Potentiel d’oxydation (V/ENH) 28 | 2,07 1,77 1,7 1,67 1,50 | 1,36 | 1,23

Tableau (1) potentiels d’oxydation de différents oxydants dans I’eau [CRC Handbook 1985].

Les radicaux hydroxyles peuvent étre obtenus lors de I’irradiation de 1’eau 3 traiter en présence de
peroxyde d’hydrogéne ou d’ozone ou des deux 4 la fois. Cependant, ce radical peut étre également
généré lors de lirradiation d’un semi-conducteur, dans P’eau ou dans Iair, par des rayonnements UV
ou solaire : ¢’est la photocatalyse.

Ce procédé est considéré comme I’une des techniques d’oxydation avancées des plus prometteuses.
En effet, en plus de sa mise en ceuvre facile, elle se révéle étre de faible coiit par comparaison avec les
procédés concurrents tels que 1’adsorption ou 1’incinération.

La photocatalyse est impliquée dans différents domaines, allant de 1’épuration de 1’eau :

- décoloration des effluents aqueux colorés,

- détoxification des eaux de ringage de matériel agricole ou industriel

A la purification de Pair :

- élimination des odeurs,

- traitement de air destiné aux piéces d’habitation, aux locaux d’entreprises, ou aux habitacles
de voiture ou d’avion),

En plus de ces applications, plus ou moins traditionnelles, la photocatalyse trouve aujourd’hui des
applications dans le revétement auto-nettoyant de surfaces (verre, métaux, bétons, ciments, textile,
surface PVC...) mais aussi dans le traitement de pollution par les microorganismes dans le but de

désinfecter et de potabiliser 1’eau.



Le laboratoire IRCELYON (ex LACE, Univ Lyonl - CNRS) en collaboration avec la société
Elcobrandt ont développé un systéme photocatalytique capable d’¢liminer les odeurs et les bactéries
dans les réfrigérateurs [2]

La récente augmentation du nombre de brevets (principalement japonais) relatifs 4 Ia photocatalyse

(figure 1) montre 1’intérét croissant que porte les groupes de recherche a cette technique,
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Figurel. Evolution du nombre de brevets déposés an cours des années. Recherche effectuée
en Aout 2006 avec les mots clés : photocatalysis, purification, gaz phase, odor, deodorization |3]

1.  La catalyse

Un catalyseur est un intermédiaire chimique ayant la propriété d’accélérer la vitesse d’une réaction
chimique thermodynamiquement possible. Selon la nature du catalyseur, solide ou lquide, on
distingue la catalyse hétérogéne ou la catalyse homogéne respectivement. En fin de processus, le
catalyseur se retrouve, en principe, inaltéré,

Un cycle catalytique comporte cing étapes [4]:

- Transfert des réactifs vers la surface du solide,

2-  Adsorption des réactifs a 1a surface du catalyseur,

3- Réaction entre réactifs adsorbés 3 la surface,

4-  Désorption des polluants de la surface catalytique,

5-  Transfert des produits finals dans la phase fluide,

2. La photocatalyse
A la différence de la catalyse en photocatalyse, le catalyseur est activé par un rayonnement UV
conduisant & des photoréactions (figure 2). Si le processus de photoexcitation initiale a lieu sur une

molécule adsorbge, il est nommé photoréaction catalysée. Si la photoexcitaion initiale se produit sur le
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catalyseur, qui par la suite réagit avec la molécule adsorbé, on est en présence d’une photoréaction
sensibilisée. Dans tous les cas, la photocatalyse repose sur l'utilisation d’un semi-conducteur

photocatalyseur ou un semi-conducteur photosensibilisateur.

2.1 Principe de la photocatalyse hétérogéne

Un matériau semiconducteur absorbe des photous, d’énergie suffisante pour promouvoir les
électrons de la bande de valence (VB) vers la bande de conduction (CB), en laissant un trou dans la
bande de valence [5]. Les paires trou- éléctron (h'/e") sont alors crées (Equation 1).

SM (Ti02) SM (TiO2)}+ b + & Eql.

hul

Bien que Ia majorité des espéces formées se recombinent, les deux entitées peuvent également
migrer vers la surface du catalyseur.

Les réactions photocatalytiques ont lieu par transfert des charges générées aux molécules
éléctroacceptrices (A) ou éléctrodoneuses (D) [4, 6]. Les recombinaisons trow/ électron qui peuvent
limiter I’efficacité du processus, sont des réactions trés rapides, le temps de vie de ces espéces est do
Iordre de la picoseconde. Cette réaction peut &tre limitée griice a I’oxygéne moléculaire adsorbé sur le
catalyseur. En captant les électrons, I’oxygéne moléculaire forme I’anion super oxyde (0, ) (Equation
2} [7], ou encore sa forme protonée, le radical hydroperoxyle (Equation 3) [8]

O2at) € o O3 ade)on e Eq2,
Oy +H — HO, Eq3.

—
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Figure 2, Principe de la photocatalyse hétérogéne avec un semi-conducteur.



Les trous (h'), réagissent avec les espéces donneuses d’électrons comme l’eau et les anions
hydroxyles (OH') pour donner les radicaux hydroxyles (QH") [9], ou encore les composés organiques
adsorbés 4 la surface du semi-conducteur pour former les radicaux (R™) (Equations 4, 5, 6).

HOfusy + b ————— H" + OH (... Eqd
OHugy+h'___ ,  OHyuy.....EQS
Rag+h' R* e -+ Q6

L’efficacité photocatalytique peut étre augmentée de différentes maniéres: soit par dopage du
matérian par d’autres cations [10] pour étendre le domaine d’absorption vers le visible, soit par
I’addition de molécules accepteuses d’électrons dans le milieu réactionnel (peroxyde d’hydrogéne,
ozone, Fe®*...) pour limiter les recombinaisons de charges [11, 12] (Equations 7, 8, 9).

H(O; + €'pe — OH +OH' ....Eq7
H,0,+ 07, — »0,+OH+OH’ ....Eq8
20;+ egc , 20,+0%....Eq9

11 est également possible de générer le peroxyde d’hydrogéne lors de réactions photocatalytiques,
(Equations 10, 11, 12).

2HO, —_— H0,+0,....... Eql0)
0, +HO, ——» HO,; +0;......Eqll
HO3+H'W —m» HO0; ...... Eql2
Cependant, le H,O, formé se décompose rapidement a la surface du catalyseur pour donner lieu a

des radicaux OH’ sclon les équations 13 et 14:

LOyte ——— OH’ +OH ..... Eql3
H,0, ———  H .....Eql4 (photolyse directe) [13]

3. Le photocatalyseur dioxyde de titane (TiO,)

Le dioxyde de titane est un matériau utilisé comme pigment blanc dans plusieurs industries comme
la fabrication de la peinture, 1a papéterie ou Ja plasturgie. Il est considéré comme le pigment blanc le
plus performant grice 4 son indice de réfraction élevé (2,48 42,89).

Le TiO; existe sous plusieurs variétés allotropiques : ’anatase [14], le rutile [15], la brookite [16],
le TiOx(B) [17], le TiO; 11 (type a-PbO;) [18], la hollandite (TiO; (H)) [19] et le type Ramsdellite

(TiO; (R)) [21], les deux premiéres sont néanmoins les plus importantes.

3.1 L’anatase

L'anatase fut isolé pour la premicre fois en 1791 par le révérend William Gregor dans le sable noir
du Devon (Angleterre). C’est un minéral tétragonal appartenant au groupe d’espace (I4,amd), ayant
pour paramétres de maille a=3,7852 A° et b=9,5139 A°.



Sa structure (figure 3) résulte d’un arrangement tridimensionnel d’octaédre TiOs reliés entre eux
par des arétes pour former une chaine en zigzag selon I’axe (a). Ces chaines reliées a leur tour entre
elles par les sommets, selon I’axe (b), forment une couche dans le plan (001). Le résean
tridimensionnel est, lui, formé par I’association des couches adjacentes selon 1’axe (c) par la mise en

commun des arétes.

Figure 3. Structure de Panatase,

3.2 Le rutile.

Il s'agit d'un minéral tétragonal, appartenant au groupe d’espace (P4/mnm), ayant pour paramétres
de maille a =4,5933 A", ¢ = 2,959 2 A. Sa densité mesurée ¢gale 4,230. Sa structure peut &tre décrite
comme résultant d’un empilement hexagonal compact d’atome d’oxygéne. Chaque octaédre partage
deux arétes opposées avec deux octaédres adjacents pour former des chaines infinies se développant

selon I’axe ¢ (figure 4).

Figure 4. Structure du cristal du rutile

3.3 Activité photocatalytique

D’un point de vue photocatalytique, 1anatase est plus réactif que le rutile [21, 22]. Le matériau le
plus utilisé en photocatalyse est un produit commercial répondant an nom de dégussa P25. Celui-ci est
constitué de 25% rutile et 75% anatase,

[’anatase a une bande interdite de 3,23 ¢V, celle du rutile est de 3,02 eV. Cependant, le potentiel
de la bande de conduction de I’anata-> est plus négatif que celui du rutile, permettant ainsi & ’oxygéne
de s’adsorber et de se réduire plus  cilement sur ’anatase. Les recombinaisons (e/h") sont donc

réduites rendant par conséquent 1’anatase ptus performant [7].
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3.4 Quelques modes de préparation de TiO,

Différentes voies de synthése ont été développées pour obtenir des échantillons TiO, d’aire
spécifique plus importante. Parmi ces méthodes on cite le procédé sol-gel, le procédés hydrothermal
ou encore la voie solvothermale [23-25]

Le procédé sol-gel consiste 4 calciner des gels obtenus par hydrolyse contrélée d’alkoxydes
[Ti(OEt)s, Ti(OPr)s, Ti(OBu),} solubilisés dans 1’alcool. Ce procédé dépend de la température, du pH,
du solvant et de la durée de réaction. Au final, cette méthode permet d’obtenir des poudres formées
d’anatase pur ou de mélange anatase/rutile.

Le procédé hydrothermal a pour principe de traiter sous pression et 4 température modérée, un
alkoxyde de titane dans un solvent hydro-organique. Kominamai et al ont synthétisé de 1’anatase
d’aire spécifique égale & 156 m*g par hydrolyse du Ti(OBu), dans le toluéne & 300°C [26].

Enfin, la méthode solvothermale consiste & décomposer un alkoxyde de titane dans un solvant
anhydre. Kang et al [25], ont obtenu de 1’anatase de surface spécifique égale 4 122 m%g en autoclavant
une solution de Ti(OPr), dans le butane-1,4-diol (300°C, 40 bar, 1 h).

Des échantillons de TiO; avec une surface spécifique importante et une porosité homogéne ont été
également développés en incorporant du carbone dans la structure du dioxyde de titane [27],

I’échantillon contenant 1% de carbone en poids semble étre le plus performant,

3.5 Photocatalyseur supporté

L’utilisation du TiO, sous forme de poudre permet une illumination homogéne du matérian sur
toute la surface exposée aux rayonnements. Il présente cependant I’inconvénient de son extraction en
fin de processus. Des TiO, déposés sur différents supports (fibre de verre, cellulose...) ont été
développés. Leur extraction en fin de dégradation est simplifiée, mais de tels catalyseurs ne présentent
qu’une partie de leur surface aux rayonnements, ce qui diminue leur efficacité.

En 1999 Ia société Ahlstrom a déposé un brevet relatif 4 un ensemble support/photocatalyseur
facile & utiliser dans un photoréacteur. Des matériaux mixtes 4 base de charbon actif ef de TiO, sont

¢galement développés pour les applications de dépotlution (figure 5).

4\\ Non-tissé poreux

Non-tissé poreux

Figure 5, Tilustration des catalyseurs développés par la société ahlstrom
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4. Parameétres influencant la photocatalyse
En plus de Iétat de I’échantillon (anatase, rutile, brookite), I'activité photocatalytique du TiO,
dépend de paramétres liés & sa concentration en solution, aux types de radiations utilisées et aux

caractéristiques ionique de la solution.

4.1 Effet de la concentration de TiO; en solution

Quel que soit le type de photoréacteur utilisé (statique ou dynamique), la vitesse de dégradation
initiale est proportionnelle 4 la masse du catalyseur (m). Mais, au-deld d’une certaine valeur de (), la
vitesse de dégradation devient indépendante de la masse du catalyseur (figure 6). Cette limite dépend
de la géométrie et des conditions de travail du photoréacteur (1,3 mg/em® dans un lit fixe et 2,5
mg/cm® en suspension). Dans les suspensions sur-concentrées en catalyseur, les particules de TiO, en
exces créent un effet écran, masquant une partie de la surface photosensible. La masse optimale du
catalyseur doit étre prise en compte pour éviter I’effet écran des particules et par conséquent assurer

1’absorption totale des photons efficaces.
ir

m

P

Figure 6, Variation de la vitesse de dégradation polluant en fonction de la masse du catalyseur.

4.2 Effet de P'influence de la longueur d’onde

Le TiO, est excité grice & des photons possédant une énergie supérieure 4 celle de la bande
interdite (Eg) du cristal concerné (anatase ou rutile). Cette énergie de 3,2 eV pour I’anatase correspond
a une longueur d’onde A< 388 nm.

Ce rayonnement est donc de type UV, il peut &tre obtenu par des sources de rayonnement
artificielles telles que des lampes & vapeur de mercure (basse, moyenne ou haute pression) ou des
lampes fluorescentes.

Le soleil posséde dans son spectre environ 4 — 5% de rayormement UV qui peuvent étre utilisés
pour activer le photocatalyseur. Des recherches sont développées, notamment 4 Almeria en Espagne,
pour tester I'efficacité de la photocatalyse en utilisant cette énergie naturelle. Plusieurs réacteurs

solaires ont été développés a travers un projet européen (Aquacat) et testés en Tunisie, au Maroc et en

Egypte,
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La variation de la vitesse de réaction en fonction de la longueur d’onde utilisée dépend du spectre
d’absorption du catalyseur comme présenté dans la figure 7.

Des ¢tudes sont également en cours pour améliorer les performances du photocatalyseur activé par
des rayonnements dans le domaine visible, comme lc dopage & I’azote [28, 29].

Le spectre d’absorption de TiO, peut également étre déplacé vers le visible grice aux
hétérojonctions qui peuvent avoir lieu entre le dioxyde de titane et d’autres semi-conducteurs (Cu,0,
Biy03, ZnMn,04) [30].

I faut cependant signaler qu’une absorption dans le visible ne signifie pas automatiquement une
activité photocatalytique.
ir

A

Figure 7. Evolution de la vitesse de dégradation de polluant en fonction de (3).

4.3 Effet du flux de radiation

La vitesse de dégradation d’un polluant est proportionnelle au flux de radiation (@), ce qui
confirme la nature photoinduite de I'activation du process catalytique.

Cette proportionnalité est perdue lors de régime intermédiaire, ot pour des valeurs de (D
croissantes. En effet pour des valeurs de (®) supérieures 4 25 mW/cm?, la vitesse de dégradation
devient proportionnelle 4 la racine carrée du flux lumineux (®'?) (figure 8) [4].

ll'

)}

Figure 8. Variation de la vitesse de dégradation de polluants en fonction du flux lumineux.

Cette transition peut étre attribuée 4 la compétition entre les réactions d’oxydation du pollvant par

les radicaux OH et les réactions de recombinaison de ces radicaux & cause de leur concentration trop
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élevée a la surface du photocatalyseur {31, 32]. Enfin, aux intensités lumineuses trés élevées, (environ

100 fois celle du soleil), la vitesse de dégradation devient constante.

4.4 Effet de la concentration initiale en polhzant
De maniére générale, la cinétique suit le modéle Langmuir-Hinshelwood, confirmant le caractére
hétérogéne du systéme. La vitesse varie proportionneliement avec le taux de recouvrement (8) selon

I’équation 15

r:k@:k( k¢ )

L+KC/ .. Eqs
Pour les solutions diluées oii C < 10° M, le produit (KC) devient trés inférieur a 1, la réaction est
alors de premier ordre. Aux concentrations élevées (> 5 x 10~ M), le produit KC est trés supérieur 4 1.

La vitesse de réaction est alors maximum et est d’ordre zéro.

4.5 Effet de la température

Les systémes photocatalytiques ne requidrent pas d’activation thermique. Dans le domaine de
temperature compris entre 20 et 80°C, 'énergie thermique d’activation apparente (E,) est souvent trés
faible (quelques Kj/mol). Cependant, I’activité catalytique décroit aux trés faibles températures (-40 <
T < 0°C), par conséquent I'E, augmente, I’étape limitante devient la désorption du produit final tandis
que E, tend vers Ia chaleur de désorption du produit. Ceci a été observé dans les réactions mettant en
Jjeu I’hydrogene (dehydrogénation d’alcool {33, 34]) sur un catalyseur bifonctionel P/TiO,,

Aux températures €levées (> 80°C), 'adsorption exothermique du polluant est défavorisée et tend a
devenir 1’étape limitante, ’activité catalytique décroit. En résumé, la température optimale des
réactions photocatalytiques est comprise entre 20 et 80°C, (figure 9)

'

-

Figure 9, Variation de la vitesse de dégradation en fonction de la température.

1/7

o
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4.6 Effet des caractéristiques ioniques de la solution aqueuse

4.6.1 Effet du pH

L’état électrique de la surface du TiO, est défini par Le pH de la solution. En effet le point zéro
charge (PZC) est la valeur du pH pour laquelle la surface du TiO; est neutre, elle est de 6,3 [35]. A

pH> 6,3, la surface du catalyseur est négativement chargée (Equation 16)

Ti-OH + OH — TiO+H,0....... Eqlé
A pH < 6,3 la surface du TiO; est positivement chargée Eq17
Ti-OH+H' — TiOH;' ............. Eql7
Suivant la nature du composé et son pK, sa dégradation sera plus ou moins affectée par le pH de la
solution. Par exemple un composé cationique sera plus rapidement dégradé a pH basique, alors qu’un

pH acide favorisera la dégradation de composés anioniques.

4.6.2 Effet des ions inorganiques

Le PZC du TiO; occupe une place importante dans 1’étude de I'influence des ions inorganiques sur
les dégradations photocatalytiques.

En effet, les ions proches de la surface du TiO, peuvent géner I’adsorption du polluant et limiter
action des espéces actives. Or, I’état électrique de 1a surface est déterminant quant au rapprochement
ou 4 I’éloignement des ions inorganique par rapport au TiO;, Ainsi, lorsque le pH est inférieur au PZC,
certains anions (phosphate, sulfate et chlorure) diminuent fortement P’efficacité photocatalytique [36,

37]. Par contre, aucun effet négatif n’a été observé si le pH est supérieur au PZC [36, 38].
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5. Couplage de différents procédés d’oxydation avancée

5.1 Couplage photocatalyse/Ozone (Os)

La photocatalyse peut &tre combinée a d’autres techniques d’oxydation avancée de maniére a
améliorer I’efficacité du procédé [39].

Ainsi, la combinaison Ti0,/O; a montré un effet synergique pour dégrader des composés
organiques [40]. La figure 10 montre la dégradation de différents composés organiques : effluents de
Vindustrie textile 4 1 heure, aniline & 2 heures et ’acide 2,4-dichlorophenoxyacétique & 3 heures en
utilisant la photocatalyse, I’ozonisatton et les deux techniques combinées [41-43], le gain d’efficacité

est incontestable en regroupant les deux méthodes.

100 ~— —
] Bl phwgoratalysis
;'Q“ 80-1 B szoration
B 01 photocatalysis
g 8o gzonation
@
o U7
2
20 4
[:‘ 1

time (hr)
Figure 10, Effet de synergie entre la photocatalyse et I’ozonation [41-43].

En plus de I’ozonisation directe d’un composé intermédiaire en présence de TiO; irradié, P'ozone
permet d*une part d’améliorer la séparation des charges par un pidgeage plus efficace des électrons dii
a son potentiel d’activation plus grand que celui de I’oxygéne et d’autre part la génération de radicaux
OH & travers la formation du radical ozonide O,  dans la couche d’adsorption seclon la

séquence suivante (Equations 18 et 19) [40]:

TiO, + hv  — e +h Eql8
0, + e — 0" Eql9

1’ozonide généré O; " réagit avec le H' en solution pour donner le radical HO; qui évolue pour

donner 1’oxygeéne et le radical hydroxyle (Equations 20 et 21):

03.7 + I’I+ — HO3. Eq20
H03. - 02 +0OH ... Eq21
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5.2 Couplage photocatalyse/H;0,

Des résultats contradictoires ont été obtenus quant 4 1’association du peroxyde d’hydrogéne au
TiO, irradié. Alors que certains auteurs [44-47) signalent un effet positif lors de 1’ajout de H,O, dans
les dégradations photocatalytiques, d’autres [48, 49] annoncent des effets négatifs de la combinaison
Ti0/UV/H,0,. Poulios et al. [50] ont étudié I’oxydation photocatalytique du colorant éosine Y en
introduisant le peroxyde d*hydrogéne, ils remarquérent que la vitesse de dégradation augmente par un
facteur de deux par rapport a la photocatalyse seule.

Kabir et al. [44] considérent le phénol comme modéle dans leur étude sur la purification de I’eau.
Ils observent une amélioration dans la vitesse de dégradation allant quasiment du simple au double en
introduisant seulement 1% de H,O, en volume dans une suspension contenant 1,07 g/L de TiO,.
Cependant, en augmentant la concentration du peroxyde d’hydrogéne, la vitesse de dégradation
diminue pour atteindre, 4 20% d’H,0,, la méme valeur que dans la photocatalyse pure. Cette
diminution peut étre attribuée 4 la recombinaison des espéces oxydantes, radicaux hydroxyles
principalement, aux concentrations élevées de peroxyde d’hydrogéne. Dominguez et al. [51] reportent
¢galement une amélioration du procédé photocatalytique par ajout de peroxyde d’hydrogéne lors de la
dégradation du colorant rouge acide 88 azo. Dans I’étude concernant la dégradation du 1,2-
dimethoxybenzene menée par P. Pichat et al, il est reporté que I'ajout de 0, a un effet positif ou
négatit sur Uefficacité de la dégradation par photocatalyse du 1,2 DMB selon le rapport initial
[Hy0,]/1,2 DMB, la présence de peroxyde d’hydrogéne n’a en revanche aucun effet sur la constante

de vitesse de dégradation dul,2 DMB par en présence de ZnO [52].

5. 3 Couplage photocatalyse/ultrasons

Différentes équipes de recherche [53-56] ont examiné la possibilité de combiner fe procédé ultra-
soniques @ la photocatalyse. La vitesse de dégradation des polluants par le procédé combiné
photocatalyse/ultrasons est égale 4 la somme des vitesses individuelles de chaque technique séparée
{57, 58]. Guillard et al. [59] ont étudié la dégradation de ’octanol par les deux procédés dans le but de
déterminer les mécanismes réactionnels dans chacune des méthodes. Ils conclurent que malgré la
formation d’espéces oxydantes identiques dans les deux procédés, principalement les radicaux
hydroxyles, les chemins et les sous-produits de dégradation sont différents d’une méthode a une autre.
Alors que la photocatalyse se passe sur la surface du TiO, par réaction entre le polluant et les espéces
photogénérées, par ultrason les réactions se déroulent d’une part par I’action des OH’ généré dans les
bulles de cavitation et d’autre part par pyrolyse dans ces bulles. Dans une récente étude [60], il a été
observé que I’effet de la sonophotocatalyse pour dégrader le colorant « reactive black $ » est supérieur

a la somme des efficacités de chaque méthode individuellement.
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5.4 Couplage photocatalyse/photofenton

Le procédé de Fenton, qui est un procédé d'oxydation avancée, est basé sur une réaction d'oxydo-
réduction du peroxyde d'hydrogéne pour générer Ie radical OH . En présence de H,O, et Fe** 4 un pH
de 3, la premiére forme hydrolysée de l'ion ferrique, Fe(OH)*', est en équilibre avec l'eau, contrdlant

ainsi le taux de production du radical libre OH a partir de ia décomposition de H,O,.

Le procédé de Fenton peut étre amélioré en rajoutant des rayonnements UV ou visible, donnant alors
lieu au procédé photo-Fenton. Ce demnier a pour objet de réactiver le fer (I} par réduction (par

rayonnement UV/visible).

La combinaison de Fe", Ti0, et les rayonnements UV, (photocatalyse/photofenton) s’est révélée
tres efficace pour éliminer des polluants connus comme étant récalcitrants tels que 'EDTA, 1'acide
nitrilioacétique ainsi que d’autres acides Oglio-carboxyliques [61-66]. Si la dégradation
photocatalytique de PEDTA, par exemple, est rapide, sa minéralisation reste néanmoins difficile. La
présence d’agents oxydants tels que le fer et le peroxyde d’hydrogéne permettent 1’abattement rapide

du carbone organique total [67].

5.5 Couplage photocatalyse/éléctrocatalyse

Le degré élevé des recombinaisons trous- électrons photogénérés, représente un inconvénient
majeur pour la photocatalyse [68]. La déposition de métaux nobles sur des films de TiO, contribue a
bloquer la recombinaison trou-électron en attirant les électrons photogénérés vers la partie métalique.
Cette technique est appelée la photoéléctroréaction [69] ou encore procédé d’oxydation hybride [70],
elle a ét¢ dévellopée par He et al. Pour la dégradation de I’acide formique sur des films Ag-TiO,, en
appliquant un champs électrique externe. Selon cette étude, la déposition de Pargent sur TiO, et
Papplication d’une anode particlle sur ces films (Ag-Ti0O;) 4 permis non seulement d’accélérer la
vitesse de dégradation de 1’acide formique mais aussi celle d’abattement de la demande chimique en
oxygene (DCO).

6. Domaine d’utilisation de la photocatalyse

Comre énoncé précédemment, les domaines d’application de la photocatalyse sont nombreux et
diversifiés. Depuis 1977, date a laquelle Brad et Franck [71], ont essayé de dégrader les cyanides dans
’ean, I'intérét pour la photocatalyse n’a cessé d’étre croissant {72, 73]. Au début des années 1980, la
dépollution de I’eau a été 1'une des applications phare de cetie technique. A I’exception du cycle 2, 4,
6-trihydroxy-1, 2, 5-triazabenzéne [32, 74] et I’acide trifluoroacétique [75], la photocatalyse s’est
révélée tres efficace pour éliminer plus de 360 composés organiques [76]. La pollution par les
colorants a été 4 I’origine de plusieurs dizaines de publications scientifiques dans ce domaine. II

ressort de ces études que le groupe diazo est majoritairement dégradé en N, gazeux, ce qui est un atout
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considérable de ce procédé. Un récent article compare la rapidité et le taux de minéralisation de deux
colorants : un anionique et un cationique [77]. Comparé au colorant anionique, le colorant cationique
a plus d’aptitude & s’adsorber sur les grains de TiO, facilitant ainsi sa dégradation par photocatalyse,
ce résultat est & rapprocher des effets du pH noter dans le paragraphe pécédent.

La pollution de Pair a également été traitée par photocatalyse. Des polluants gazeux de différents,
types alcanes [78], alcools [79], cétone [80, 81] ont été étudiés. Des composés aromatiques volatiles
provenant des raffineries ont également été dégradés par photocatalyse {82]. La dégradation de
molécules volatiles halogénées produit des radicaux CI'. Ceux-ci peuvent donner lieu a des réactions
en chaine qui augmentent 1’efficacité des traitements photocatalytiques [83-85]. Si la vapeur d’eau,
peut générer des radicaux OH améliorant le procédé photocatalytique, elle peut aussi rentrer en
compétition avec les polluants pour les sites d’adsorption, limitant ainsi les transferts de la phase
gazeuse vers la phase adsorbée.

La récupération des métaux précieux [86, 87] ou toxique [88, 89] est une autre application de la
photocatalyse. L. Murruni et al. ont réduit les ions de plomb contenu dans ’eau. L’élimination de ce
métal toxique est améliorée en wutilisant un TiO, platiné (TiO,-Pt), en faisant barboter 1’ozone ou
encore en introduisant le 2-propanol dans le milieu réactionel pour piéger les trous.

L. Wang et al ont montré I’efficacité du procédé photocatalytique pour éliminer Ie chrome (V1), qui
existe dans les rejets industriels, et dont la toxicitd est bien connue. Ces auteurs ont étudié
I"élimination photocatalytique de ce métal sur un «TiO,» thermiquement traité. Selon ces auteurs [89],
la présence de composés organiques (I'acide formique) améliore les taux de réduction du chrome par
photocatalyse. Xu el al {90] ont également montré la capacité de la photocatalyse a éliminer
simultanément des polluants organiques et minéraux. En effet, la réduction du Cr(VI) a été obtenue en
méme temps que I’oxydation du MTBE gréce au systéme TiO,/ UV,

Le recouvrement de surfaces de différentes matiéres (verre, béton, métal...) par TiO, permet
'obtention de surfaces auto-nettoyantes. Ces nouvelles surfaces sont capables d’éliminer les
salissures déposées en surface. Les composés organiques issus de I’activité industrielle et humaine
adsorbés sur les verres auto-nettoyants peuvent &tre dégradés en utilisant un rayonnement de faible
intensité (1 mW/em?) (figure 11) [91]. De nouvelles applications apparaissent avec des bétons auto-
nettoyants et la dépollution de I’air dans les villes.

Enfin, la photocatalyse peut étre impliquée dans la dégradation de perturbateurs chimiques
endocriniens (EDCs en anglais) dans I'eau [92-94]. La présence d’hormones féminines telles que
Iestrogéne naturel du 17b-estradiol (E2) ou I’estron (E2) provoque de fortes activités ostrogéniques
méme & de trés faibles concentrations (10”M). La découverte dans les rividres britannigues de carpe et
de truite hermaphrodites est attribuée 4 la présence de ces EDCs en fortes concentrations [95]. Ces
composes sont fotalement éliminés par photocatalyse sous faible irradiation. Les composés

intermédiaires produits lors du procédé photocatalytique ne présentent pas d’activité ostrogénique.
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Figure 11. Photographie alternant des carreaux de verre ordinaire (B) et auto-nettoyant (A)

installés sur un mur extérieur. [96, 97|

En France, le laboratoire IRCELYON (issu de la fusion de deux laboratoires ex LACE et ex IRC)
est, 'un des plus importants laboratoires de catalyse frangais travaillant sur ce procédé depuis de
longues années. Ce laboratoire a déja produit des dizaines de publications depuis le début de son
activité de recherche dans les années 80. Les domaines de recherche explorés par cette équipe sont trés
variés allant de la recherche fondamentale aux applications réelles de cette technique dans la
dépollution de I’eau et de I'air: dégradation de composés organiques [98-101], &limination de
pesticide et de colorant [102-106], élimination de composés malodorants [107]. Cette équipe a
également développé un photoréacteur 4 base de fibres optigues recouvert d’un film mince de TiO,
{108} en vue de s’affranchir des inconvénients liés a4 1'extraction du TiO; en fin de dégradation
photocatalytique. L’évaluation de efficacité de TiO, déposé sur du papier non tissé fabriqué par
Ahlstrom a €té réalisée par cette équipe, lors de la dégradation photocatalytique de composés
organique sous irradiation solaire [102]. A partir de 2006, Mme C. Guillard a débuté la désinfection
photocatalytique qui a pour but d’éliminer les microorganismes en vue de potabiliser 'eau et de
désinfecter 1air. Dans ce contexte, le virus «H5N2» a été pris comme model du virus pathogéne de la
grippe aviaire «H5N1». En association avec 1’entreprise «BUXAIR», I’étude de I’inactivation du virus
H5N2 par photocatalyse a montré P'efficacité de cette technique contre ce type de polluants dans 1’air
[109]. Le microorganisme E-coli a été pris comme model de pollution bactérienne de 1’ean. Cette
ctude est objet de la présente thése. La désinfection photocatalytique de 1’eau contaminée par E-coli
s’est révélée positive [110], ce microorganisme a été également dégradé en utilisant d’autres classes de
matériaux photoactifs tels que les photosensibilisateurs ou encore une argile pontée avec le titane.
Enfin la référence [111] (J. M. Herrmann et al.) rassemble les principaux axes d’application de la

photocatalyse.
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7. Principaux défis de la photocatalyse

Depuis les années 1960, la photocatalyse a montré ses capacités dans les différents domaines que
nous venons de présenter. Cependant, des questions subsistent:

- Cette technique est-elle condamnée A travailler exclusivement avec le Ti0, ?

- Pourra-t-on activé le TiO, dans le visible ?

Si d’autres photocatalyseurs tels que (CuyO, Fe,Os, WO;, CdS, CdSe) peuvent étre activés dans le
visible, leur activité photocatalytique reste cependant inférieure a celle du TiO,. La recherche
scientifique future dans ce domaine, s’attélera donc a répondre A ces questions. 1D autre part,

- Peut-on envisager 1’application de la photocatalyse dans le domaine médical pour traiter le
cancer par une thérapie photodynamique ?

A ces questions, s’ajoute 1'urgence de la standardisation de la photocatalyse. La création d’un test
photocatalytique standard s’avére amjowrd’hui nécessaire pour pouvoir comparer les produits
photocatalytiques de différents constructeurs sur une base commune. Des travaux de standardisation
de produits photocatalytiques sont aujourd’hui menés au Japon par le comité japonais de
standardisation, celui-ci est composé de quatre sous comités ;

- Le sous comité d’évaluation et standardisation des méthodes auto-nettoyantes,

- Le sous comité de standardisation de produits pour la purification de I’air,

- Le sous comité de standardisation de produits pour la purification de I’ean,

- Le sous comité de standardisation de produits anti-bactérien.

Des efforts de standardisation sont également effectués en Europe, en Chine et en Corée du sud,
une standardisation internationale est néanmoins souhaitée,

Enfin la généralisation de I’application de la photocatalyse passe par sa popularisation. Un travail
important reste a faire pour les années a venir en vue d’introduire la photocatalyse et les produits

photocatalytiques dans la vie quotidienne des populations,
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Chapitre 11

Matériaux argileux et
modification par
pontage



Introduction

L’utilisation de matériaux combinant 4 la fois un fort pouvoir adsorbant et une activité
photocatalytique devient de plus en plus répandue. C’est dans cette optique que se développe, au sein
de différentes équipes de recherche de part le monde, la synthése d’argile modifiée, en vue de conférer
& celle-ci un pouvoir photoactif. Le pontage de I'argile avec Poxyde de titane constitue 1’une des
principales voies pour arriver a ce but. L optimisation de la synthése de tels matériaux a fait 1’objet
d’études précédentes, différents résultats sont obtenus en fonction du type de Pargile de base ainsi que
le mode d’obtention du polymére de titane. Ce dernier point constitue une étape cruciale dans la
synthese de ces matériaux, En effet, si certains chercheurs préparent le polymére de titane 4 partir de
TiCly en I’hydrolysant par ’acide chloridrique, d’autres préférent I’utilisation du tétra-isopropoxyde
de titane hydrolysé par I’acide acétique. Ce dernier protocole permet 1’obtention d’un polymére de
titane moins acide, donc non agressif par rapport & la structure argileuse. 1.’obtention d’une argile
convenablement pontée avec le titane permettrait non seulement d’adsorber les polluants 4 sa surface
mais aussi de les oxyder et de les dégrader, en la combinant aux irradiations appropriées, pour les
¢liminer définitivement du cycle environnemental. Nous essayerons dans ce qui suit de présenter une
synthése sur les argiles, leur constitution et leurs propriétés. Nous passerons par la suite 4 la
préparation d’une argile pontée avec le titane en vue de I’associer 4 un traitement photocatalytique de

désinfection.

1. Structure des minéraux argilenx

Les minéraux argileux se présentent généralement sous forme de feuillets, d’oll leur nom de
phyllithes. Ils appartiennent au groupe des phyllosilicates. Chaque cristal ou phyllithe (dont I’épaisseur
se mesure en micrometres) est formé de quelques centaines de feuillets empilés qui se mesurent en
unités mille fois plus petites, les nanomeétres. C’est la structure du feuillet élémentaire qui caractérise

’espéce minérale. Chaque feuillet est composé de deux, trois ou quatre couches planes assocides.

1.1 Structure du feuillet
Le feuillet est constitué de deux éléments essentiels : le silicium et 1’aluminium entourés d’atomes
d’oxygéne ou de groupements hydroxyles.
Le silicium occupe le centre d’un tétraédre, 1’aluminivm celui d’un octagédre. La juxtaposition de
plusieurs tétragdres ou de plusieurs octaédres donne la couche comrespondante (figure 1). Le feuillet
argileux est obtenu par superposition de couches tétraédrique et octaédrique. Chaque feuillet est séparé

du suivant par un espace interfoliaire pouvant renfermer des cations.
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Octaédre centré sur Al Couche octadédrique

Figure 1 Constituants élémentaire du feuillet argileux

2.  principaux types d’argile
Les différents groupes de minéraux sont définis par I’épaisseur de leurs feuillets, chacun

correspondant 4 I’empilement d’un nombre variable de couches tétraédriques et octaédriques.

2.1 Minéraux a 7 A°

IIs sont aussi appelés minéraux de type (1 :1). Hls associent dans leurs feuillets une couche de
tétraddres centrés par le silicium et une couche d’octaddres centrés pas I'aluminium (Figure 2). Le
principal minéral de ce groupe est la kaolinite, son fevillet est neutre, la distance séparant deux
feuillets est de 7A°. La formule chimique structurale est SiALOs(OH),.

2,2 Minéraux 2 10 A°

Appelés également minéraux de type (2 :1). Leur feuillet est formé d’une couche octaédrique prise
en sandwich entre deux couches tétraédriques. Les principaux minéraux de ce groupe sont la
montmorillonite et  D’illite, la  formule  générale de  ceite  derniére  étant
(SigxALY(A;. M. My),010(OH),K L’ équidistance réticulaire est de 10A°. Divers cations, des molécules
d’eau et des molécules organiques d’encombrement variable peuvent se loger dans 1’espace

interfoliaire, L’équidistance réticulaire peut alors varier de 10 4 18A°.

2.3 Minéraux a 14A°

Ce sont les minéraux de type (2 :1:1) Leur feuillet est construit sur un modéle analogue 4 celui des
illites et des smectites, I’espace interfoliaire est cependant garni d’une couche continu d’hydroxyde
appelée fenillet brucitique (figure 3). Cette couche octaédrique supplémentaire est stable et

I’équidistance réticulaire est fixe 4 14A°.

27



2.4 Les minéraux argileux interstratifiés
Ces minéraux sont caractérisés par lalternance de feuillets ou (le plus souvent) d’espace
interfoliaire différents. Cette alternance est déterminable uniquement lorsqu’elle est réguliere. Les

interstratifiés sont les étapes de transformation d’un minéral argileux vers un autre.

A E R A [

Figure 2 Structure de la kaolinite. Figure 3 Structure de la chlorite.

3. Structure de la montmorillonite

La montmorillonite (figures 4) est une argile gonflante faisant partie des smectites ayant un feuillet
de type (1 :2). Dans son réseau cristallin les substitutions ont lieu au niveau de la couche octagédrique
ol Tes cations AI** sont remplacés par les cations Mg®, Les cations échangeables viennent s’insérer
dans I’espace interfoliaire pour compenser le déficit de charge positive.

L’étude de sa structure a fait ’objet de plusieurs hypothéses, la plus citée étant celle de Hoffinan
[1], Marshall [2] et Hendricks [3]. Selon ces auteurs, la structure de la montmorillonite découle de
celle de 1a pyrophylite o un plan de cation AI** est compris entre deux plans de cations Si*". Le cation
AP se situe dans un octaédre formé de quatre atomes d’oxygéne et de deux groupements hydroxyles.
Le cation Si** quant 4 Iui se situe dans un tétraddre formé de quatre atomes oxygéne.

La formule chimique générale de la montmorillonite est la suivante :

(Sig)"(AlsMgy)"'020(OH)sMy. n H0.
Ou:
M : est le cation compensateur,
X : nombre de cations compensateurs,

IV et VI représentent les positions tétraédrique et octaédrique respectivement,
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La maille élémentaire est monoclinique, ses parametres somt: a = 5,2A°, 8,8<b<9,2A° Le
paramétre ¢ varie en fonction du cation compensateur ¢t du degré d’hydratation.

Trois types de surfaces sont définis dans la structure de la montmorillonite :

. Surface basale externe cotrespondant aux régions extérieures du feuillet,

- Surface interne se trouvant dans ’espace interfoliaire,

- Surface latérale qui comprend les épaisseurs du feuillet.

Cette derniére est d’étendue négligeable devant la somme des étendues des surfaces externe et

nterne.

Figure 4 Cristal de la montmorillonite selon Hoffiman [1}.

4, Propriétés des argiles.
4.1 1.a colloidalité
Les minéraux argileux se présentent sous forme de particules de trés petites dimensions, portant
une charge négative. De ce fait, IIs donnent avec les phases liquides des systémes disperses
(colloides) formant une suspension stable [4].
La colloidalité des minéraux permet leur purification en éliminant les particules non argileuses (de

densité plus élevée) lors de la sédimentation.

29



4.2 Aptitude au gonflement

Le gonflement est la capacité du matériau a augmenter de volume lorsqu’il s’hydrate. Les faibles
forces de type Van Der Walls liant les feuillets permettent I’introduction de molécule minérale oun
organique dans I’espace interfoliaire. Grim, Bradley et Clarck [5] ont montré que 1’on peut introduire
des couches de molécules d’eau dans I’espace interfoliaire, ce qui fait gonfler ces argiles et forme des
hydrates distincts & 1, 2, 3 et 4 couches moléculaires. Le gonflement de 1'argile est d’autan plus
important que les cations compensateurs sont petits et faiblement chargés. Grace a leur complexation
avec les molécules d’eau, ces ions hydratables permettent la diminution des forces attractives entre
feuillets [6]. Selon le type de cation compensateur, le gonflement est décroissant suivant la séquence
suivante : Li'>Na'>Ca’">Fe’">K’. Le potassinm présente un cas particulier, ce cation posséde
exactement la taille des cavités en surface du feuillet et s’y retrouve piégé, devenant ainsi moins
hydratable et moins facilement échangeable.

Le gonflement d’une montmorillonite peut &tre décomposé en deux parties :

1- Le gonflement cristaltin

Appelé dgalement gonflement en présence de vapeur d’ean. Il permet d’augmenter la distance
interéticulaire de 9,6 4 26 A°. 1l est directement 1ié au nombre de couches d’eaun introduites entre les
feuillets. L’amplitude du gonflement cristallin est directement liée 4 1’énergie d’hydratation des
cations compensateurs [6, 7].

2-  Le gonflement osmotique

Appelé également gonflement macroscopique ou gonflement libre. Ce type de gonflement se
produit lorsque 1’énergie d’hydratation est suffisante pour franchir la barriére de potentiel due aux
forces électrostatiques attractives entre feuillets. Au-dela de la denxiéme couche d’eau adsorbée 4 la
surface d’un feuillet, I’eau perd ses propriétés d’eau liée et devient une eau libre.

Pour des teneurs plus importantes en eau, on parle plus de dispersion ou de suspension de
montmorillonite dans Peau que de gonflement aqueux de la montmorillonite. La mise en pratique de la

propriété du gonflement permet 1’obtention d’argile intercalées et pontées.

4.3 Capacité d’échange cationique

Elle est due aux substitutions pouvant se produire & Uintérieur du feuillet. Ces substitutions se
produisent en position octaédrique en remplagant une partie des ions AI** par des ions tels que Mg®,
Ni**, Mn®, Fe** dans les minéraux dioctaédriques [8]. Elle peut aussi avoir lieu dans la couche
tétraédrique en remplagant une partie les ions Si** par les ions AI*".

Les substitutions isomorphiques donnent lieu 4 un déficit de charges positives qui sera compensé
en surface des feuillets par des cations échangeables.

La capacité d’échange cationique est influencée par : La tailles des particules, le pH et 1a nature des

cations échangeables.
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Plusieurs méthodes ont été¢ proposées pour estimer la CEC d'une argile. Les différents procédés
consistent a remplacer les cations compensateurs contenus dans 1’espace interfoliaire par d’autres
éléments, puis de doser les concentrations résiduaires de ces éléments, Les procédés les plus utilisés
pour mesurer la CEC sont : la méthode des chlorures d’ammonium, dosé par la méthode de Kjeldhal
[91, 1a méthode du Co(II) [10], ou encore la méthode potentiométrique [11}. D’autres méthodes basées
sur le remplacement des cations compensateurs de I’argile par du thio-urée d’argent [12] ont été
développees, ces méthodes présenteraient des résultats erronés par suite de la précipitation du sulfite
d’argent sur les surfaces argileuses faussant ainsi la valeur de la CEC. De tels résultats ont motivé des
chercheurs a établir des modeles [13] qui permettent de détecter et de corriger des valeurs erronées de
CEC. Cette derniére méthode permet néanmoins la détermination de la CEC d’une argile calcique
[14].

Dans ce travail, la CEC de l’argile utilisée est estimée par la méthode du bleu de méthyléne {15],
qui consiste & échanger le sodium de Pargile par le cation du bleu de méthyléne, puis 4 doser le bleu de
méthyléne restant par spectrophotoméirie visible.

Cette méthode dépend du pH de la suspension et du cation compensateur, En effet, une CEC de trés
faible valeur est obtenue lorsqu’elle est déterminée en milieu acide. A 'inverse, cette valeur devient
trés importante dans un milieu basique. Ces variations sont dues aux charges (positive dans le premier
cas et négative dans le deuxiéme) qui apparaissent sur la surface du minéral par variation du pH.
L’influence du cation compensateur, quant a elle, est expliquée par Brindley et Thomson (1970),
comme étant un probléme stérique observé pour les cations échangeables de valence élevée. La
détermination de la CEC par cette méthode n’est donc appropriée que pour un échantillon sodé a pH

neutre.

5.  Argiles intercalées

L’intercalation est la premiére étape du pontage, elle consiste a prendre comme réseau héte un
silicate lamellaire gonflant et d’y intercaler, par échange cationique entre les fenillets des argiles, des
especes chimiques variées minérales ou organiques, neutres ou chargées. Cette intercalation est quasi
réversible [16], & son issue, la distance interréticulaire peut atteindre plusieurs fois 1’épaisseur initiale
du feunillet. Dés les années cinquante, Barrer et Mc Leod [17, 18] introduisirent des
tetraalkylammoniums pour obtenir des argiles intercalées, Ces argiles n’étant pas stables
thermiquement, d’autres chercheurs ont proposé de les intercalées par des espéces minérales telles que
les polyhydroxydes de métaux. Depuis, les investigations dans les domaines de I’intercalation et le
pontage des argiles se sont multipliées. Des matérianx argileux pontés avec Paluminium [19, 20], le
nickel [21], le chrome [22], 1e titane [23].
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6.  Argile pontée

L’argile intercalée subit un traitement thermique destiné a transformer les polycations interfoliaires
en oxydes non échangeables,

Les ponts dans espace interfoliaire sont constitués par 1’établissement de liaisons chimiques entres
les oxydes et la mafrice argileuse, rendant la structure rigide et poreuse. Les différentes étapes du

pontage sont représentées dans la (figure 5).
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Figure .5 Les différentes étapes du pontage d’une argile

7. Pontage de Pargile avec le titane

Le titane [24, 25], le chrome [26] et le silicium [27,28], sont parmi tes cations qui donnent les
écartements de feuillets, les plus importants par pontage. Les études sur le pontage des argiles par le
titane (TiPILCS), ont montré que cette transformation confére au matérian des propriétés intéressantes
en termes de stabilité thermique et d’acidité [25]. De plus, 1’activité photocatalytique des TiPILCS est
de plus en plus discutée [29].

La synthése de TiPILCS, ayant une structure zéolithique bidimensionnelle bien définie (plee et al)
{30} et une bomne stabilité thermale, est difficile & réaliser puisque ’obtention de la solution de

pontage dépend de plusieurs paramétres.
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7.1 Solution de pontage a base de titane

D’aprés des travaux antériewrs, la nature du sel précurseur est de premiére importance. Les
meilleurs résultats sont obtenus en hydrolysant TiCly {24, 25} ou Ti(OC3;Hy)y [31] avec HCL Des
tentatives 4 directement échanger 1’argile avec Ti(SO,), sont restées sans succés [32]. Dans ces argiles,
certains feuillets ne sont pas pontés & cause d’une limitation de diffosion des espéces cationiques a
base de titane entre les feuillets. Celle-ci apparait lors de la synthése. Des spectres de diffraction X de
quelques TiPILCS [33, 34] montrent qu’une quantité relativement importante de feuillets n’est pas
pontée. Ce résultat est probablement di a un échange de 1’argile avec des espéces monomériques de
titane. Valverde et al {35] notent la présence de deux valeurs de 20 correspondant aux réflexions du
plan (100), ils attribuent ce fait 4 la présence de différentes espéces pontantes.

Les composés obtenus en solution lors de 1’hydrolyse de TiCly par HC! sont encore 1’objet de
discussion. Le degré de polymérisation dépend de la concentration en ions Ti** et CI' . L’existence de
liaisons Ti-Cl a été établie par Nabrivanets et Kudritskaya [36]. D’autres auteurs ont déerit un schéma
de polymérisation avec des espeéces anioniques de titane et des ponts oxo [37]. Quelle que soit la
nature de 1’unité élémentaire, la concentration en ions chlorures est essentielle, Des expériences ont
montré que les complexes de titane ont un rayon moins important en utlisant acide HF a la place de
HCI comme agent hydrolysant [36]. Binitha at al. [38] ont préparé une solution d’intercalation a base
de titane & faible coiit de revient en utilisant comme précurseur le sulfate de titanyl Ti0SO,.

D’autre part, et 4 cause de sa charge élevée, le cation tétravalent du titane subit une hydrolyse
spontanée méme en milieu fortement acide [39]). A pH = 0, Iion Ti(TV) existe sou la forme
[Ti(OH)(H,0)s]** en équilibre avec le complexe [Ti(OH),(H,0),]*. Peu de données existent dans la
littérature concernant la condensation en solution du Ti(IV) exceptées celles concernant 1’octamére
[Tig(OH)2(H,0),*" dont la structure est mal connue [39]. Le cation Ti(IV) est trés polarisant pour
former ’hydroxyde Ti{(OH)4 L.a déshydratation spontanée par oxolation conduit & ’oxyde TiO; qui
cristallise soit dans la phase Ia plus stable (rutile), soit dans la phase métastable (I’anatase) selon la
série de réaction suivante :

Ti(OH)—  TiO(OH),(H;0}— TiO(OH), + H;0 —»Ti0; + 2 H,0
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Chapitre 111

Les photosensibilisateurs



Introduetion

Aujourd’hui, 1’essentiel des travaux et applications de la photocatalyse reposent sur 1’utilisation de
semi-conducteurs pouvant initier des réactions d’oxydoréduction & travers la production de couples
trow/ électron. Actuellement, le semi-conducteur le plus utilisé est le dioxyde de titane (TiO,). Si ce
matériau présente de nombreux avantages - faible coiit, fort pouvoir oxydant a I’état excité, absence de
toxicité liée a son utilisation. .., il présente néanmoins deux inconvénients majeurs :

- Son activation exclusive dans le domaine des rayonnements UVA, rend hypothétique son
utilisation sous irradiation visible (rayonnement solaire par exemple). De nombreuses
recherches sont entreprises dans le but de déplacer le spectre d’absorption du TiO, dans le
visible en vue d’introduire la photocatalyse solaire dans les opérations de dépollution des gaz
et des eaux contaminées par différentes classes de polluants (chimiques et biologiques).

- Le TiO; ne posséde qu’une faible surface spécifique allant de 20 & 100 m%g an maximum,
limitant par ce fait son pouvoir adsorbant. L’adsorption de polluant a la surface du
photocatalyseur est un facteur crucial de Iefficacité photocatalytique d’ott le fort intérét a
développer un photocatalyseur possédant une surface spécifique importante.

Dans ce contexte, le développement de nouveaux photocatalyseurs permettant de contourner les
aspects négatifs du TiO; devient indispensable. Dans ce sens, les photosensibilisatcurs aromatiques
(PSA) semblent étre une piste prometteuse. En effet, ces composés peuvent &tre greffés sur des
minéraux donnant lieu 4 une nouvelle classe de photocatalyseurs.

Ces nouveaux matériaux présenteraient des avantages certains par rapport aux photocatalyseurs
«traditionnels» dont :

- Lamodulation des propriétés oxydo-réductrices des PSA excités,

- Lamodulation du domaine d’absorption de la lumiére en fonction de la structure du PSA, cette
caractéristique pouvant ouvrir la voie a 1'utilisation de la lumiere visible pour I’activation des
nouveaux matériaux,

- La possibilité de les déposer ou de les greffer sur des matériaux transparents de surface
spécifique variable.

I1 est clair que les deux derniers points sont les plus intéressants puisqu’ils traitent de la possibilité
d’exciter les photosensibilisateurs dans le visible ainsi que de développer des matériaux photoactifs
possédant de grandes surfaces spécifiques.

Dans ce travail, les photosensibilisateurs silice/PSA seront utilisés pour traiter une pollution d’origine
bactériologique représentée par un microorganisme modele: Escherichia coli. Ce sera alors 1’occasion
d’évaluer les limites des photosensiblisateurs quant au traitement d’une pollution de ce genre.
L’efficacité du matériau photoactif en fonction du mode de greffage sera également discutée. Les
résultats obtenus seront comparés a ceux du TiO,.

Ces matériaux ont été synthétisés, dans le cadre d’une thése de doctorat défendue par M. C.

Cantau sous la direction de Mme S. Lacombe (Equipe ECP de I’Institut Pluridisciplinaire de recherche
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sur I’Environnement et les Matériaux) 4 Puniversité de Pau et les pays de ’Adour. Cette thése
s’intitule : Nouveaux matériaux pour la photocatalyse dans le visible: De I’élaboration a
I"activité. Les synthéses, structures et caractérisations des matériaux impliqués dans cette thématique
sont donc décrites en détail dans le document de C. Cantau [1]. Nous ne reprendrons ici que les

éléments importants pour la compréhension des expériences de désinfection.

1. Définition d’un photosensibilisateur aromatique.

Dans ce qui suit, les photosensibilisatenrs aromatiques ou PSA sont définis comme des
molécules organiques qui, sous 'effet d'un rayonnement lumineux et en présence d’oxygene (O,),
générent des espéces réactives de "oxygéne.

Plus généralement, les réactions sensibilisées par la lumidre peuvent étre des réactions de
photoxydation dont le mécanisme est trés complexe. En absorbant la lumiére, le PSA passe de son état
fondamental vers sont état excité. Cette transformation est & 'origine de mécanismes par transfert
d’électron (type I} ou par transfert d’énergie {type I} initiant ’oxydation de substrats présents dans le
milieu réactionnel. La désactivation du PSA entraine en théorie le retour du PSA & son état
fondamental [2, 3].

2. Mécanismes des oxydations photosensibilisées,

- En 1986, G. J. Kavarno et N. J. Turro [4] ont défini le terme de transfert d’électron et d’énergie
comme le passage d’électrons des orbitales occupées vers des orbitales vacantes du P.S.A. et du
réactif, Ie P.S.A. pouvant étre soit donneur soit accepteur d’électrons. Deux mécanismes principaux
sont suggérés : le transfert d’électron et le transfert d’énergie (ce dernter pouvant se faire soit par

échange d’électrons soit par interaction diple-dipdle).

2.1 Le transfert d’énergie (réactions de type 1)

Le transfert d’énergie peut se faire selon deux mécanismes différents. Dans le mécanisme par
échange d’électrons, il y a deux transferts d’électron indépendants ’'un de 1’autre. Il en résulte le
retour du P.S.A. dans son état fondamental et le passage 4 1’état excité pour le réactif. Le second type
de mécanisme est le transfert d énergie par interaction dipdle-dipdle. 11 fait intervenir une interaction
coulombienne entre les systémes électroniques du P.S.A. et du réactif {mécanisme de type II). Du
point de vue énergétique, pour que le transfert soit efficace, il faut que 1’énergie de 1’état excité du

photosensibilisateur soit supérieure a celle de I'état excité du réactif,

37



™
Transfert d’énergie: —0 0 ——

o
@

I> I

Echange d’électrons === e —
<10A D¥ A D A#
'%' dom
Transfert d’énergie: —
Interaction dlpole-dlpole o5 6o o

Figure (1): Description schématique du mouvement des électrons dans les mécanismes par

transfert d’énergie D : donneur ; A : accepteur [4].

L’espéce réactive de I'oxygéne dans les réactions de photooxydation de type II est "oxygéne
moléculaire singulet ou oxygéne singulet (02 [IAg], '0,). Clest e premier état excité de I’oxygéne
moléculaire. Les PSA pouvant produire I’oxygéne singulet sont généralement des colorants organiques
aromatiques absorbant la [umiére visible comme les thiazines (bleu de méthyléne, thionine), les

xanthénes (€osine, rose de Bengale) ou encore les porphyrines (tétraphénylporphyrine).

Energie kl/mol Transfert d’énergie
4
Sl
! CIS
156.9 A 13,
\
\
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942 | 2\ & A,
0 S e Ty
Sensibilisateur G,

Figure (2) : Production d’oxygéne singulet par transfert d*énergie photosensibilisée. CIS :

conversion intersystéme,
Le processus de photosensibilisation a généralement lieu a partir des états excités de plus longue
durée de vie. L’oxygeéne singulet est donc produit & partir des états triplets du PSA obtenus par une

conversion inter-systeme (CIS), la désactivation du PSA ayant lieu sans modification chimique

(Equations 1 et 2),

PSA(S)) __hu_  PSA*(S)__ CIS  PSA*(T)).............. (Fq 1).
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PSA (T)) + 0y ~—————» PSA(So)+'Os.cvveecvivicne o (Eq 2).

La production d’oxygéne singulet peut avoir lieu de fagon directe & partir du premier état
singulet da PSA si le rendement de la conversion inter-systéme est faible. Dans ce cas, le PSA passe
de son premier état excité singulet au premier état excité triplet avec assistance d’une molécule
d’oxygéne. Si ’énergie de I'état triplet est suffisante, la sensibilisation d’une deuxiéme molécule

d’oxygene est possible, comme dans le cas du 9,10-dicyanoanthracéne (DCA) (5, 6] (Eg 3).
'DCA + 30, ~—— 3DCA + 0,

O,
1 02

(Equation 3) [5]

2.2 Le transfert d’électron (réactions de type I)

Les réactions de type I impliquent le transfert ¢’un seul électron. Elles sont souvent appelées
PET de I’anglais (Phoinduced Electron Transfert). Le transfert monoélectronique photoinduit est le
résultat d’une réaction bimoléculaire ou un électron passe de Porbitale occupée du PSA excité vers
une orbitale vacante ou partiellement occupée du réactif ou inversement. Ce transfert conduit 3 la
formation d’espéces radicalaires chargées.

Le PSA excité, peut jouer aussi bien le rdle du donneur (D*) que celui de I’accepteur (A¥). De
ce fait, le type du processus de photosensibilisation (oxydation ou réduction figure (3)) dépend de la
position relative des niveaux énergétiques de D* et de A oude A* et de D [7].

Dans un mécanisme de type I, le PSA aprés son excitation par absorption d’un photon passe
vers son ¢tat singulet ou triplet et réagit directement avec le composé considéré par transfert

monoélectronique (Eq 4 et 5).

-
Réduction photosensibilisée de A
:
Transfert d’électron
<10 A ——— De+ Ae-

O—PpO Oxydation photosensibilisée de D
D A*

Figure (3) Description schématique du mouvement des électrons (cercles) dans les mécanismes

de transfert d’électron. D : donneur ; A : accepteur [4].
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La photooxydation par transfert d’électron peut conduire a une forme semi-réduite d’un PSA

accepteur d’électron (PSA™) et 4 un réactif semi-oxydé d’un réactif donneur (D™).

P.S.A.(S)) B PSA(S) & PSA (T, (Eq4)
PSA* (SlouT)+D—-PSA" +D" .............. (Eq5)

Le P.S.A. semi-réduit (PSA™) peut, dans certaines conditions, réagir avec 1’oxygéne

moléculaire a 1"¢état fondamental pour former I’anion superoxyde (02" (Eq 6).
PSA"” +°0; ~PSA+0, ................... (Bq6)

Les radicaux cations D" formés peuvent, soit réagir avec I’anion superoxyde pour conduire
des produits d’oxydation (Eq 7), soit se dégrader par la perte d’atomes d’hydrogéne (Eq 8). Les

radicaux D (-H)" formés peuvent ensuite additionner I"oxygéne a I’état fondamental (Eq 9).

O, "+ D™ — Produits d’oxydation........................ (Eq 7)
D" — D (-H) + H" — Produits de dégradation. ............. (Eq8)
D(-H)" +°0, - D’00" — Produits.................c........ (Eq9)

Ce type de mécanisme permet de photooxyder des composés difficilement oxydables, comme les
oléfines, les diénes et de nombreux composés aromatiques {3].

Les produits d’oxydation issus de la réaction avec I’oxygeéne singulet 'O, sont généralement
différents de ceux obtenus par réaction avec Panion superoxyde. L'importance relative des deux
mécanismes d’oxydation peut étre déterminée par la nature des réactifs d’une part et par leur
concentration d’autre part. En effet il semble que plus la concentration en substrat est élevée, plus le
processus par transfert d’électron est important. Par ailleurs, les composés qui réagissent lentement
avec I’oxygéne singulet, auront tendance & favoriser le transfert d’électron [5, 8].

Lorsque les deux mécanismes par transfert d’énergie et par transfert d’électron sont possibles,

un transfert d’électron peut étre envisagé a partir de I’oxygéne singulet. (Eq 10).
'0,+ Sens’ > Oy + Sens..........oco..... ... (Eq 10).

Les composés qui favorisent ces mécanismes de type I sont ceux qui absorbent dans le proche

UV et dans le visible (400 - 800 nm) comme: les sels de triphénylpyrylium, les composés

40



cyanoaromatiques (1,4-dicyanonaphtaléne, 1,2,4,5-tétracyanobenzéne), les porphyrines et les
phthalocyanines.

En résumé, le chemin réactionnel prédominant d’une réaction photosensibilisée dépend de la
nature du sensibilisateur et du réactif utilisés, et des conditions de la réaction (concentration du réactif
et de 'oxygene ainsi que la nature du solvant). Certains PSA sont capables de produire a la fois de
I’oxygéne singulet et le superoxyde c’est le cas du DCA, des porphyrines et des phthalocyanines.

Une interpénétration des nuages électroniques du PSA et du réactif est nécessaire pour avoir un
transfert d’€lectron et le transfert d’énergie par échange d’électron. De ce fait, la distance qui sépare le
photosensibilisateur du réactif doit étre trés faible et n’excéde pas les 10 A°. Le transfert d’énergie par
interaction dipdle-dipble nécessite, lui, un recouvrement entre les spectres d’émission de D* et
d’absorption de A car il procéde par un couplage vibrationnel [2]. Ce mode de couplage peut avoir lieu
méme quand les molécules se trouvent & grande distance les unes des autres (10 A° - 100A°), car il ne

nécessite pas de collision entre les molécules.

3. Aspect thermodynamique du transfert d’électron

La faisabilité d’une réaction dépend de V’enthalpie libre mise en jeu. Dans le cas d’un transfert
d’électron, I’expression de cette enthalpie est appelée I’ équation de Rehm-Weller (Eq 11).

Cette équation utilise les potentiels standards d’oxydo-réduction (E®), ils sont exprimés en volts
et déterminés pour une température de 298,15 °K, une pression de 1 bar et un pH nul. L’expression de

I’enthalpie libre dans le Systéme international (en J/mol) est dong la suivante

S0 y— D.t,,"' . A/ -\ - -—-—-——-—N'&ez
AG°(J/mol)=F E({ f"D) E((‘% «_\'")] N.AE e ed

Eq 11: Equation de Rehm-Weller.

Ou

F : constante de faraday = 96484 C/mol,

NA : constante d’ Avogadro = 6,022.10%/ mol,

E°(D"/D) : potentiel standard d’oxydoréduction du donneur D exprimée en volts (V)
E°(A/A") : potentiel standard d’oxydoréduction de I’accepteur A exprimée en volts (V)
AE00 : énergie d’excitation du sensibilisateur en Joule (J)

e : charge élémentaire de I’électron = 1,602.10™° C

€0 : permittivité du vide = 8,85.10™ I".C2m

¢. Constante diélectrique du solvant considéré

d : Distance entre les centres des deux ions-radicaux A et D ().

En pratique, cette équation prend la forme suivante (Eq 12):
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O T r ]\ O AT AL _ _ 1380
AG°(kJ, 11101)-—96,4{]5“( /‘?D) EC‘(%' A._)] AEw “ed

Equation 12 : Equation de Rehm-Weller simplifiée.
Ou AG® et AEOO sont exprimés en kJ/mol.

La réaction de transfert est dite exergonique lorsque les valeurs de AG® sont négatives et
endergonique quand celles-ci sont positives. Le transfert monoélectronique photoinduit entre un
donneur et un accepteur d’électron peut avoir lieu pour une valeur de AG® LJ40Kj/mol. Naturellement,
le transfert électronique est d’autant plus favorisé que AG® est faible ou négatif (sauf pour les réactions
trés exergonique ou le transfert d’électron en retour est plus rapide : région inversée de Marcus [4]).
Le transfert d’électron reste, toute fois, limité par la diffusion des especes [9]

Comme pour les semiconducteurs métalliques, les réactions de transfert d°électron sont
gouvernées par les potentiels d’oxydo-réduction des photosensibilisateurs (& I'état fondamental et &

Iétat excité) et des réactifs; ceci est représenté dans la figure 4 et le tableau 1.

Sens*
Avec:
AEG_G
Ered® Sens Erea = Esenysens*-
:‘ El‘e':l’= = ESm;-‘. cem - = AEOU + Ered
}m / Ered
Sens”

Figure 4: Représentation schématique des niveaux énergétiques du photosensibilisatenr 2
I’état fondamental (PSA=Sens), A I’état excité (PSA*=Sens*) et sous forme de radical anion
(PSA’ = Sens™),
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AEDO AEDO Ered Ered * AG(Equation HI—6)§

Photosensibilisatenr (V) (o) W ) P
EQ,/0; =094 V [10]
9,10-dicyanocanthracéne 500 27 0.98 {92 30
Triphénylpyrylium
Tétrafluoroborate 2,82 440 -0,29 2,53 62,7
1,2,4,5-tétracyanobenzéne 38 36 O3 244 202
2,3,5,6-tétrachlorol,4- 5 14 579 0.02 51 0 5
benzoquinone ou Chloranil ’ ’ > ’
9,10-anthraquinone 2,73 434 -0,86 1,87 7,7
Acide 4-benzoyl 2,98 416 -1,83 1,17 -85.,8
benzoique§§ ’

Tableau 1 : potenticls d’oxydo-réduction des photosensibilisateurs (3 I’état fondamental et 3
I*état excité)
§ : Enthalpie libre calculée pour la réaction de réduction de Poxygéne (Equation I11-6).
§¢ : La valeur de I’énergie de I’état triplet de la 4-benzoyl benzoique n’est pas connue, nous

avons done reporté la valeur de I’énergie de la benzophénone.

D’aprés le tablean, les P.S.A. & I’état excité sont des oxydants puissants (E.q+ de I’ordre de 2
volts et plus, sauf pour 1’acide 4-benzoyl benzoique). Par ailleurs, certains P.S.A. vont permetire la
formation d’anion superoxyde : le 9,10-dicyanoanthracéne (DCA), la 9,10-anthraquinone (ANT) et
surtout l'acide 4-benzoyl benzoique (4BB), alors que d’autres tels le triphénylpyrylium
tétrafluoroborate (TPT"), le tétracyanobenzéne (TCNB) et le chloranil (CHLO) seront inefficaces dans
ce cas. Le DCA et ANT ont des propriétés oxydantes équivalentes a celles du dioxyde de titane dans
I’acétonitrile [1] avec un spectre d’absorption nettement déplacé vers le visible. Ces deux P.S.A.
paraissent donc particuliérement intéressants.

Toutefois, la photooxydation sensibilisée en phase homogéne présente 4 défauts ou inconvénients

majeurs :

- le P.S.A doit &tre soluble dans le solvant utilisé, ce qui limite les combinaisons
P.S.A/solvant possibles (les molécules aromatiques sont peu solubles dans les solvants
polaires),
- en fin de réaction, I’extraction du P.S.A. du milieu réactionnel est nécessaire et ce dernier
doit étre séparé du (des) produit(s) de la réaction,
- Poxygéne singulet 'O, présente les durées de vie les plus élevées dans des solvants nocifs

pour I’environnement, comme les solvants halogénés (CCly, Fréons, etc...),
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- la dégradation (photoblanchiment) du P.S.A, est souvent observée dans les solvants
halogénés (formation d’acides, par réaction avec 10, ou autres intermédiaires réactifs de

I’oxygene), spécialement lorsque des temps de réaction longs sont nécessaires.

4. Principales familles de PSA

Plusieurs composés organiques peuvent posséder les caractéristiques de photosensibilisateurs.
Ces composés peuvent étre des colorants tel le rose Bengale, trés connu pour produire 'O, ou des sels
organiques comme les sels de triphenylpyrylium (TPT") décrits comme d’excellents agents oxydants &
I’état excité. Cependant, en présence d’oxygéne, ces sels de triphenylpyrylium ne produisent ni
d’oxygéne singulet, ni d’anion superoxyde. D’autres sels sont connus comme photosensibilisateurs,
comme les sels de ruthénium et d’iridium. Ces derniers ont été utilisés pour mesurer la concentration
de I’oxygéne moléculaire en solution, particuli¢rement dans les solvants organiques.

Certains composés organiques peuvent également jouer le r6le de photosensibilisateurs. C’est le
cas des dérivés cyanoaromatiques, des porphyrines, des phthalocyanines, des fluordnes, des
polyoxométalates (POM’s), ainsi que différents dérivés aromatiques comme la benzophénone.

Ces photosensibilisateurs ont été utilisés, fixés sur divers matériaux (résines, silice, zéolithe...)
et impliqués dans le traitement de plusieurs sources de pollution : pollution de ’eau et de I’air par les
composés organiques (pesticides et colorants notamment), pollution de I’air par des espéces
biologiques (bactéries, microorganismes). Certains de ces matériaux ont été aussi employés dans le

traitement photodynamique des tumeurs cancéreuses.

5. Synthése des matériaux photocatalytique poreux

Ces matériaux sont a base de silice et de photosensibilisateurs aromatiques (PSA). Ils sont
synthétisés selon le procédé sol-gel. Les PSA sont fixés de différentes maniéres sur les xérogel de
silice. Nous avons également utilisé des matériaux 4 base de silice commerciale sur lequel des dérivés

de PSA sont greffés.

5.1 Définition du procédé Sol-Gel

Le procédé sol-gel permet 1’élaboration d’un solide inorganique vitreux par des réactions
chimiques en solution ct 4 une température proche de ’ambiante (20 4 150 °C). La synthése est
effectuce a partir d'alkoxydes de formule M(OR), oi M est un métal (métal de transition comme le
titane, le chrome ou le zinc ou un semi métal comme le silicium) et R un groupement organique alkyle
(CiHzn1). Le procédé sol-gel consiste en plusieurs étapes : hydrolyse, polymérisation, gélification,
villeissement et séchage [11].

Les matériaux utilisés dans notre étude, sont préparés a partir de I’alcoxyde tétraméthoxysilane
(TMOS, Si(OCHjs)s). Les étapes de synthése sont Ies suivantes :
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1- L’hydrolyse de 1’alcoxyde : qui suivant les proportions en eau, en alcoxyde et les conditions
de pH peut étre totale. Dans ce cas, tous les groupements {OR) sont substitués par les
groupements (OH). (Eq 12)
Si(OR)4 + 4H20 — Si(OH)4 + 4ROH...... (12)
2- La polymérisation des molécules partiellement (Eq 13) on totalement hydrolysées (Eq 14).
Cette étape conduit a I’établissement de ponts oxygéne et a I’élimination d’une molécule d’eau
ou d’alcool (Eq 15).
HO-Si{OR)3 + HO-Si(OR)3 — (OR)38i-0-Si(OR)3 + H20.....(13)
Si(OH)4 + Si(OH)4 — (OH)38i-0-Si(OH)3 + H20.....(14)

Si(OM)4 + Si(OR)4 — (OH)3Si-0-Si(OR)3 + ROH....(Eq 15)

A la fin du procéde, tous les oxygenes devraient étre pontants, ce qui conduit & la formation

d™un réseau de silice tridimensionnel selon 1’équation globale (Eq 16)
Si(OR)4 + 4H20 3/4-4RO®H Si(OH)4 — S$i02 + 2 H20.....(Eq 16)

§ Paramétres influencant les étapes d’hydrolyse et de polymérisation

Ces deux premiéres étapes sont influencées par :

. La nature chimique et la concentration du précurseur alcoxyde,

. Le rapport molaire ean/précurseur,

. La nature du solvant commun 4 ’alcoxyde et 4 ’eau,

. la température,

) Le pH qui dépend de la nature chimique (acide ou basique) et de la concentration en
catalyseur,

En pH acide, ’hydrolyse est plus rapide que la condensation, la réaction tend vers ta formation
de molécules linéaires, le gel obtenu est dense avec une grande densité de pores de petits volumes. Au
contraire, dans un milieu basique, ’hydrolyse est ralentie par rapport & la condensation, il y a alors

formation d’amas branchés [12, 13].

3- La gélification : ¢’est le passage du sol au gel, celle-ci a lien lorsque la formation du résean

est telle qu'aucun écoulement n’est observé., Le gel obtenu étant formé d’une phase solide
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tridimensionnelle de silice dans une phase liquide (eau ou méthanol), il est alors désigné par gel

humide ou alcogel.

4- Le vieillissement : cette étape intervient juste aprés fa formation du gel mais avant le séchage
proprement dit. Elle permet la stabilisation du gel dans le temps. L’évaporation lente du solvant

& I'air ambiant est la méthode la plus utilisée pour le vieillissement.

5- Le séchage : 1 se fait & température modérée et a pour résultat la densification du réseau de
silice. Dans cette étape, ’eau ou le solvant est expulsé des pores du solide sans modifier sa

structure [14]. On obtient ainsi un xérogel,

Un dernier traitement thermique & température relativement élevée (80 & 160°C) peut étre
envisage a la suite des opérations précédentes, pour éliminer toute trace d’eau et de résidus organiques,
obtenir une structure bien déterminée en densifiant le réseau et éventuellement modifier les propriétés

structurales de manidre & obtenir des phases actives [15].

5.2 Avantages du procédé sol-gel

Ce procédé présente plusieurs avantage tels que :

¢ Synthése de matériaux d’une grande pureté a basse température [16],

* Possibilité de contrdler la composition et les caractéristiques des gels en modifiant les

parametres de synthése (quantité d’ean, nature du solvant, utilisation d’un catalyseur,...),

¢ Mise en forme facile du produit final grice 4 la viscosité du gel [17],

¢ Possibilité d’encapsuler dans la matrice des catalyseurs [18-20], des molécules organiques

[21], ou encore des protéines enzymatiques [22-23]. Les molécules incorporées dans les

matrices sont protégées, leur temps de vie est souvent prolongé [24],

¢ Obtention de matériaux présentant des surfaces spécifiques et des volumes poreux élevés

[12].

Ce procédé présente néanmoins des inconvénients liés en premier tieu a 1a nature et 3 la pureté
des réactifs utilisés. D’autres problémes de nature mécanique peuvent apparaitre lors de la synthése de
monolithes. Des fissures et des fractures peuvent se former durant les étapes de séchage et de
traiternent thermique, Ces inconvénients peuvent étres évités en modifiant les parameétres de synthése,

particuliérement la durée de chaque étape.
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Chapitre IV

Bactéries et stress
oxydant



Introduction

Dans ce chapitre, une description des microorganismes en général et de E-coli en particulier est
faite. La structure bactérienne et les constituants bactériens (matériaux biclogiques: ADN,
protéines...) seront présentés. Par ailleurs, les bactéries qui peuvent se retrouver dans des conditions
extrémes liées aux propriétés du milieu dans lequel elles se trouvent (pH, température, salinité...) sont
confrontées a des stress de différents types. Ainsi, les microorganismes peuvent avoir & résister contre
un stress oxydant qui 4 lien en présence d’espéces réactives de Poxygéne en concentration élevée, et
que les microorganismes ne peuvent gérer. La photocatalyse, qui consiste 4 générer des espéces
réactives de 1’oxygéne gréice A la combinaison TiO,/UV, est donc un cas de stress oxydant externe
induit aux microorganismes. Une description du siress oxydant, de ces effets sur les différents
compartiments bactériens et les modes de défense (enzymatiques et non enzymatiques) utilisés par les

bactéries seront présentés dans ce qui suit.
1, Généralités

Les bactéries sont des microorganismes unicellulaires f)rocaryotes dont l'organisation rudimentaire
est a distinguer de cclle rencontrée chez les cellules eucaryotes. A la différence de ces derniers, le
chromosome bactérien n'est pas délimité par une membrane nucléaire, et se trouve donc en contact
direct avec le cytoplasme. Les bactéries mesurent quelques micromeétres de long et peuvent présenter
différentes formes : sphériques (coques), allongées en batonnets (bacilles), ou encore de forme plus ou
moins spiralées. Le chromosome bactérien portant I'information génétique est constitué d'une seule
molécule circulaire d'ADN. Ce chromosome bactérien est en contact avec la membrane plasmique au
niveau de replis membranaires appelés mésosomes. Les bactéries possédent, de plus, une enveloppe
externe rigide, appelée paroi. Cette paroi joue deux r6les majeurs : elle confére sa forme 4 la bactérie
et résiste 4 1a forte pression osmotique intracellulaire (due 4 une trés forte concentration en métabolites
dans le cytoplasme). Ainsi, la paroi est impliquée dans le maintien de l'intégrité des bactéries,
organismes souvent présents dans des environnements extrémes (pH trés bas ou tés élevés, fortes
concentrations en sels...). Les bactéries peuvent étre isolées du sol, des eaux douces, marines ou
saumdtres, de air, des profondeurs océaniques, de la crofite terrestre, sur 1a peau et dans I’intestin des
&tres vivants supérieurs,

La plupart de ces bactéries sont inoffensives elles sont parfois méme bénéfiques pour I’organisme.
Il existe cependant de nombreuses espéces pathogénes a l'origine de beaucoup de maladies
infectieuses comme le choléra, la syphilis, la peste, I’anthrax ou la tuberculose, Certaines peuvent
entrainer des troubles respiratoires ou intestinaux alors que d’autres peuvent &tre responsables de
Pinfection de blessures. Les infections bactériennes peuvent étre traitées grice aux antibiotiques qui le
plus souvent inhibent une de leur fonction vitale (par exemple 1a pénicilline bloque la synthése de la

paroi cellulaire).

49



2. Structure et composants cellulaires

Les bactéries, classées dans la catégorie des procaryotes 4 cause de P’absence du noyau, sont de
structure relativement simple, figure 1. Elles sont constituées d’éléments toujours présents chez toutes
les espéces bactériennes, appelés éléments obligatoires et d’autres qui ne sont présents que dans
quelques espéces appelés ¢éléments facultatifs. Nous trouvons dans les éléments obligatoires dune
bactérie : la paroi, Ja membrane cytoplasmique, le cytoplasme, le mesosome et le chromosome. Les
éléments facultatifs, eux, comprennent : une capsute, les pilis, un appareil lecomoteur, un endospore et

des plasmides.

Figure 1. Structure d’une bactérie. A ; pili (pilus commun, pilus sexuel), B : Ribosomes, C :
capsule, D : paroi, E : Flagelle, F : cytoplasme, G : vacuoles (substances de réserve), H : plasmide, I :

chromosome (ADN), J : Membrane plasmigue.

2.1 La paroi

La paroi bactérienne recouvre entiérement le corps bactérien et peut avoir une épaisseur variant entre 2
et 80 nm selon les espéces. En fonction de la paroi, les bactéries sont réparties en deux grandes
classes : les Gram-positives (Gram+) et les Gram-négatives (Gram-). L’élément commun aux parois
de toutes les bactéries est le peptidoglycane (ou muréine), celui-ci est composé de sucres aminés et de

différents acides aminés, il assure la rigidité de ia paroi.
2.1.1 Paroi chez les Gram-négatifs

Les cellules & Gram-négatif présentent un peptidoglycane fin localisé dans le périplasme : région entre
{a membrane cytoplasmique et la membrane cellulaire externe, figure 2. Cette demiere est composée
de protéines, de lipides et de lipopolysaccharides qui jouent un réle important dans la pathogénicité

des Gram-négatifs (en-dotoxine).
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La membrane externe est traversée par des porines qui sont des triméres protéiques constituant des
pores rendant cette structure perméable aux substances solubilisées de faible poids moléculaire; les
substances de plus haut poids moléculaire pénétrent plus difficilement et plus lentement,

Certaines porines permettent un transport plus spécifique (acides aminés, sucres, nucléosides, etc.). La
membrane externe est ancrée au peptidoglycane par l'intermédiaire de lipoprotéines et de la protéine
OmpaA.

Chaines latérales O Lipoprotéines de Braun Porine Lipopolysacchari des

Peptidoglycane
Espace périplasmique

Membrane plasmicue

Phospholipides Protéines intrinséoues

Figure. 2 Structure de la paroi chez les Gram-négatif

2.1.2 Paroi chez les Gram-positifs

La paroi des Gram-positifs est plus simple, elle ne compotte pas de membrane externe, figure 3. Cette
composition est cependant compensée par la présence d’une épaisse couche peptidoglycane et d’acide
techoiques qui sont en général des polymeéres de molécules de glybérol ou de ribitol jointes par des

groupes phosphates. Ils sont chargés négativement et jouent un rdle dans la fixation des ions Mg*",

Enfin, il existe des bactéries sans paroi : ce sont les mycoplasmes.
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Acide lipoteichoique

Acide teichoique

Peptidoglycane

Parel

Espace périplasmicue

Membrane plasmigue

Phospholipides

Protéines innnsiques
Figure 3. Structure de Ja paroi chez les Gram-positifs.
2,2 Composants intracellulaires

En plus du chromosome, principal élément des composants intracellulaires, les bactéries

comportent des plasmides, des ribosomes, ainsi que différents cations nécessaires 3 1a vie bactérienne.
2.2.1 PADN

Les bactéries possédent un chromosome sous forme de filament d’ADN. Ce dernier, ’acide
désoxyribonucléique est le support de Iinformation génétiqueet de I'hérédité. C’est ume
macromolécule en double hélice, composée de quatre bases azotées: Adénine, Thymine, Guanine et
Cytosine, figure 4. La molécule de I’ADN est de charge négative et est neutralisée par des

polyamines et des ions Mg*?,

KH,

Cytosi i o
Adenine ytesine Guanine Thymine
N ) Hj
HN

NS ON

HN
H;N N
H

Figure 4. Bases azotées constituant I’ ADN
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L’ADN contient tout le programme (code génétique) nécessaire au déroulement de la vie
cellulaire. De ce fait il gouverne la synthése de toutes les protéines (de fonctionnement et de

régulation} impliquées dans le cycle de toute vie,

Le chromosome bactérien est presque toujours circulaire, il est unique et se localise dans une région du
corps bactérien aux limites irréguliéres: le nucléoide ou région nucléaire.

2.2.2. Plasmides et autres composants intracellulaires

- Les plasmides sont des molécules ' ADN habituellement circulaire. Leur taille est de l'ordre
de 1/1060 a 1/100 de celle du chromosome. Ils codent pour des génes qui ne sont
généralement pas indispensables a la survie de la bactérie dans les conditions normales, mais
qui peuvent conférer des avantages sélectifs décisifs (résistance aux antibiotiques,

déterminants de pathogénicité, nouvelles capacités métaboliques, etc.).

- Les ribosomes, molécules ribonucléoprotéiques, sont présents dans les cellules eucaryotes et
procaryotes. Leur fonction est de synthétiser les protéines en décodant 'information contenue

dans I'ARN messager qu’il a lui-méme regue de 1’ADN.

- Le cytoplasme qui englobe la totalité du matériel cellulaire contenu dans la membrane interne
(ou cytoplasmique). C’est un colloide, constitué d’un milieu plus ou moins homogéne, le
cytosol. Il contient les ribosomes, les plasmides et le chromosome circulaire, ainsi que des
substances de réserves qui sont des stocks de nutriments sous forme de glycogéne, amidon ou

poly-b-hydroxybutyrate (PBH).

3. Description d’Escherichia coli

Escherichia. coli appelée également colibacille, figure 5 est une bactérie intestinale qui fait partie
de la famille des entérobactéries & gram négatif. C'est un coliforme fécal généralement commensal,
découvert en 1885 par Théodore Escherich, dans des selles de nourtissons. E-coli est un héte commun
de la microflore commensale intestinale de I'Homme et des animaux 3 sang chaud (mammiféres et
oiseaux). Son établissement dans le tractus digestif s’effectue durant les premiéres heures ou Jjournées
qui suivent I’accouchement. E. coli constitue alors tout au long de la vie de I’hote I’espéce bactérienne

dominante de la microflore anadrobie facultative de I’intestin.

E. coli est sans doute I’organisme vivant le plus étudié a ce jour: en effet, l'ancienneté de sa
découverte et sa culture aisée (division cellulaire toutes les 20 min 4 37 °C dans un milieu riche) en

font un cutil d'étude de choix.

53



Figure 5. Image de la bactérie E-coli par microscopie électronique [1]

3.1 Cycle de vie et génome d’E-coli

Quand elle se trouve dans un milien propice, E-coli peut se multiplier 4 une allure vertigineuse.
Une population de bactéric peut doubler toutes les 20 min en fonction de: la disponibilité en
nutriments, la présence de bactéries concurrentes, la présence de prédateurs (par exemple des
paramécies), la présence de bactériophages, la présence d’antibiotiques produits par exemple par des

champignons.

Deux cellules filles identiques sont produites & partir d’une cellule mére. La croissance cellulaire se
manifeste par un accroissement du volume cellulaire, suivi de la synthése d’un septum transversal au
milieu de la cellule, aboutissant 4 la séparation des deux cellules filles. La division bactérienne est
précédée par la duplication du chromosome bactérien grice a la réplication de I'ADN. La figure 6

montre le cycle de divisions bactériennes chez E-coli.

Au cours de son ¢volution, les souches E-coli pathogénes ont acquis un répertoire de géne
de virulence leur permettant de contourner les défenses de I’organisme héte. Cette situation a
permis I"apparition d’une trés large gamme de souche E-coli oli le nombre de génes communs

entre elle ne dépasse guére les 40%.

A titre d’exemple, le génome d’une souche E-coli non pathogéne de laboratoire séquencé
en 1997 a permis de metire 4 jour 4,6 millions de paires de bases codant pour quelques 4200
protéines. Le génome d’une autre souche, pathogéne, qui provoque des eniérohémorragies,

séquencé en 2001 a permis, lui de mettre & jour 5,5 millions de paires de bases codant pour
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environ 5400 protéines. Enfin, le séquengage du génome d’une souche E-coli responsable
d’infections urinaires (cystite, pylonéphrite) et de méningites néonatales révéle 5,2 millions de

paires de bases codant pour 5300 protéines.

Extrémité — {0 1)+ Extrémité
i | Grossissement cellulaire
{ ' Début de division celluiaire

m— Cellule
Ce.llulie‘ e [1 0”0:2 g el o
nouvelle extrémité S ancienne extrémité

Ancienne (: \ Nouvelles {--: Ancienne
P i . L,
extrémite l 4 extremites * 1 extremite
(—,_.1
¥
< )

l Cellule nouvelle 1 Cellule ancienne

- extrémité pour N7 extrémité pour

- = ).. S
@i {(]—.__D au moins deux @f ‘-=0_...§ au moins deux
/ \:ﬁvisions / Vivisions

Figure 6. Cycle de vie d’E-Coli [2]

3.2 Pathogénicité d*E-Coli :

Représentant 80 % de la flore intestinale aérobie, le germe E-coli se retrouve dans les matiéres
fécales. De la, il se répand dans Ia nature : sol et eaux. Sa présence dans le milieu environnant signe
toujours une contamination fécale indice d’une bio pollution. Sa mise en évidence dans I'cau constitue

le test primordial de la colimétrie.

Certaines souches d’E-coli sont capables de causer des infections humaines. Les espéces

pathogenes sont classées en quatre groupes :

-~ E-coli entéropathogéne (EPEC),

- E-coli entéroenvahisseur {ou entéroinvasifs -EIEC),
- E-coli entérohémorragiques (EHEC),

- E-coli entérotoxinogéne (ETEC).
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Ces souches se caractérisent par la capacité de produire une entérotoxine dont l'action sur les
entérocytes perturbe les fonctions d'absorption normalement assurées par la muqueuse intestinale. Ces
microorganismes peuvent étre présents dans certains aliments, comme le boeuf haché, et dans l'ean oil

ils trahissent une contamination fécale,

lIs peuvent, s'ils arrivent & franchir les muqueuses intestinales (Iésions de la paroi intestinale),
devenir pathogéne et peuvent conduire 4 des infections urinaires, biliaires, génitales appelées

colibacilloses, et trés exceptionnellement une septicémie. Ils se comportent en pathogéne opportuniste.
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4. Stress oxydant

Dans un systeme physiologique normal, les radicaux libres, espéces essentielles dans le
fonctionnement des organismes vivants, sont produits en permanence, mais & dose raisonnable.

Un systeme de défense (tel que les antioxydants), est cependant présent pour parer & un éventuel
déséquilibre entre production et élimination de radicaux libres en excés.

Le stress oxydant résulte alors de la rupture de cet équilibre en faveur des radicaux libres. Ce
déséquilibre peut étre le résultat d*un déficit en antioxydant, d*une surproduction de radicaux libres ou
des deux 4 la fois. Les espéces réactives de I’oxygéne (EROs) font partie des radicaux libres pouvant
avoir des effets trés néfastes sur I’organisme vivant.

Les FROs sont produits dans la cellule soit de maniére endogéne par une succession de réductions
monovalentes de la molécule oxygene, les potentiels standard d’oxydoréduction et de transfert de
proton et d’électron ayant été déterminés par Farr et Kogoma (1991) [3] selon I’équation 1.

e I H & 2H 7
0, = O}~ H,Q7> 2HO"——2H,0 Eq1

e LX) R ¢ (525 ¥ o B VR +23r

Soit de maniére exogéne & I'image des espéces réactives de I’oxygéne produites par photocatalyse
lors de I'irradiation de TiO,. Il est donc raisonnable de considérer que les effets de la photocatalyse sur
les organismes vivant soient analogues  ceux provoqués par le stress oxydant.

Les especes réactives de I’oxygéne sont divisées en trois catégories :

- les espéces réactives de I’oxygéne primaires : elles dérivent de 1’oxygéne par les
réductions 4 un électron comme 1’anion superoxyde (O, ), le radical hydroxyle (OH®) [4],

- Les especes secondaires : qui résultent de la réaction entre les espéces primaires et les
molécules biochimique de 1a cellule,

- Enfin, les espéces dérivées de I’oxygéne ne portant pas de charges qui sont appelées
especes actives de I"oxygéne tels I"oxygéne singulet (‘0,), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
ou encore le nitroperoxyde (ONOOH). Ces derniéres peuvent étre des précurseurs de
radicaux libres. La figure 7 présente le diagramme montrant les différentes espéces réactives

de I'oxygéne impliquées dans le stress oxydant.

Dans ce qui suit, sera présentée une description des effets des EROs sur les différents constituants

de la cellule : paroi, protéine et ADN.
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Figure 7. Diagramme des différentes espéces réactives de I’oxygéne impliquées dans e stress

oxydant.

4.1 Principales espéces réactives de ’oxygéne

4.1.1 Radical hydroxyle :

Du fait de sa haute réactivité, sa durée de vie est trés courte (de Iordre de la nanoseconde) [47]. Sa
vitesse de réaction ne sera limitée que par sa trés faible diffusion, le radical OH® ne pourfa parcourix

que de trés faibles distances (quelques nanométres) et réagira quasiment a I'endroit de sa production. 11
peut étre généré in vivo selon trois modes :

a- Le clivage réducteur du peroxyde d’hydrogéne Equation 2:
H;0; + H' + ¢——» H;0+OH ._.Eq (2)
b-

La coupure homolytique du peroxyde d’hydrogéne, sous l'influence de radiations
tonisantes Equation 3:

H,0, ——»  OH +OH'....Eq(3)

La décomposition du peroxyde d’hydrogéne, catalysée par la présence d’ions ferriques,
réaction plus connue sous le nom de Fenton Equation 4 :

c_

Feé* + H;0, ——» OH +0OH +Fe* Eq(4).

Cette derniére réaction est susceptible de s’interrompre par épuisement des ions Fe”*, Cependant, la
présence de I’anion superoxyde permet Ia régénération de ions Fe*' en réduisant les ions Fe*' selon
I’équation 5 [5] :

F&" + 0 ——  F* + 0,Eq(5).
Les radicaux hydroxyles attaquent tous les matériaux biologiques : lipides, protéines et ADN. Ils
peuvent réagir selon trois modes :

a- En arrachant un électron Equation 6 :
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OH + Fe¥ Fe’* + OH Eq(6)
b-  En arrachant un atome d’hydrogéne d’un substrat organique RH Equation 7:
OH + RH —— R+ HOEq(D
¢- Ou encore, en s additionnant sur les donbles liaisons Equation 8
OH + >C=C< —-C’(OH) Eq (8) [6]

4.1.2 L’anion superoxide

La majeure partie de 1’oxygeéne que nous respirons subit une réduction tétravalente par addition de
quatre électrons selon !’équation 9

0, +4¢ + 4H Em—— 2H,0 Eq(9)

Cependant il peut y avoir une fuite d’une petite proportion d’électrons qui vont réduire en partie
seulement 1’oxygene. C’est ainsi qu’environ 2% de I’oxygéne subit une réduction mono-électronique
conduisant 4 la formation du radical superoxyde (O; ) suivant I’équation 10 [6]:

0; + 16— 0, Eq(10)

L’anion superoxyde est peu réactif vis-a-vis de la majorité des substrats bioorganiques (acide
nucléique, protéine, lipide et leurs constituants), sa durée de vie est relativement longue (peut atteindre
quelques dizaines de secondes) ce qui i laisse la possibilité de diffuser bien au-dela de son endroit de
production [6] en terme de cinétique; cela se traduit par des constantes de vitesse relativement faibles,
généralement inférieures 4 10> M, L5 . Sa charge électrique le rend incapable de diffuser 4 travers
les membranes biologiques. Malgré cette faible réactivité relative, P’anion superoxyde peut étre
délétere pour les structures biologiques, puisqu’il peut réduire le fer contenu dans les centres
{4Fe-45] de certaines protéines permettant ainsi la génération de radicaux plus réactifs [7]. L’ anion
superoxyde est éliminé ou tout au moins maintenu & un niveau de concentration bas, grice a enzyme
superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse sa disparition par dismutation équation 11.

o,

0, + 0y SOD.2H, H0, + 0;Eq(ll)

4.1.3 Le peroxyde d’hydrogéne

L’ean oxygénée ayant tous ses électrons périphériques appariés, n’est pas considérée comme un
radical, son absence de charge Iui permet de traverser les membranes biologiques. La toxicité 4 ’ean
oxygénée provient de sa capacité & générer le radical hydroxyle en présence de cations métalliques
(Fe’") comme cela est décrit par la réaction de Fenton en équation 6. Dans la cellule, sa concentration
est régulée grice aux enzymes catalase et gluthation peroxydases. La catalase est responsable de la
dismutation de I’H,0, en eau et en oxygéne, selon 1’équation 12, tandis que la gluthation peroxydase
permet d’accélérer la réaction d’oxydation du gluthation (thiol peptidique symbolisé par GSH) par
P’eau oxygénée selon I’équation 13 [6].

H,0, + H,0— 2H0 + O, Eq(12)
H0; + 2 GHS—— 2H,0 + GSSG Eq (13)
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5. Effets des espéces réactives de ’oxygéne sur les matériaux biologiques

Les especes réactives de I’oxygeéne, endogénes ou exogénes aux organismes vivants, sont capables
d’occasionner des effets trés néfastes aux cellules, entrainant parfois leur mort. Les effets déléteres de
ces espéces reactives de I'oxygéne peuvent avoir lieu sur différents matériaux biologiques : les lipides

et les protéines membranaires, les protéines intracellulaires ainsi que le cytoplasme et I’ADN.

5.1 Effet des EROs sur les lipides membranaires

Les phospholipides polyinsaturés membranaires seraient les premiéres cibles de I’attaque par les
radicaux hydroxyles. Les OH’ seraient responsables de la peroxydation lipidique, cette réaction a lieu
par arrachement d’un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un
radical diene conjugué, oxyds en radical peroxyle. Cette réaction est susceptible de se poursuivre en
chaine, puisque le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d’un autre acide gras
qui forme un nouveau radical diéne conjugué [8]. Les hydroperoxydes peuvent évoluer selon
différentes formes : &tre réduits et neutralisés par la gluthation peroxydase ou continuer 4 s’oxyder et 4
se fragmenter en acide, alcane et aldéhydes. Ces derniéres peuvent &tre particuliérement toxiques tels
le malonaldialdéhyde ou 1’hydroxynonenal et peuvent étre des facteurs supplémentaires contribuant &

I’inactivation du microorganisme.

5.2 Effet des EROs sur les protéines

Garrison et al [9] ont été les premiers a évoquer I’attaque des protéines par les EROs. Ils
proposérent I"action du radical OH’ sur Phydrogéne o d*un acide aminé. Le carbone radicalaire (),
produit de cette réaction, pourra réagir de maniére covalente avec un autre carbone
radicalaire. L’ensemble de ces réactions conduira & I’oxydation du squelette carbong.

Les protéines comportant un groupement sulfhydryle (SH) (Cystéine et Méthionine) seront les plus
fragiles aux attaques radicalaires [10, {1]. C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines
de transport qui seront oxydées, inactivées et perdront leurs propriéiés biologiques (enzyme,
antienzymes, récepteurs...). Comme lésions, les protéines peuvent subir des réticulations
particuliérement par la formation de ponts bi-tyrosine détectable par leur fluorescence. L’oxydation de
certains acides aminés (Lysine, Arginine, Proline et Thréonine) conduit A une carbonylation des
protéines par I’ajout d’un groupement aldéhyde ou cétone sur la chaine latérale. Lorsqu’une protéine
posseéde une fonction enzymatique, les radicaux hydroxyles sont capables d’inactiver, tout au moins en
patie, le site actif [12]. Les protéines oxydées deviennent irés sensibles aux protéases et développent
une grande hydrophobicité soit par la suppression de groupements amines ionisables soit par

extérioration de zones hydrophobes centrales.
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5.3 Effet des EROs sur ’ADN

Le support de Vinformation génétique, I’ADN, est une molécule trés fragile aux attaques des
EROs, (OH) particulidrement. Au minimum, cing classes de dommages oxydatifs provoqués par
I’action des EROs sur I’ ADN sont déterminées dans la littérarture {13] :

- Oxydation de bases,

- Formation de sites abasiques,

- Formation d’adduits intra-caténaires,

- Cassures simple ou donble brins,

- Formation de ponts ADN-protéines.

Un grand nombre de bases modifides peut apparaitre lors de I’attaque radicalaire par ’espéce OH'.
Parmi les bases composant I’ ADN, la guanine est la plus sensible & I’oxydation, celle—ci donne lieu,
par attaque du radical hydroxyle sur ses doubles liaisons, a la 8 oxo guanine qui est I'un des
principaux marqueurs du stress oxydant [6], figure 8.

D’autres bases modifiées indiquant un stress oxydant peuvent apparaitre tels que les: 8 nitro
guanine, la formamidopyrimidine, la 8 oxo adénine, la formimido uracile, 1a 5 hydroxy cytosine, le 5
hydroxy méthyl uracile, [a thymine diol, I’oxazolone. Quelques unes de ces molécules sont présentées

dans le tableau 1.
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Figure 8. Oxydation de la guanine (base ADN) par le radical OB’ : apparition de deux radicaux R1

(4 oxo guanine) centré sur le carbone 5 et R2 (8 oxo guanine) centré sur 1’azote 7 [6].
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Tableau 1. Principales molécules issues de 1’oxydation radicalaires des bases constituant I’ ADN.

Les liaisons entre les bases et le désoxyribose peuvent également étre attaquées par les EROs, la

rupture de ces liaisons créera un site abasique. L’attaque du sucre, elle, est 4 ’origine d’une coupure

de chaine simple brin. Des 1ésions indirectes peavent &tre provoquées par la formation d’aldéhydes

mutagenes produits de la péroxydation lipidique. Ces lésions peuvent étre sous forme d’adduits sur les

bases de 'ADN de type MDA-guanine. Des pontages des protéines ainsi que des adduits sur des

bases de type lysoguanine peuvent se former lors d’attaque radicalaire des nombreuses protéines qui

rentrent en contact avec I’ADN pour le protéger (histone) ou pour le lire (enzyme et facteur de la

réplication ou de la transcription).

L’orientation et 1’intensité de ces attaques peuvent étre trés influencée par la présence de métaux

(Fe, Mg, Zn, Cu, Ni, Cd...) fixés 4 la molécule ADN. La figure 9 représente les 1ésions pouvant avoir
lieu sur I’ADN.

Coupure de chaine
simple brin

Pontage
ADN-Protéines

Muodification d'une basa
azolée

Adduit de dérivés
d'oxydation fipidique

Formation d'un site

abasigue Coupure de chaine

double brin

Figure 9, Différentes lésions pouvant avoir lieu sur PADN lors d’un stress oxydant
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6. Mécanismes de défense chez les organismes vivants
Les organismes vivants sont dotés de moyens de défense contre les différentes attaques qu’ils
peuvent subir,notamment les attaques par les espéces réactives de 1’oxygeéne, induisant un stress
oxydant. Ces mécanismes de défense se divisent en deux catégories
- Les mécanismes enzymatiques,
- Les mécanismes non enzymatiques.
6.1 Mécanismes de défense enzymatiques
6.1.1 La superoxyde dismutase
Puissante enzyme antioxydante naturelle, la Superoxyde dismutase SOD agit & la source méme de
la réaction en chaine induite par les especes réactives de ’oxygéne et constitue donc Je premier et 1*un
des principaux maillons du processus de défense contre les radicaux libres. Décrite en 1969 par Mc
Cord et Fridovich [14], cette enzyme est présente dans tous les organismes vivants. Bannister et al {15]
ont classé les différentes SOD existantes chez E-Coli en fonction de leur cofacteur :
- LaSOD-Cuw/Za, qui se localise dans le périplasme et est codée par le géne sodC,
- La SOD-Mn, qui est majoritaire en phase de croissance en adrobiose, elle est codée
par le géne sodA,
- Enfin, ]a SOD-Fe, qui est régulée en fonction du fer présent dans la cellule, et est
codée par le géne sodB [16],
Cette enzyme gére la présence de 'anion sueproxyde dans les organismes vivants et permet de

I’éliminer par dismutation selon I’équation (11).

6.1.2 Les catalases

Les catalases, ou plus correctement les hydroperoxydases, sont parmi les classes d’enzymes les
plus étudiées. Leur nombre dépasse les trois cents et sont rangées dans trois catégories : les catalases
monofonctionelles (plus de 225), catalases-peroxydases bifonctionelle (plus de 50) et les catalases
contenant du manganése (plus de 25) [17]. La plupart des bactéries produisent une ou plusieurs
catalases pour répondre & un stress oxydatif induit par des niveaux élevé en H,O,. Deux catalases sont
présentes chez E-Coli : la catalase-péroxydase (HP1) [18], codée par le géne karG et induite par
différentes EROs; elle est synthétisée en phase exponentielle de croissance en aérobiose et la catalase
monofonctionnelle (HPII), codée par le géne katE [19], qui n'est pas induite par le peroxyde
d’hydrogéne mais produite en phase stationnaire. La HPII est particulidrement résistante 4 Peffet

thermique et au pH du milien [20, 21].
6.1.3 les gluthations peroxydase et réductase

Le glutahtion (GHS) est un thiol peptidique (y-glutamyl-cystéinnyl-glycine) 3 cofacteur sélénium
ayant des propriétés antioxydantes. It est impliqué dans la dégradation du peroxyde d’hydrogéne mais
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aussi dans celle de peroxydes organiques. La réaction d’oxydation du gluthation par HyO, ou par les

peroxydes organiques est catalysée par la glutathion peroxydase selon les équations 13 et 14,

2 GSH + R-OOH— GSSG + H;0 +R-OH Eq (14)

L’oxydation du soufre dans la cystéine permet de relier deux molécutes de gluthation a travers un
pont di-sulfure (GSSG) et de réduire I'H,0, ou les peroxydes organiques en eau. Par ailleurs, la
nouvelle molécule GSSG est réduite par la glutathion réductase en vue de régénérer le glutathion. Ce
composé¢ €tant présent a des taux relativement élevés dans les cellules (5« 10 mM), il assure une

protection efficace en y maintenant un environnement réducteur.

6.2 Mécanismes de défense non enzymatiques

Si les organismes vivant possédent des mécanismes de défense contre O, et H,O,, ils restent
malheureusement sans défense enzymatique contre le radical hydroperoxyle (ROO"), 1’oxygéne
singulet ('O,), et surtout le radical hydroxyle (OH’). Ce demier serait, vraisemblablement, 1’espéce
réactive de I’oxygéne la plus dommageable pour les organismes vivants [6]. Néanmoins, la présence
de composés tels les vitamines ou les caroténoides permet de parer  cette situation. Les caroténoides,
par exemple, sont d’excellents protecteurs des organismes conire I’oxydation causée par I’oxygéne
singulet ou le radical peroxyde [22]. Plus de 600 types de ces molécules ont été mis 3 jour jusqu’a
aujourd’hui, mais le caroténoide le plus répandu reste de loin le B-caroténe [23]. Ces composés sont
synthétisés par les plantes et algues mais aussi par les bactéries et les champignons. L’efficacité des
caroténoides contre 1’0, dépend de leur structure et du nombre de liaisons doubles conjuguées
contenues dans la structure. Selon des études, seuls les caroténoides contenant 9 liaisons doubles
conjuguées et plus, sont capables de protéger contre I"'0, exogéne [24, 25]. La réaction entre les
caroténoides et 1’0, est de nature physique, les réactions chimiques ne dépassant pas un taux de0.05%
[1401. L*'0, est désactivé par transfert d’énergie selon 1’équation (15) [26].

'0,* + CAR —— 0, + 3CAR®.... Eq(15).

{

L’¢nergie de ’oxygéne singulet est transférée au caroténoide permettant 4 I’oxygéne de revenir 3

son état fondamental triplet avec un caroténoide excité dans un état triplet également. Le caroténoide
excité revient, lui, 4 son état fondamental par dissipation de son énergie dans le solvant environnant
[22]. Dans les microorganismes, les caroténoides se trouvent dans les couches lipidiques et
phospholipidiques membranaires [27], ce qui leur donne un emplacement idéal pour défendre la
structure des attaques radicalaires, mais diminue leur mobilité et restent confinés dans cette zone

attendant que les EROs arrivent jusqu’a eux.
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7. Régulation de la défense chez e-coli

Les mécanismes de défenses sus-décrits seraient obsolétes sans un systéme de régulation leur
permettant de rentrer en action lors d’un stress oxydant. La manifestation de ces mécanismes de
défense n’est autre que I’expression des génes spécifiques dont la fonction est de préserver I'intégrité
de la cellule et de garantir, aussi longtemps que possible, son fonctionnement normal. Les génes
impliqués dans la défense cellulaire sont assemblés en régulon. Ce dernier est un ensemble contigu de
genes codant pour des protéines et de génes codant pour des protéines régulatrices [11]. Chez e-coli, Ja
régulation de la lutte contre le stress oxydant est assurée par deux régulons : Ie régulon OxyR qui
contréle fa plupart des antioxydants en réponse aux peroxydes [28] et le régulon SoxR répondant

spécifiquement au stress induit par le superoxyde [29].

7.1 Mécanisme du régulon OxyR senseur des peroxydes

Le geéne oxyR, qui code pour un régulateur de la réponse aux peroxydes chez E. coli, a été identifié
parmi des mutants hyper-résistants au peroxyde d’hydrogéne [30]. Une analyse récente [31] a permis
d’identifier une vingtaine de génes dont ’expression est régulée par le peroxyde d’hydrogéne de
maniére OxyR dépendante.

La protéine OxyR est active dans sa forme oxydée. En solution, elle forme un tétramére dont le
centre redox est constitué de deux cystéines (C199 et C208). Plusieurs génes impliqués dans la
résistance & ’'H,O, sont stimulés et régulés par OxyR tel que :

- katG qui code pour une catalase (la protéine HP1),

dps (DNA binding protein) qui code pour une protéine protectrice de I’ ADN,

ahpCF qui code pour une peroxydase dont le rdle est de piéger I'H,O,,

gord codant pour la gluthation réductase.

L’activation d’OxyR (lors d’un excés de peroxydes intracellulaire) se fait 4 travers I’oxydation de
ces cystéines conduisant a la formation d’un pont disulfure intramoléculaire. Cependant, en retrouvant
des concentrations normales en peroxyde intracellulaire, d’autres génes appartcnant également au
régulon OxyR peuvent stopper I’action de cette protéine en réduisant le pont dissulfure, 1.’inactivation
d’OxyR est done provoquée par les protéines :

- La glutarédoxine, codée par grx4,
- Lagluthation réductase, codée par gor,

L’appartenance de ces deux demiers génes au régulon OxyR, explique un mécanisme
d’autorégulation,

Chez E.coli, 1a transcription du géne oxyR est élevée en phase exponentielle de croissance puis

diminue en phase stationnaire [32].
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7.2 Mécanisme du régulon SoxR, senseur de I’anion superoxyde
Le radical superoxyde (O, active la protéine SoxR qui a son tour stimule I’expression du géne
soxS {33, 34]. Ce dernier a sous son confrdle une quarantaine de génes parmi lesquels
- 50dA, qui code pour Ia Mn-SOD qui dismute le O,
- hfo, qui code pour P'endonucléase 1V, une enzyme réparatrice de I’ ADN,

- fur, qui code pour un régulateur impliqué dans I’homéostasie du fer [35].

En solution, SoxR est une metalloprotéine possédant un centre [2Fe-28]" par monomére qui
s'oxyde en [2Fe-28] en présence du radical (0,”), augmentant ainsi sa capacité & activer la
transcription de soxS d’un facteur cent [36]. A noter que le peroxyde d’hydrogéne, le radical
hydroxyle, les hautes températures, les UV ou les rayons gamma n’induisent pas le réguion
SoxR/S.

8. Mécanismes de réparation de dommages oxydatifs dans les organismes vivants
Les mécanismes de réparations de dommages induits dans les organismes vivants lors d’attaques par
les especes réactives de I’oxygéne concernent, dans la majorité des cas, ’ADN. En effet cette
macromolécule subit quelque 10* 18sions par Jjour [11]. Des systémes de réparation dans I’obscurité ou
en utilisant la lumiére sont, néanmoins, disponibles pour réparer les erreurs qui apparaissent sur
IADN. La réparation des lésions peut étre difficile, voire impossible, lorsque les erreurs sont
considérables; dans ce cas, les mécanismes de réplication de I’ADN seront perturbés entrainant soit
des erreurs de lecture et de synthése par des protéines spécifiques provoquant !’apparition de
mutations ponctuelles dans le génome, soit une impossibilité de copier I’ ADN ayant pour conséquence
le déclenchement du processus de mort cellulaire programmé, appelé apoptose. Deux mécanismes de

réparation de I’ ADN sont connus : [a réparation dans I’obscurité et la photoréactivation.

8.1 Mécanisme de réparation dans I’obscurité .

C’est un systéme enzymatique complexe, mis en évidence d’abord chez E. coli, oit il a été bien
ctudié, mais il est également présent chez les autres étres vivants tels ’homme. Cette forme de
réparation se distingue de la photoréactivation qui nécessite de I’énergie (la lumiére) pour sa mise en
@uvre,

En faisant intervenir plusicurs enzymes, a réparation dans ’obscurité procede, entre autres, par
excision des nucléotides. Les dommages concernés par ce type de réparation sont :

- Les Iésions induites par les UV telles que les diméres de pyrimidine,
- Les pontages intra-brin,
- Les gros adduits de I'ADN comme, par exemple, ceux des hydrocarbures aromatiques

polycycliques [37].
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L’excision d’un ou plusieurs nucléotides implique la création d’une bréche dans le simple brin
comme les sites abasiques, ceux-ci devant &tre réparés par polymérisation puis ligation,
Trois génes impliqués chez E-Coli dans la réparation dans ’obscurité ont été identifiés il s’agit de:

uvrA, uvrB et uvrC en plus de deux autres uvrD et polA, mis 4 jour plus tard.

Les mutants défectifs dans un des 3 premiers génes sont, non seulement sensibles aux UV, mais
aussi & de nombreux autres agents chimiques comme la mitomycine, la nitrosoguanidine, le psoraléne

active ete.

Les protéines UvrA, B et C sont produites par les génes sus-cités & un niveau trés faible en situation
normale (25 molécules vraies d’UvrA par cellule de coli) mais & forte dose en cas d’agression et de

lésion (250 molécules d’UvrA par cellule dans ce cas).

La réparation de I’ ADN dans 1’obscurité se fait en cing étapes comme montré sur la figure (10):

Reconnaissance de la léston,

Coupure du brin d’ADN endommagg de part et d’autre de la lésion & quelque distance de

celle-ci,

Excision du fragment erroné,

Synthése d’ADN comrect en wutilisant le brin complémentaire comme matrice par

I'intermédiaire de I’ ADN polymérase,

Ligation,

excsion

hémicoupwre K‘) hémicoupure

S AL "
N T L O O O I I I
3' 5'

polymérisation ligation
5 3 v
o o el N B N

Figure (10) principe de réparation par excision de nucléotides.
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8.2 Mécanisme de photo-réactivation

Des cellules irradiées par des rayonmements UVC ont retrouvé leur activité aprés un traitement par
des rayonnements UV A/ Vis. Ce phénoméne, découvert par Jagger [38] et Rupert [39], est appelé
photoréactivation. Ce mode de réparation consiste a réparer les dimers de pyrimidine, formés dans
I’ADN sous D'action de 'UVC, en utilisant des rayonnements ayant des longueurs d’ondes dans
PUVA et le Vis (310 — 480 nm) combinés a I’enzyme photolyase qui s’active dans ce domaine de
radiations, Ce processus a lieu sans excision de la région endommagge [40-43]. La réaction de

réparation de iésions se déroulerait en deux étapes [44]:

1- La formation d’un complexe entre 1’enzyme responsable de la photoréactivation (PRE) et
les dimers & réparer. Cette étape ne nécessite pas de lumiére mais est dépendante de la
température, du pH et de {a force ionique [45].

2- Relargage de la PRE et de I’ADN restauré. Le retour du dimer a sa forme monomeére est

fortement dépendant de I’intensité et de 1’énergie de la lumiére.

La réaction se déroule en moins d’une milliseconde, par conséquent I’étape limitante de tout le
processus de photoréactivation est la formation du complexe PRE-dimer. L ’exposition du complexe an
rayonnement nécessaire a la photoréactivation permet le relargage de la PRE qui devient disponible
pour former de nouveaux complexes (étape 1). Chez le vivant, le processus de photoréactivation est

plus prépondérant par rapport au processus de réparation dans 1’obscurité [46].
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Chapitre V
Procédés de
désinfection de ’eau



Introeduction

L’obtention d’une eau potable apte & étre consommée ne passe pas seulement par I’élimination des
especes polluantes d’origine chimiques (colorants, pesticides, hydrocarbures...). Elle nécessite aussi
I’élimination des polluants d’origine biologique (virus, bactéries, champignon, levure...) résidant dans
I’ean. Cette derniére opération est appelée désinfection ou stérilisation. Plusieurs méthodes sont
utilisées pour ce faire, des plus conventionnelles (chloration et ozonation), aux plus innovantes :
désinfection par microonde, par microfiltration, par exposition solaire (SODIS) ou encore par
photocatalyse du TiO; utilisant 1’énergie solaire ou les rayonnements UV. Nous présenterons dans ce
qui suit les méthodes les plus utilisées dans la désinfection. Nous passerons par la suite aux résultats
obtenus dans I’inactivation d’E-coli en utilisant les différents matériaux : TiO,, argile pontée avec le

titane et photosensibilisateurs.
1. Désinfection par ¢chloration

La chloration compte parmi les plus anciens modes de désinfection de I’eau. Introduit sous forme
de chlore, de dioxyde de chlore ou de chloro-arnine, ce composé chimique permet d’inactiver, plus ou
moins efficacement, les différents microorganismes présents sur tout le résean de distribution d’eau
potable. Malheureusement, cette technique qui stérilise I’eau d’un ¢6té est également responsable de
’apparition de nombreux dangereux sous-produits de désinfection. En effet, la chloration est la
principale source de production de composés cancérigéne et génotoxique dans ’ean potable [1]. En
réagissant avec la matidre organique naturelle présente dans 1’ean, le chlore forme, entre autres, les
trihalomethanes (THMs) et les acides haloacétiques (HAAs) [2] dont le pouvoir cancérigéne est
clairement établi [3-5].

Le chloroform CF, le bromodichloromethane BDCM, le dibromochloromethane DBCM et le
bromoform BF sont les composés THMs les plus présents dans 1’eau post-chlorée[6], alors que les
composés HAAs sont représentés par I’acide monochloroacétique (MCAA), ’acide dichloroacétique
(DCAA), lacide trichloroacétique (TCAA) 1’acide monbromoacétique (MBAA), 1'acide
dibromoacétique (DBAA), 'acide tribromoacétique(TBAA), Pacide bromochloroacétique (BCAA),
I’acide bromodichloroacétique(BDCAA) et I’acide dibromochloroacétique (DBCAA) [7].

Pour assurer une durabilité du traitement, les eaux potables sont post-désinfectées, généralement
par ajout du chlore, ce qui nécessite de fortes concentrations de chlore en sortie d’usine, entrainant une
incompatibilité avec les normes aussi bien en chlore résiduel qu’en dérivés chlorés (sous-produits de
désinfection) [8].

Maintenir le résiduel du chlore dans un réseau de distribution est crucial [9, 10] puisque celui-ci est
consommé dans différents processus :

- Réaction avec les composés organiques naturels [10-13],

- Réaction avec le biofilm [14]
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- Réaction avec [a paroi interne de la canalisation [15, 16],

Par ailleurs, des études ont montré que des bactéries et surtout les protozoaires peuvent résister au
processus de chloration particuliérement lorsqu’ils sont organisés en biofilm (fixées sur de fines
particules de charbon actif [17-20], ou agrégées entre elles {21, 22]). A titre d’exemple, un résiduel de
chlore total entre 2,3 et 3,4 mg/L appliqué en continn pendant 14 jours sur un biofilm 4gé de deux
mois (10 cellules/cm?) ne permet d’éliminer qu’un log (90 %) des cellules fixées et 1a proportion des
cellules cultivables fixées n’est pas modifiée [23]. Cette résistance peut s’expliquer par différents
facteurs :

- La pénétration limitée du chlore dans le biofilm {14],

- La consommation de I’oxydant par le biofilm lui-méme [15],
- La densité cellulaire du biofilm [24, 25],

- Lanature du matériau supportant le biofilm [26].

Le chlore peut également perdre de son efficacité en fonction de sa disparition dans le résean.
Celle-ci est influencée par :

- La température et le pH qui détermine la forme du chlore présent dans ’eau [27],
- La concentration initiale du chlore dans 1’eau [28],

- Le diamétre de la canalisation [16, 28],

- Le temps de séjours de 1’eau dans la canalisation [29].

Les parois des canalisations peuvent elle aussi consommer le chiore, elle varic en fonction de
parametres propres au résean tels que ’dge de la canalisation et la nature de son matériau [26, 30].

D’un point de vue qualitatif, 1a chloration peut faisser un gott plus ou moins désagréable dans I’ean
désinfectée.

Malgré tout les inconvénients sus-cités, la chloration demeure 'une des techniques de désinfection
les plus répandues compte tenu de son faible cofit de revient et sa mise en ceuvre facile.

Coté mécanisme, le chlore agit sur les microorganismes par diffasion a traves 1a paroi cellulaire et
produit un disfonctionnement de groupes d’enzymes internes causant 1’inactivation de a celtule [31].
D’autres études avancent la possibilité de réaction entre le chlore et les matériaux composant la paroi
cellulaire. Ainsi, ces études suggérent une oxydation par le chlore des groupes terminaux N amines
des protéines dans la paroi cellulaire, altérant 1'intégrité membranaire et par conséquent la mort
cellulaire [32].

Une plus récente étude rapporte une efficacité de désinfection au chlore causant une mortalité
cellulaire dépassant les 99,94%, avec un stock bactérien initial de 10® cfu/ml, et une concentration en
chlore égate & Smg/L, [33]. Pourtant, dans cette méme étude une photo par microscopie électronique a
balayage montre ’état de bactéries post-chlorées. Sur cette photo (Figure 1), les bactéries traitées (b)
au chlore apparaissent avec une surface comme rugueuse, contrairement a celle n’ayant regu ancun
traitement (a). Globalement, la surface bactérienne (b) ne semble pas avoir subi de sévéres attaques, de

méme qu’une lyse bactérienne ne semble pas avoir eu lieu. Il semble qu’a faibles doses, le chlore
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n’affecte pas I’intégrité membranaire de la cellule, se contentant de I'inactiver mais pas de la détruire
{32].

Figure 1. Etat des bactéries avant (a) et aprés (b) chloration.

2. Désinfection par ozonisation

L’instabilité de la molécule d’ozone dans I’eau conduit 4 sa décomposition en donnant I’ oxygéne,
puis d’autres espéces réactives de I'oxygéne selon les équations (1) et (2) [34-36], de ce fait, le
pouvoir désinfectant de I'ozone est trés élevé, Par rapport au processus de chloration, il présente
I'avantage de ne pas donner & I’eau désinfectée ces goiits ef odeurs caractéristiques du chlore.
Néanmoins, des sous-produits apparaissent lors de I’ozonisation, génant 1’emploie de cefte molécule
dans les opérations de désinfection. Parallélement & I'amélioration de la désinfection par
Paugmentation des doses d’ozone [37], une augmentation de fa formation de bromate, cCOmposés
toxique [38] est notée. De méme que Ia formation de plusicurs composés organiques (aldéhydes,
acides carboxyliques et cétones) est rapportée dans les travaux de Richardson et al [39]. Des études ont
méme reli¢ I’angmentation de la re-croissance bactérienne dans I’eau ozonisée a la formation de
composés organiques dans ’eau traitée [40].

03+ OH ———» HOy + O,............ Eq(1)
0;+ HOy ————— OH +0," + 0,....Eq(2)

Contrairement 4 la chloration, I’ozonisation s’est révélée trés efficace contre les protozoaires [41]
ainsi que les autres microorganismes tels qu’E-coli. Bien qw'efficace, ce procédé reste moins
conventionnel que la chloration 4 cause de :

- L’important investissement de départ,

- Laconsommation d’énergie pour la production d’ozone.

D’un point de vue mécanistique, ’ozone agit principalement par oxydation. La désinfection par
’ozone est le résultat direct de la désintégration de la paroi et donc la lyse celtulaire [31]. Les

macromolécules relarguées par les cellules peuvent étre & leur tour décomposées et oxydées en plus
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petites molécules [42]. L’ozonisation d’E-coli a ét¢ suivie par microscopie électronigue & balayage
dans les travaux de H.F. Diao et al [33]. Sur les photos réalisées dans cette étude (figure 2),
apparaissent des effets plus prononcés que dans le cas de la chloration. En plus de la rugosité de la
surface, il y a aussi quelques taches qui apparaissent sur la surface cellulaire ainsi que des précipités
d’impuretés sur le filtre. Ces derniers pourraient étre des composants cellulaires reldchés par les
bactéries pendant }’ozonisation. Compte tenu de la concentration relativement élevée en ozone utilisée
dans cette étude (10 mg/L), les composants cellulaires relargués pourraient &tre oxydés et décomposés
en molécules de plus petites tailles leur permettant de passer a travers le filtre, ce qui expliquerait

’absence d’une accumulation de composés cellulaires sur le filtre [33].

Figure (2) Etat des bactéries aprés ozonation

3. Désinfection solaire par le procédé SODIS (SOlar DISenfection)

Mis au point en 1991 par TEAWAG (I’institut fédéral suisse pour I’aménagement, ’épuration et la
protection des eaux) et SANDEC (la division Eau et assainissement dans les pays en développement
de FEAWAG) le procédé SODIS pour désinfecter et améliorer la qualité microbiologique de 1’eau est
Pun des plus simples systémes de désinfection et est en plus gratuit. L’eau a désinfecter est introduite
dans des bouteilles transparentes en plastique ou en verre de volume allant de 0,3 a4 2 L, les bouteilles,
remplies aux % de leur capacité, sont agitées pour augmenter le taux de I’oxygéne dissout qui favorise
I’inactivation de microorganismes par ce procédé [43].

Une exposition solaire de 3 4 5 heures sous des radiations d’intensité supérieures a 500 W/m?
assure une inactivation microbienne adéquate [44]. La désinfection peut néanmoins nécessiter, par
temps nuageux (plus de 50% du ciel couvert), des temps d’exposition plus longs. Ainsi Mc Guigan et
al rapportent que dans des conditions pareilles, 1'inactivation bactérienne par SODIS n’est atteinte
qu’au bout de deux jours, ou plus, d’exposition solaire [45].

L’inactivation de microorganismes par le mode SODIS est obtenue 2 travers la combinaison et la

synergie entre plusieurs mécanismes
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- Meécanisme par les UVA solaires : Ces rayonnements, absorbés par I’ADN bactérien, forment
des bases de thymine adjacentes donnant des diméres de thymine pouvant prématurément
bloquer la réplication de I’ADN [45-48]. De plus, la non réparation de ces diméres est
directement responsable de I’ apparition de mutations dans le génome bactérien [49],

- Les UVA sont également absorbés par la matidre organique dissoute, des réactions
photochimiques sont alors induites [50], pour créer des espéces réactives de 1’oxygéne : le
radical superoxyde (O, ), le peroxyde d’hydrogéne (H:O,) et surtout le puissant radical
hydroxyle (OH) [51, 52]. Ces espéces serviront a endommager les microorganismes en
oxydant les composants cellulaires.

- L’absorption par 1’eau des rayonnements rouges et infrarouges provoque 1’augmentation de sa
température. Une dénaturation de microorganismes est observée lorsque la température
dépasse la valeur maximale permettant une croissance bactérienne. Les températures élevées

peuvent géner voire bloquer les fonctions des protéines [53].

La synergie entre les effets thermique et UV est observée dans une eau dont la température est de
45°C {45}

Le procede SODIS est susceptible d’étre limité par Ia température ambiante, la topographie et le
microclimat ainsi que par la turbidité de Ieau. L’efficacité de SODIS est améliorée pour des
temperatures ambiantes supérieures & 20°C [54]. Des effets topographiques peuvent également affecter
négativement ce procédé par la création de microclimats locaux (régions montagneuses par exemple)
ot les rayonnements solaires et/ou la température seraient insuffisants [55]. Enfin, la pénétration de la
lumiére dans Peau a désinfecter peut &tre génée par la turbidité de I’ean. Pour un SODIS efficace,
celle-ci ne doit pas dépasser les 30 NTU (de I’anglais : nephelometric turbidity units) [56]. A noter

Iinefficacité de ce procédé & décontaminer I’eau pollude par des espéces chimiques [57].

4. Désinfection par photocatalyse

C’est en 1985 qu’a €t¢ montré pour la premiére fois 1’effet bactéricide de la photocatalyse & base
de TiO,, Matsunaga et al [58] ont été les premiers & ouvrir une nouvelle voie dans 1’application de la
photocatalyse réservée jusqu’alors aux seules synthése et dégradation de composés organiques.

Depuis, plusieurs centaines de publications scientifiques ont été consacrées & V’étude de ce
phénoméne et aux potentialités de son application dans les opérations de désinfection de I’cau et de
Iair,

La désinfection par photocatalyse, qui peut &tre complémentaire ou alternative aux méthodes
conventionnelles a ét¢ testée dans différents milieux de I’ean ultra-pure & 1’eau brute. L’efficacité de
ce procédé est dépendante de plusieurs paramétres : 'intensité lumineuse, 1'absorption de la lumiére

par le milieu, la température de l'eau, la twrbidité [59, 60] ainsi que la concentration du
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photocatalyseur, mais aussi de 1’état physiologique des bactéries (état stationnaire ou exponentiel de la
croissance bactérienne) et de leur concentration initiale [60].

Le TiO, peut étre irradié par des rayomnnements UV (250-400 nm) ou solaires, la vitesse
d’inactivation des microorganismes est fonction de la composition de la phase cristalline et de la
surface spécifique de 1’échantillon TiO, utilisé.

Les vitesses d’inactivation bactérienne avec différents TiO, dépendent du point isoélectrique de
chaque échantillon et donc du pH des suspensions irradiées [61]. Les vitesses d’inactivation des
microorganismes diminuent aux valeurs de pH inférieurs & 5. Une corrélation entre le point
isoélectrique du TiO; et la vitesse d’inactivation est établie, indiquant un ralentissement de la vitesse
d’inactivation aux faibles valeurs des points isoélectriques.

Dans leur grande majorité, les inactivations bactériennes ont eu lieu en présence de TiO, en
suspension dans des photoréacteurs en pyrex de petite, moyenne ou grande capacité (10 ml, 40 mj,
1,2 1) {62- 64]. Block et al ont pour leur part inactivé les bactéries directement dans des boites de
Pétris de 40 m! de capacité {65]. Le TiO, a également été utilisé sous forme de film supporté par des
tubes de silice de 2 ml de capacité [66], cette derniére méthode étant considérée comme plus pratique
pour étudier les mécanismes d’inactivation bactérienne.

L’application de la photocatalyse dans les opérations de désinfection a échelle réelle a fait I’objet
de plusieurs recherches [67, 68], ainsi que le traitement par photocatalyse d une eau de rejet (et non
pas une eau ultra pure inoculée par des microorganismes) [60, 69-72], contrairement 4 une eau ultra
pure, 1’ean de rejet traitée photocatalytiquement montre une augmentation drastique de la
concentration en cellules cultivables, 24 heures aprés I’arrét des irradiations [72]. Arana et al [71],
quant A eux, ne signalent aucune réactivation bactérienne méme aprés 48 heures de Parrét des
irradiations solaires en présence de TiO; 4 2g/L.

Le couplage de la photocatalyse a d’avtres techniques telles que [’application d’un champ
électrique (photoélectrocatalyse) a amélioré la vitesse d’inactivation des microorganismes [73]. Dans
leur étude, Cho et al [74] ont établi une corrélation linéaire entre la vitesse d’inactivation des
microorganismes et la concentration en OH', démontrant ainsi que le radical, hydroxyle est ’espéce
réactive de 1’oxygéne la plus oxydante,

L’abondance des études sur 1’application de la photocatalyse dauns la désinfection n’est pas
retrouvée dans les investigations concernant les mécanismes d’inactivation. Au manque
&’ informations sur les interactions entre les composants cellulaires et les dérivés chimiques produits
par photocatalyse, s’ajoute la complexité des métabolismes et des réactions qui ont lieu dans les
organismes vivants. Néanmoins des tentatives pour expliquer le phénomeéne ont été entreprises par

différents groupes de recherche en essayant de déterminer des cibles de la photocatalyse
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4.1 Cibles de la photocatalyse
Deux cibles principales sont définies dans pratiquement tous les travaux sur !’inactivation

bactérienne par photocatalyse :

- laparoi et les composants extracellulaires,

- les composants intracéllulaires (ADN, cytoplasme, acides aminés....).

a- La parot cellulaire

Il parait logique que la paroi cellulaire soit I'une des premiéres cibles des espéces réactives de
I’oxygéne générées par photocatalyse. Fn effet, comme décrit dans plusieurs références [75-77], cette
région des microorganismes joue le rle d’une barriére et constitue par conséquent la premiére défense
bactérienne par rapport au milieu extérieur.

Saito et al [75] sont parmi les premiers 4 évoquer la désorganisation de la membrane externe
comme cause principale de la mort cellulaire. Les composants intracellulaires et particuliérement le
cation K" passeraient 4 I’extérieur de la bactérie & travers la paroi endommaggée. Plus lentement, des
composants de plus grand poids moléculaire (ARN et protéines) sortiraient & leur tour a travers la
paroi endommagée, résultant en la mort cellulaire.

En 1998, Sunada et al [76] établissent clairement la déstabilisation membranaire des
microorganismes comme point de départ de Iinactivation photocatalytique des bactéries. La mesure
de la quantité d'une endotoxine (macromolécule polysaccharide constituant la paroi bactérienne
externe) relarguée par les microorganismes pendant leur irradiation photocatalytique est corrélée avec
la perte de la viabilité des bactéries. Cette endotoxine n’est relarguée qu’au cas ol I'intégrité
membranaire serait compromise.

Maness et al [78] attribuent 1a mort cellulaire, également, 4 une désorganisation générale de la
paroi extérieure. Celle-ci, étant le siége de la respiration bactérienne, son altération provoque la
diminution de I’activité respiratoire chez les microorganismes entrainant leur mort par asphyxie. La
désorganisation de la paroi extéricure passe par la péroxydation des phospholipides, composé principal
parmi les constituants de la paroi externe,

L’apparition de I’acide malondialdéhyde (MDA) pendant la photocatalyse d’E-Coli est utilisée
comme indicateur de la péroxydation des phospholipides. Ainsi, 'augmentation de la quantité de
MDA en solution, est reliée a la perte de la cultivabilité bactérienne. Cette premiére tentative
d’explication de I’inactivation bactérienne est controversée par le fait que la péroxydation ne peut
avoir lieu que dans les phospholipides polyinsaturds, or ceux d’E-Coli sont des phospholipides

monoinsaturés [79] et ne peuvent donc étre péroxydés [80].

D’autres investigations [81] suggérent une possible pénétration du TiO, a Vintérieur des bactéries
suite 4 une désorganisation et perméabilisation des parois externe et cytoplasmique. L activité de la p-

D-galactosidase qui renseigne sur Uintégrité membranaire et indique des possibles dommages
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cytoplasmique est mesurée dans les cellules entiéres et dans le surnageant en utilisant I’'ONPG (o-
nitrophenol f-Dgalactopyranosideside). Ces chercheurs trouvent une diminution de I’activité de la p-
D-galactosidase dans les cellules, qu’ils atiribuent a la diminution de sa quantité suite a une altération
de l]a membrane. Par opposition, I’activité de cette enzyme augmente dans le surnageant suggérant que
P’enzyme pourrait passer vers |’extérieur & travers une paroi perforée.

En comparant la cultivabilit¢ d’E-Coli avec celle des sphéroplastes (E-coli sans membrane
externe), Sunada et al montrent que la paroi externe est bien le siége des premiéres attaques des
espéces réactives de ['oxygene [77)]. L’irradiation des deux souches sur un TiO; supporté résulte en
une diminution immeédiate de la cultivabilité des sphéroplastes alors que la souche E-Coli possédant
une paroi externe arrive  résister 4 ces attaques durant 30 min par rapport 4 la premiére. La paroi
externe se comporte alors comme bouclier avant de céder face aux espéces réactives de 1’oxygéne,
L’endommagement de la paroi exteme est enfin confirmé par microscopie électronique ol est
observée I’altération de la membrane externe. Ces résultats sont obtenus grice au suivi du relargage de
deux composants de la paroi cellulaire lors de Iirradiation d’E-coli : les lipopolysacharides et le
peptidoglycane.

En étudiant la lyse photocatalytique de pseudomonas aeroginosa, Amezaga —Madrid et al [82]
signalent, en plus de la désorganisation physico-chimigue de la membrane causée par photocatalyse,

une division cellulaire anormale qui pourrait contribuer au mécanisme de mort cellulaire.

b- Cibles intracellulaires

Matsunaga et al [58], ont ét¢ les premiers 3 montrer la mort de cellules microbiennes en contact
avec le catalyseur TiO,/Pt illuminé par des rayonnements UVA. Selon ces mémes auteurs [83] la mort
des cellules microbiennes par photocatalyse serait due a I’oxydation du Coenzyme A intracellulaire
engendrant sa dimérisation. Cette transformation entraine une diminution de 1’activité respiratoire et
par conséquent la mort cellulaire,

La minéralisation de la bactérie a été évoquée par Jacoby et al [84]. La mesure du CO, formé en
méme temps que la disparition d’E-~coli suggére que le carbone bactérien est oxydé en CO,

D’une maniére générale, trés peu de travaux admettent la possibilité de pénétration du TiO2

Iintéricur de la bactérie.
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Chapitre VI

- Procédures
expérimentales



1. Introduction

Dans ce chapitre, nous avons regroupé les différentes procédures expérimentales relatives a
’obtention de :

- largile pontée avec le titane,

- Les photosensibilisateurs,

- Ainsi que les inactivations bactériennes par photocatalyse.

2. Purification de Pargile

L’argile utilisée dans ce travail provient du gisement de Hammam Boughrarra (Lalla Maghnia)
dans I’ouest algérien. Elle se présente sous un aspect blanchétre et contient plusieurs impuretés tels le

quartz, la cristobalite, les carbonates et les matidres organiques.
La purification de I’argile se fait en deux étapes :
2.1 La sédimentation

Théoriquement, cette méthode est basée sur la loi de stockes qui relie la taille des particules & leur
vitesse de sédimentation [40].

V=2.g.7(p-0)9y
Ou:
1 : rayon de la particule (cm),
p : Masse volumique de la particule (g/cm®),
6 : Masse volumique de I’ean (1g/cm’ 4 20°C),
7 : Coefficient de viscosité de 1’eau (102 poise 4 20°C),
La vitesse de sédimentation s'Scrit alors en fonction du diamétre «d» des particules :
V=k.d

Expérimentalement, ce procédé permet d’éliminer le quartz et la cristobalite et de séparer la
fraction argileuse & 2 pm. Un délitage est effectué pour désagréger I’argile et pour avoir une bonne
dispersion des fevillets. Cette suspension est agitée pendant deux heures, puis laissée sédimenter huit
heures. Le quart de la suspension contenant ia fraction argileuse 4 20 um est récupéré par siphonage et

re-sédimenté pour obtenir la fraction argileuse 4 2um.
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2.2 Traitements chimiques
a- Attaque a Pacide chlorhydrique

Dans le but de détruire les carbonates, la suspension contenant la fraction argileuse 4 2 pm est
attaquée pendant deux heures sous forte agitation mécanique par une sotution d’acide chlorhydrique

0,05M. Des lavages 4 I’eau distillée sont effectués pour éliminer le maximum de chlorures.
b- Traitement A Peau oxygénée

La maticre organique contenue dans ’argile est éliminée par I’eau oxygénée. La suspension
attaquée avec 1’acide chlorhydrique est traitée par H,O, 4 trente volumes pendant deux heures. La
suspension est ensuite lavée avec 1’ean distillée a chaud pour éliminer et décomposer ’eau oxygénée

résuduelle.
¢- Sodation

Une homogénéisation de I'argile est effectuée en la saturant avec le sodium. Ceci se fait par
échange avec une solution de chlorure de sodium (NaCl 1M); la réaction dure quatre heunres. Le
traitement est répété trois fois pour permettre une introduction maximale du Na' dans Dargile.
Finalement, les chlorures excédentaires sont éliminés en procédant a des lavages 3 Peau distillée

jusqu’an test négatif par AgNO;.
3. Caractérisation physico-chimique de notre argile

Notre argile a ét¢ caractérisée par différentes méthodes chimiques et physiques donnant accés a sa

composition chimique ainsi qu’a ses propriétés cristallographiques et minéralogiques.
3.1 Analyse par diffraction X

Les spectres RX pour les argiles brute et sodée ont été réalisés par la méthode des poudres. Les
diffractogrammes sont enregistrés daus I’intervalle deux théta compris entre 3 et 40° sur un appareil a
RX Siemens D8, utilisant la radiation ko du cuivre (A=1,5406 A°).

Les spectres de diffraction des rayons X de I'argile pontée avec le titane ont été enregistrés au
centre Lonchambon de diffractométrie & 1*université Claude Bemard Lyon 1, sur un diffractométre
siemens D8 équipé de I'accessoire «super speed » qui est un détecteur multicananx haute résolution
permettant 1’acquisition rapide des diagrammes (parfois en moins d’une minute). Ce diffractométre est
également équipé d’un systéme permettant de pratiquer des mesures de diffraction aux petits angles
entre 0,5° et 2° appelée aussi diffraction en incidence rasante. Grice 4 un «couteau» disposé sur

I’échantillon, un faisceau extrémement fin passe 4 travers la fente qui lui est offerte pour interagir avec
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la matiére et empéchant en méme temps les interactions de diffusion des rayonnements avec I’air. La
radiation monochromatique Kal utilisée est celle du cuivre et est égale 4 1,5406A°, La figure 1

monire le schéma du diffractométre utilisé dans cette étude.

detector
slit PSD
{ detector

At afr scatfering

variable i
divergence |
-slits |

Theta
detector

o

".! priniary
' / Soller
slits  sample

o beam
antiscattering stop

X-RAY tube slit

Figure 1. Schéma su diffractométre utilisé dans cette étude.

Les échantillons sont utilisés sous forme de poudre sur un porte-échantillon en polymere. Les

spectres de diffraction sont divisés en deux parties

1- Diffraction entre les angles de 0,5° et 4° en incidence rasante,

2- Diffraction entre les angles de 4,5° et 70° en incidence normale.
3.2 Analyse Infra-rouge

Les spectres IR sont déterminés par la méthode des pastilles KBr sur un appareil & infra-rouge de
marque thermo nicolet IR300. Les spectres de nos argiles (sodée et pontée avec le titane) sont

enregistrés entre 400 et 4000 cm™ | ils sont indexés en s’appuyant sur les données bibliographiques.
3.3 Mesure de la capacité d’échange cationique (CEC)

La valeur de la CEC de notre argile est déterminée par la méthode du bleu de méthyléne, elle est
déduite a partir du plateau de 1'isotherme [1] ol on a ’adsorption maximum du blen de méthylene.
La suface totale de Pargile est calculée au point de floculation optimum qui correspond & une
déviation de 45° par rapport & la droite. En ce point il y aurait un recouvrement de la surface par une

couche monomoléculaire de bleu de méthyléne.
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3.3.1 Mode opératoire

A un volume constant d’une suspension argileuse (1 g/L) sont rajoutées des quantités variables de
bleu de méthyléne, les mélanges sont maintenus sous agitation normale pendant 1 heure et a

température ambiante,

A Téquilibre, les suspensions sont centrifugées et les solutions de blen de méthyléne résiduaires

sont dosées par spectrophotométrie dans le visible a 660 nm.

L’isotherme est obtenue en représentant la quantité de bleu de méthyléne fixée par Dargile en

fonction de celle qui a été rajoutée.
3.4 Surface spécifique

La surface spécifique de notre argile sodée est déterminée a I’aide d’un appareil BET de marque
MICROMETRICS modéle 2100 E. Les mesures sont effectuées 4 77 °K. L’échantillon (200 — 300

mg) est préalablement dégazé 4 250°C pendant 1 nuit sous vide.

La surface spécifique de 'argile pontée avec le titane a été estimée sur un appareil BET Tristar
3000, la masse de I’échantillon introduite dans les cellules est de 0.2759 g, celui-ci est dégazé durant

toute une nuit sous vide et 4 250°C. Les mesures d’adsorption du N; sont effectuées 2 77°K.
3.5 Analyse ATD/ATG

Ces analyses ont pour but de déterminer les pertes de poids subies par le matériau en fonction de la
température, ainsi que les phénoménes thermodynamiques qui accompagnent ces transformations. Les

analyses ont lieu 4 termpérature croissante entre ’ambiante et 1000°C, avec une pente de 5°C/min.
4. Préparation de ’argile pontée avec le titane
4.1 Préparation de Ia solution d’intercalation

Les conditions optimales pour I'obtention de la solution d’intercalation: rapport Ti*'/CI,

temperature ef temps de vieillissement de la solution ont été déterminées dans un précédent travail [2].

La solution d’intercalation est obtenue par la réaction entre le tétra chlorure de titane (TiCl,) avec
une solution d’acide chlorhydrique concentré 5 — 6N, sous une forte agitation afin d’absorber les
vapeurs dégagées. La solution obtenue est soumise & une dilution 3 Peau bidistillée, jusqu’a
obtention des paramétres cités dans le tablean 1. La solution de pontage a base de titane est notée
(SPT).
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La solution d’intercalation est d’aspect transparent et limpide. Un précipité blanc, apparait
cependant, aprés trois jours de stockage a température ambiante. Ce précipité apparait aprés une
semaine 4 dix jours dans une température ne dépassant pas les 4°C. Cette constatation montre que la
solution (SPTi) est instable, donc non conservable et doit étve utilisée tout de suite aprés sa synthése.

Le pH de la solution obtenue est trés bas et est de I’ordre de -0,50.

Le précipité blanc est filtré puis analysé par DRX, il s’avére étre du TiO, cristallisé dans la phase

anatase.
Conciggae [Tilf
Formule. du Symbole | Rapport molaire temps de vieillissement (h)
Polycation (mol/L)
Non identifiée HTi H+/Ti= 0,24 0,82 1-3

Tableau 1. Conditions de préparation de la solution de pontage & base de titane,
4.2 Intercalation et pontage de Pargile par le polymére de titane

Afin de mieux écarter les feuillets argileux et faciliter la diffusion du polycation a base de titane, la
montmorillonite est dispersée dans un solvant eaw/acétone 50/50 en volume. La solution «SPTi» est
rajoutée goutte 4 goutte 4 la suspension argileuse bien dispersée sous agitation permanente selon les
conditions décrites dans le tableau 2. La suspension de couleur 1égérement foncée initialement, devient
au fur et & mesure de I'ajout de «SPTi» de couleur blanche probablement due & la formation et 4 la
précipitation du dioxyde de titane (TiO;). A la fin du titrage, la suspension argileuse est laissée en
contact du polycation métallique sous agitation magnétique durant quatre heures pour assurer et

maximiser I’introduction du polycation dans I’espace interfenillet.

Des lavages successifs a 1’eau bidistillée sont effectués pour éliminer I’excés de la solution (SPTi).
Le matériau ainsi intercalé est séché a 1’air libre, en prenant soin de ne pas le contaminer par les

composés volatils locaux.

o Rapp Ti/M-Na
Solvant Conc de la_zusp % Temps de maturation (h)
en poids) (mmol/g)
Eau/acétone (50/50) v 3,5 20 3-4

Tableau 2. Conditions d’intercalation de 'argile par SPTi

L’argile intercalée est & calcinée a 500°C (1,5°C/min) pendant 18 heures pour déshydroxyler les

espéces polymériques 4 base de titane et les transformer en piliers oxyde donnant & ’argile une
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structure rigide. La figure 2 présente ’organigramme montrant les différentes étapes pour obtenir

Pargile pontée avec le titane 4 partir d’un matériau brut.

Bantonlte
Brute

B A i {{h —

Em el S I e
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_____
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Lolefuetlon

Figure 2. Organigramme des différentes étapes pour obtenir I’argile pontée avec le titane,

88



5. Synthése des matériaux photosensibilisateurs

Ces matériaux sont 3 base de silice et de photosensibilisateurs aromatiques (PSA). Iis sont
synthétisés selon le procédé sol-gel. Les PSA sont fixés de différentes maniéres sur les xérogel de
stlice. Nous avons également utilisé des matériaux a base de silice commerciale sur lequel des dérivés

de PSA sont greffés.

6. Synthése et caractérisation des matériaux « hites » : monolithes 2 base de xérogels de silice

et poudres de silice.

Les matériaux & base de silice sont les supports des molécules organiques photoactives. Leur
application potentielle concerne le traitement de 'eau contaminée par des espéces bactériennes. Ces

matériaux doivent répondre 4 des conditions spécifiques

»  Transparence: essentielle pour que le rayonnement lumineux parvienne jusqu’a la molécule
organique ou photosensibilisateur (PSA.),

» Inertes vis-d-vis des réactions d’oxydation, en particulier par I’oxygéne singulet

»  [Enfin, le lien entre la matrice sol-gel et le P.S.A doit &tre modulable (adsorption ou greffage
de la molécule active).

Le choix d’utiliser des xérogels de silice est motivé par le fait que ceux-ci présentent d’exceflentes
propriétés adsorbantes. Le développement de sol-gel de sitice avec des groupements fonctionnalisés
est crucial pour pouvoir lier chimiquement le PSA 4 la matrice minérale. L’incorporation de
groupements fonctionnalisables peut étre réalisée soit par post-greffage sur un sol-gel de silice
(méthode classique), soit par élaboration d’un sol-gel mixte incluant des fonctions chimiques au
niveau de I’alcoxyde polymérisable permettant le greffage des molécules actives. On obtient dans ce
cas des ORMOSIL (ORganically MOdified STLicates).

Plusieurs types de matériaux ont été élaborés. La nomenclature et la description des matériaux sont

les suivantes :

» SGO-PSA : monolithe de silice pure SGO, élaboré par voie sol-gel, dans lequel est
encapsulé le PSA, Dans ce cas, il n’existe aucune liaison covalente entre le PSA et la silice. Les
monolithes SGO sont synthétisés en utilisant le tétraméthoxysilane (TMOS, Aldrich, Si(OCH;),)
comme précurseur ; en conséquence le solvant commun 4 P'alcoxyde et 4 I’eau est le méthanol. Ce
protocole a été mis au point afin d’obtenir des matériaux monolithiques, transparents et sans fractures,
notés SGO. Pour incorporer le PSA, il suffit que le méthanol contienne une quantité connue de
photosensibilisateur . Dans ce cas, le PSA est encapsulé (ou inclus) dans le sol-gel de silice durant la
formation du xérogel (on a alors un lien faible [adsorption] entre le P.S.A. et la matrice silice) et le

matériau obtenu est noté SGO-PSA,
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» SG2-PSA : il s’agit d’un matériau « mixte » élaboré en incorporant directement le
derivé du PSA, PSA-CONH-(CH,);-Si(OEt);, lors de la synthése sol-gel en mélange avec le
tétraméthoxysilane Si(OMe),. La synthése sol-gel s’effectue dans les mémes conditions que celle du
sol-gel SGO. La différence consiste en ce qu’en plus du précurseur classique TMOS, le dérivé
triéthoxysilylé du PSA (PSA-CONH-(CH,);-Si(OFEt);) dissout dans le méthanol, participe aussi an

procédé sol-gel.

oFt J(J)\ oM Synthése oH oR 0
e
I i sol-gel L0, 0. 0.]
EO=81 ™" NH “PSA  MeO-SHOMe » o7sr s SL/\/\NH/[LPSA
OFt OMe 9,2 (§q 0-gR

s0 Ny
VAT A

» SiNH,-PSA : il s’agit de poudre de silice fonctionnalisée par des groupements (3-
aminoproyl) commercialisée par Aldrich, sur laquelles est greffée, dans des conditions classiques, le
chlorure d’acide du dérivé PSA-COOH.

» Si0,-PSA : il s’agit de poudre de silice sur laquelle est greffée, dans des conditions
classiques, le dérivé PS A-CONH-(CH,)s-Si(OEt)

Les différents PSA utilisés sont les suivants :

» Le DCA (9,10-dicyanoanthracéne): Les composés cyanoaromatiques sont
d’excellents accepteurs d’électron dans les réactions de transfert d’électron photoinduites. Le DCA a
été utilisé avec succes dans les réactions d’oxydation des éthers benzyliques, d’aryl-alcools para-
substitués ou des sulfures en solution [3 (arylalcools), 4 (thiophéne), 5 (PPVs), 6 (phénols, huile)]
ainst que pour I'oxydation de sulfures en phase gazeuse ou le DCA était simplement adsorbé sur les
grains de silice [7, 8]. Un travail antérieur [9] a développé la synthése par voie sol-gel de matériaux
adsorbants dans lesquels le DCA a été encapsulé. A D'interface gaz-solide, ces matériaux ont montré
une efficacité supérieure, pour la dégradation de composés organiques & celle de matériaux 4 base de

silice commerciale [10].

> Le DBDCA : Ce dernier PSA est une molécule originale synthétisée en laboratoire. Il a
une structure et des propriétés proches de celles du DCA commercial, Le dépdt du brevet relatif 4 sa
synthese étant en cours, aucune information de nature confidentielle ne peut donc étre divulguée a son

sujet.
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» Le 4-BB (acide 4-benzoyl benzoique): C’est un PSA commercial dérivé de la
benzophénone. Son utilisation en solution dans 1'acétonitrile (CH3;CN) pour Voxydation
photosensibilisée des sulfures a montré qu’il était d’une efficacité comparable a celle du DCA [11].
Malheureusement, contrairement au DCA, le 4-BB présente I’inconvénient de ne pas absorber dans le

domaine visible, Comme le dioxyde de titane, il est actif sous irradiation 4 350 nm.

> Le 9,10-anthraquinone 2-carboxylique acide ou ANT (Figure 3) a été fonctionnalisé
avec du 3-aminopropyletriéthoxysilane, puis greffé sur les grains de silice commerciale. La silice est

fournie par ACROS, sa surface spécifique est de 400 m¥g la taille moyenne de ses pores est de 9 nm.

O

COOH

QLITT
0

Figure 3. 9,10-anthraquinone 2-carboxylique acide

Ce matériau est noté; SiO,-ANT.

Dans cette étude, les différents matériaux présentés dans le Tableau 3 sont testés pour inactiver F-
coli. Leur efficacité sera comparée a celle de TiO,. En plus des matériaux a base de xérogels de silice

synthétisés en laboratoire, nous avons utilisé

- une poudre de silice commerciale fonctionnalisée par des groupements 3-aminopropyle sur

laquelle un dérivé du PSA comprenant une fonction acide est greffée
- une poudre de silice commerciale sur laquelle le dérivé PSA-CONH-(CH,)s-Si{(OEt); est greffé

Des études comparatives antérieures [9, 11} ont montré I’avantage que possédent les matériaux de
type xérogel par rapport a la silice commerciale, notamment en terme de capacité d’adsorption.
Néanmoins, la silice conmumerciale reste une matrice hote intéressante du point de vue de som

accessibilité et de sa facilité d’utilisation.
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[PSA]
Nom Matérian Matrice PSA S écisi':uicfmz /)
(umol/g) | PPECHAUe UITE
S8i0; sol/gel
P5 SG0-DCA DCA 0.2 1170
Inclusion
S10; sol/gel
Pl SGO-DBDCA DBDCA 0.6 817
Inclusion
Si0; sol/gel mixte
P2 SG2-DBDCA DBDCA 10 600
Greffage
. SiNH, commerciale
P3 S}%%A DBDCA | 27 450
post-greffage
810, sol/gel mixte
P4 SG2-4BB 4-BB 30 573
Greffage
Si0, commercial
P6 $i0,-ANT ANT 250 280
post-greffage

6,1 Caractérisation des matériaux photosensibilisateurs

Tableau 3. Matériaux testés dans P’inactivation d’E-coli

Les matériaux synthétisés ont été principalement caractérisés par porosimétrie et spectroscopie UV

en réflexion diffuse (DRUV). Cette derniére technique permet de détecter le PSA 4 I'intérieur de la

matrice de silice. Dans une premiére étape, les spectres d’absorption des matériaux hotes & base de gel

de silice sont enregistrés. Ils sont ensuite soustraits des spectres correspondants aux matériaux

contenant les PSA,
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7 Photocatalyseur et microorganismes

Le dioxyde de titane utilisé est le dégussa P25 (80% anatase et 20% rutile), ses densité et surface
spécifique sont respectivement égales a 3,8 g/em’® et 4 50 m¥g. Le diamétre moyen des particules du
TiO, est compris entre 20 et 30 nm. La largeur de sa bande interdite est égale 4 3,2 eV correspondant
4 des rayonnements de 390 nm. Le TiO, est introduit dans les suspensions bactériennes sous forme de
poudre & différentes concentrations allant de 0,1 2 2,5 g/L.

Les souches bactériennes utilisées dans ce travail sont 1a E-coli K-12 MG1655 et la “PHL 1273”qut
dérive de la premiére, PHL1273 a été construite 4 partir de la souche PHL818 [12] par transformation
en y introduisant le plasmide pPHL127. PHL818 acquiert alors une mutation chromosomique omp
R234, lui conférant la particularité de surproduire les curlis (type particulier de fimbriae permettant
aux bactéries de s accrocher aux surfaces abiotique). PHL.1273 surproduit également la GFP (de

I’anglais Green Fluorscent Protein) la rendant mieux visualisable par microscopie epi-fluorescente.

8 Culture bactérienne

PHI.1273 ou MG1655 sont inoculées dans le milieu Luria-Bertami — eau [13] & volume égal 1:1,
(LB %) et sont cultivées durant 18 heures 4 30°C sous agitation constante et dans des conditions
aérobies, La croissance bactérienne est suivie en mesurant la densité optique de la suspension 4 600
.

Les bactéries sont récupérées en phase stationnaire de la croissance par centrifugation dans des
tubes Eppendorf de 1,5 ml de capacité & 10° tours /min pendant 3 min, Le culot bactérien obtenu est
suspendu dans 1,5 ml d’eau stérile aprés ’avoir lavé 2 fois a I’eau stérile pour éliminer les nutriments
contenus dans le milieu de culture. Cette derniére suspension constitue le stock bactérien initial. Des
dilutions appropriées du stock initial permettent d’obtenir des suspensions bactériennes aux

concentrations de 10°-10% et 107 - 10° cfu/mlL (de Panglais : Colony Forming Unit).

8.1 Détermination de la concentration bactérienne

La concentration bactérienne est évaluée par la méthode de 1’étalement sur boite. Les suspensions
bactériennes sont préparées dans de ’eau stérile (cau ultra pure autoclavée a 185°C pendant deux
heures). En fonction de leur concentration (forte ou faible), les suspensions bactériennes sont diluées
an 1/1000, 1/100 ou an 1/10 de maniére & obtenir sur 1a boite pétri un nombre de colonies comptable
compris entre 30 et 300. Les suspensions de faible concentration initiale sont étalées sans dilution.

100 ul de suspension bactérienne, ainsi préparée, sont déposés sur les boites pétris contenant un
milieu nutritif & base d’agar —LB, la suspension est étalée sur le milieu au moyen de billes stériles,
puis incubée pendant 18 heures 4 37°C. Les colonies formées sont alors comptées puis ramences au

taux de dilution pratiqué.
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Par exemple, pour une boite contenant 120 colonies obtenus par ’étalement de 100ul d’une

suspension bactérienne diluée a 1/1000, la concentration bactérienne est de .
C=(120x 10°y0,1 mL — . [B-coli] = 1,2 10° cfu/mL.

L’estimation des concentrations bactériennes lors des dégradations photocatalytiques se fait par la
méthode su-décrite. A Iaide de pipettes automatiques, des prélévements de 0,1 4 0,5 mL sont effectués
i intervalles réguliers entre 0 et 300 min (selon la durée de I’expérience). L’échantillon prélevé est mis
dans un tube Eppendorf qui sera conservé dans un bac rempli de glace afin d’empécher 1’ évolution des
concentrations bactériennes (E-coli étant inerte a 4°C, la concentration de chaque échantillon sera
stabilisée grice 4 cette technique), Chaque échantillon est homogénéisé par vortex avant d’effectuer
les dilutions appropriées et de ’étaler sur le milieu. Chaque point de concentration est répliqué sur
trois boites afin de calculer une moyenne du nombre de colonies. A noter que cette méthode est

invalide pour les boites contenant moins de 30 colonies.

8.2 Milieux de culture

En plus du milieu Luria-Bertani liquide (LB) utilisé pour la culture bactérienne, des milieux de
culture solide en boites pétris sont utilisés pour visualiser les effets de la photolyse, de la photocatalyse
et du TiQ, dans 1’obscurité sur les microorganismes. Il s’agit des milieux LB, Mc conkey et X-Gal,

La composition de ces milieux est donnée en détail en annexe 1.

9. Dispositif d’inactivation (lampe ef réacteur)

Les expériences d’inactivation bactériennes se déroulent dans un réacteur A poudre en pyrex ayant
un volume de 90 mL. Le volume des suspensions bactériennes introduites dans le réacteur est de
20 mL, L’homogénéisation des suspensions eau-bactéries-TiO, est obtenue grice & un agitateur
magnétique disposé verticalement et parallélement par rapport au réacteur figure 6, Aprés chaque test
d’inactivation bactérienne, le réacteur est lavé, stérilisé a I’eau de javel et rincer 4 1’eau stérile pour
éliminer toute trace d’eau de javel. A la fin des manipulations quotidiennes, le réacteur est stérilisé 4
I*étuve (268°C, 2 heures).
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Agitatewr tnagnetigue \ e R , / Suspension bactérienne
I:I K/ Fillze optique
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A Cellule de re-circalation deau
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Lampe

Figure 6. Dispositif d’irradiation
Le réacteur est disposé au dessus de la lampe & vapeur de mercure HPK 125 W, dont le spectre
d’émission est présenté sur la figure 7. Cette lampe a un domaine d’émission s’étendant entre 200 et
400 nm, elle présente une raie d’émission maximale 4 365,5 nm.
Des filtres en verre ont été utilisés pour sélectionner les gammes UV souhaitées. Ainsi le filtre

corning 0,52 coupe les rayonnements inférieurs & 340 nm, ne laissant passer que la gamme des UV-A,
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Figure 7. Raies d’émission de la lampe a vapeur de mercure HPK 125 W

Le filtre pyrex coupe les radiations aux longueurs d’ondes inférieures 4 290 nm permettant aux
radiations UV-A et UV-B de passer, tandis que le filtre quariz permet d’avoir les radiations sur toute la
gamme 200 — 400 nm (UV-A, UV-B, UV-C). Les rayonnements visibles sont obtenus grice au filtre

«3387» qut coupe les radiations de longueur d’onde inférieur 4 428 nm,
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9.1 Mesure des intensités lumineuses

L’intensité lumineuse est mesurée a I'aide d’un radiométre, le VLX-3W. Il est équipé de trois
capteurs mesurant I’intensité de la lampe a : 254 nm, entre 280 et 320 nm et entre 355 et 375 nm. Les
capteurs sont disposés, par rapport a la source lumineuse, 4 la méme distance séparant celle-ct du bas
du réacteur (surface d’entrée de la lumiére dans le réacteur). Dans le cas des UV-A et UV-B le
réacteur se trouve a une distance de 3 ¢m par rapport a la source d’irradiation (figure 3). Dans le cas de
I"UV-C, la lampe est placée au dessus du réacteur pour éviter de couper les rayonnements inférieurs a
290 nm par le réacteur qui est en pyrex: figure 8. Dans ce cas, la distance lampe-suspension

bactérienne est de 9 ¢cm.

Feltee s yitigue

4 -
i B

e Fae e sottie deau
" |
Ldfuibe e pe-crvnbate et e —F
Ak el e -\ R . I . \ rupavion bactixianne
;
1 /
r—\l
g - I
Bl ;

Figure 8. Dispositif d’irradiation dans le cas des UV-C

L’intensité lumineuse est modifide a Iaide de grilles de différentes tailles de mailles, elles sont posées
sur la lampe pour obtenir des intensités de différentes valeurs. Les tableaux suivants présentent les
valeurs de I’intensité lumineuse dans les différentes gammes UV, aux différentes distances séparant la
source lumineuse de la suspension bactérienne (4) et en utilisant les différentes grifles pour modifier
les valeurs des intensités en conservant, pour toutes les grilles, la méme distance entre la source

lumineuse et 1a suspension bactérienne (3 cm pour 'UV-A ¢t 'UV-B, 9 ¢m pour 'UV-C) (5).

UV-A

Distance lampe-Suspension bactérienne (cm) 1 2 3

Intensité (mW/cm?) 7 52 3,85
UV-B

Distance lampe-Suspension bactérienne (cm) 1 2 3

Intensité (mW/cm?) 133 10,9 835
uUv-C

Distance lampe-Suspension bactérienne (cm) 9

Intensité (mW/cm?) 132

Tableau 4. Valeurs des intensités lumineuses dans les frois domaines de I'UV,
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UV-A

Type de grille A B C

Intensité (mW/cm?) 1,95 1 0,5
UV-B

Type de grille A B C

Intensité (mW/cm?) 4,15 2 1
uv-C

Type de grille A B C

Intensité (mW/cm?) 6,9 3,6 1,8

Tableau 5. Valeurs des intensités luminreuses avec les différentes grilles aux mémes distances

lampe-suspension bactérienne (3 cm pour 'UV-A et 'UV-B, 9 cm pour PUV-C).

10. Analyse protéomique

Une analyse protéomique est envisagée pour visualiser Ueffet de Ti0; sur les microorganismes a
I’ obscurité.

Cette technique repose sur le principe consistant 4 extraire les protéines qui seraient présentes dans
le surnageant et de Ies concentrer dans un volume de 300 pl. Ces protéines sont ensuite analysées par

migration sur un gel de polyacrylamide & 12%.
» Mode opératoire

2,5 g/L de TiO; sont introduits dans 20 ml. de suspension bactérienne de concentration égale &
10%-10° cf/mL le tout est maintenu sous agitation dans 1’obscurité pendant 30 min. Un blanc est

effectud, ne contenant pas de TiO, par rapport 4 1’échantillon test.

En fin de réaction, la totalité des deux suspensions, (test et blanc) est centrifugée 4 8000 tr/min
pendant 15 min pour séparer le TiO; et récupérer le surnageant. Les protéines sont extraites de ce

demier selon deux méthodes:

> Lalyophilisation
Les surnageants sont introduits dans des béchers en verre de 100 ml, d’ouverture large
préférentiellement (pour faciliter la lyophilisation). Les échantillons sont recouverts avec du tissu
gaze. Les béchers sont introduits dans le lyophilisateur ot sont réglées les conditions de température et
de pression. L’opération dure toute la nuit,
Le liquide lyophilisé, la poudre (invisible a I’ceil nu) est re-suspendue dans 300 pl d’eau distiliée
avant de le faire migrer dans le gel polyacrylamide,
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» Extraction protéines par ’acétone
Les sumnageants récupérés de la centrifugation (20mL) sont mélangés & 25 ml d’acétone. Le
mélange est maintenu dans le congélateur & -20°C pendant 2h pour faire précipiter les protéines. Le
mélange est centrifugé de nouveaun a 8000 tr/min pendant 30 min 4 4°C, la centrifugation terminée, le
surnageant est éliminé, ne laissant qu’une petite quantité au fond du tube (pour ne pas risquer
d’éliminer les protéines) qui est laissé ouvert toute la nuit pour faire évaporer ’acétone restant. Au
final, il restera une fine pellicule au fond du tube que {’on re-suspend dans 300ut avant le dépdt sur

gels de polyacrylamide.
» Gels de polyacrylamide

Les gels de polyacrylamide sont constitués de deux compartiments : un gel de concentration et un
gel de migration. Les puits, dans le gel de concentration, peuvent contenir un maximum de 25ul de
solution contenant les protéines & migrer. Une fois 1’échantillon et le marqueur déposés, un courant
électrique de 60mV au départ (phase de concentration) puis 100 4 120 mV par Ja suite (phase de
migration) est appliqué.

Le gel obtenu est coloré¢ au bleu de comassie (30 min), décoloré a I’aide de la solution de
décoloration (15 min) puis traité avec de I’acide acétique (20%) pour fixer la coloration.
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Introduction

Dans ce chapitre, nous discuterons 1’ensemble des résultats obtenus. Ce chapitre est partagé en
deux parties : la premiére, oil nous présenterons les résultats relatifs aux matériaux synthétisés (argile
pontée avec le titane et les photosensibilisateurs), la deuxiéme sera consacrée aux inactivations

bactériennes par les différents catalyseurs.
1. Purification et modification de 1’argile par pontage avec le titane
1. 1 Composition chimique

La composition chimique de notre argile brute a été déterminée dans un précédent travail [1]. Les

teneurs des éléments contenus dans notre argile sont présentées dans le tableau 1

élément 510, ALO; Fe, O3 Ca0 MgO NayO K0 PF

% poid 594 | 23,13 | 249 0,59 |26 3,17 0,64 | 8,02

?

Tableau 1. Composition chimique de I’argile utilisée.

La formule structurale moyenne de cette argile déduite de la composition chimique est donc

(Sir.a1ALy50)™ (AlpFeg 2aMg0.48) (Cag.0sNag 16K 1) 020 (OH),

1.2 Analyse par diffraction X

Les spectres RX des différentes argiles sont indexés en utilisant 1a loi de Bragg : A = 2d sin 0. Les
valeurs des distances réticulaires sont comparées avec celles du fichier ASTM ce qui permet

d’identifier les différentes phases présentent dans nos différents échantilfons.
1.2.1 Analyse des argiles brute et sodée

Les specires de diffraction X relatifs aux argiles brute et sodée sont présentés dans les figures 1 et 2
respectivement, le tableau 2 rassemble les valeurs de (t_l) pout ces matérianx. [.e minéral étudié se
présente sous la forme d’un mélange de montmoriilonite et d’illite. A Pétat brut, des impuretés,
essentiellement du quartz, de la calcite et de Ia cristobalite sont contenues dans 1’échantillon. Celle-ci
sont éliminées en grande partic lors de ’étape de la purification, ceci est confirmé par le spectre de
argile purifide et sodée ou I'on a disparition de certaines raies et la diminution de 1’intensité de

certaines autres.
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Argile brute Argile sodée
20 (9 d (A®) Phase 20(®) d(A®) phase
6.00 14,71 M-morillonite (001) 6,00 14,71 M-morillonite (001)
12.55 7,04 M-morillonite(002) 12,30 7,18 M-morillonite (002)
19.88 4,46 M-morillonite(110) 19,92 4,45 M-morillonite (110)
21.00 4,22 Quartz 24,92 3,56 1llite (003)
2477 3,59 lite (003) 35,14 2,54 M-morillonite(200)
26.66 3,33 Quartz 451 2,00 Iltite
29.55 3,01 Calcite 54,27 1,68 M-morillonite (009)
35.17 2,54 M-morillonite(200)
42.44 2,12 Cristobalite
55.00 1,66 M-morillonite (009)
Tableau 2. Valeurs de d pour les argiles brute et sodée.
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Figure 1. Spectre RX de I’argile brute
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Figure 2. Spectre de {’argile sodée
1.2.2 Analyse de I’argile modifiée par pontage avec le titane

Les figures 3 et 4 représentent les spectres de diffraction du matériau ponté avec le titane en
incidence normale et rasante respectivement.

Le spectre de diffraction en incidence normale monire une amorphisation importante du réseau
argileux, seule la raie relative au plan (110), ol d est égale & 4,3876 A° est atiribuée 3 la
montmorillonite. Le reste des raies est attribué a la phase anatase du TiO,, particuliérement la raie se
situant & 26 = 25,30°, En incidence rasante, le spectre obtenu montre un déplacement trés important de
la raie (dgoy) vers les angles de trés faibles valeurs (0,7618°), traduisant un écartement de feuillets qui
dépasse les 115A°, Ce pic de diffraction est attribué 4 une pseudo argile-pontée, puisque ni I’anatase,
ni la montmorillonite d’origine ne présente un tel phénomene & ces petits angles.

Ces résultats montrent que le pontage de ’argile avec le titane reste difficilement maitrisable. La
solution d’intercalation étant de nature trés acide (pH<0) on s’attend & une attaque massive de la
structure argileuse. Au final, on obtiendrait un minéral argileux de structure séricusement altérée sur
lequel est dispersé du TiO, cristallisé dans la phase anatase. I est 4 supposer que seulement une petite
fraction de la masse totale de la montmorillonite résiste aux attaques acides de la solution

d’intercalation et subit alors un pontage avec succes,
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Figure 3. Spectre de Pargile pontée avec le titane dans le domaine 5° - 70°.
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Figure 4. Spectre de I'argile pontée avec le titane dans le domaine 0,5° - 10°,

Le tableau 3 compare les distances (001) d’argiles pontées avec le titane dans différents travaux.

dop; (A°) 16,2 16-17 23 25 37,8-39.8 48
Auteurs | Belkhademet | Bourasetal. | Binithaetal | L.Khalfallah- | Kun et al [6} | Ookaetal [7]
al [2] [3] [4] Boudali [5]
doo1 (A°) 56 65 115
Auteurs | Ookaetal [8] | Ookaetal [9] Présent
fravail

Tableau 3. Comparaison entre les d001 obtenus dans différents travaux.
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Par ailleurs, d’autres facteurs peuvent se révéler déterminant dans la synthése d’argile pontée avec
le titane comme par exemple la taille de ce polycation. En effet, la structure du polycation & base de
titane n’¢étant pas encore bien établie, il est supposé la coexistence de plusieurs complexes de titane 4
différents degrés de polymérisation. Si les moins volumineux arrivent a diffuser suffisamment loin
entre les feunillets argileux, les complexes volumineux s’arréteraient, cux, aux bords des feuillets
n’écartant que ces régions du matériau. La valeur de dy, trouvée pour notre argile dans ce travail est

comparable 4 celle trouvé pour les matériaux mésoporeux
1.3 Analyse Infra-rouge
1.3.1 Analyse de P’argile sodée

Le spectre IR de notre argile est représenté dans la figure 5, il est indexé en s’appuyant sur les

données bibliographiques.

La bande entre 3250 et 3700 cm™” est attribude aux vibrations des groupements hydroxyles de
structure liés 4 deux aluminiums, selon certains auteurs, ’épaulement & 3630 cm est spécifique aux

montmorillonites [1].

Une fine et intense bande apparait au milien du spectre 4 1640 cm™, elle est attribuée aux vibrations

de I’eau interfoliaire hydratant les cations compensateurs.

Pour les montmorillonites, Ia région de vibration des groupements SiO est aux alentours de 1100
cm’. Dans notre spectre, cette bande s’étale entre 1130 et 990 em™ et est centrée sur la fréquance 1040
cm’”, cet effet est attribué  la présence de cations trivalents en site tétraédrique substituant le silicium

d’une part et de cations ferriques en position octaédrique [10].

Les bandes relatives 4 la déformation des groupements M"'(OH) se situent entre 950 et 600 cm’,
la position de cette bande est influencée par la nature du métal en position octaédrique. Par
conséquent, la bande de déformation des liaisons du groupement Al-Al-OH se manifeste entre 915 et
950 ¢m”, celle des laisons du groupement Mg-Al-OH 4 840 cm™ et celle des liaisons du groupement
Mg-Fe’*-OH 4 800 cm™. Sur le spectre relatif & notre matérian, une bande apparait 4 898 cm™, elle est

attribuée 4 la déformation des liaisons du groupement Fe’*-Al-OH.
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Figure 5. Spectre IR de ’argile brute.
1.3.2 Analyse de I’argile pontée avec le titane

Le spectre IR de la montmorillonite pontée avec le titane est présenté sur la figure 6, Tl présente
une 1*° bande large s’¢tendant entre 3200 et 3800 cm™ centrée & 3400 cm’. Cette bande st attribuée
aux «stretchings» des groupements hydroxyles (OH) appartenant 4 la couche octaédrique et aux
molécules d’ean adsorbées. 11 est 4 noter I'absence de 1'épaulement caractéristique des
montmorillonites, devant apparaitre vers la fréquence 3635 cm™, cefte absence est probablement du a

la forte altération du matérian durant les étapes de pontage.

La bande se situant entre les fréquences 1580 et 1700 cm™ centrée 4 1636 cm™ correspond aux
vibrations de déformation des liaisons (OH) dans les molécules d’eau adsorbées dans |’espace

interfeuillet,

La bande relative aux vibrations des groupements (Si0) devrait se situer vers 1100 cm™, celle-ci est
déplacée vers Ja fréquence 1058 em™ probablement par la présence de cations trivalents substituant le

silicium en site tétragdrique.

Les bandes situées dans les basses fréquences sont de trés faibles intensités, voire nulle. Cet
abaissement pourrait étre du a la destruction du réseau argileux et la rupture des liaisons lors du

pontage, par conséquent les vibrations deviennent de faible intensité.
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1.3.2 Analyse de P’argile pontée avec le titane

Le spectre IR de la montmorillonite pontée avec le titane est présenté sur la figure 6. 1l présente

1% bande large s’étendant entre 3200 et 3800 cm™ centrée 4 3400 cm™, Cette bande est attribude

une
aux «stretchings» des groupements hydroxyles (OH) appartenant 4 la couche octaédrique et aux
molécules d’eau adsorbées. I est & noter I’absence de Pépaulement caractéristique des
montmorillonites, devant apparaitre vers la fréquence 3635 cm™, cette absence est probablement du &

la forte altération du matériau durant les étapes de pontage.

La bande se situant entre les fréquences 1580 et 1700 cm™ centrée 4 1636 om’ correspond aux
vibrations de déformation des liaisons (OH) dans les molécules d’eau adsorbées dans 1’espace

interfeuillet.

La bande relative aux vibrations des groupements (SiO) devrait se situer vers 1100 em”, celle-ci est
déplacée vers la fréquence 1058 cm™ probablement par la présence de cations trivalents substituant le

silicium en site tétraédrique.

Les bandes situées dans les basses fréquences sont de trés faibles intensités, voire nulle. Cet
abaissement pourrait étre du a la destruction du réseau argileux et la rupture des liaisons lors du

pontage, par conséquent les vibrations deviennent de faible intensité.
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L’absence de bandes caractéristiques des montmorillonites telles que les vibrations de déformation
des groupements : Mg-OH-Mg (795 - 802 cm™), Al-OH-Mg (840 cm™), AL-O-Al (633 em-1), (Fe¥'-
Al-OH) laisse penser que la couche octaédrique a subit une importante destruction lors du pontage de

Pargile
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Figure 6. Spectre IR de I’argile A-TiO,

1.4 Mesure de Ia capacité d’échange cationique (CEQ)

L’isotherme d’adsorption du bleu de méthyléne sur notre argile sodée est représentée sur la figure
7.
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Figure 7. Isotherme d’adsorption du bleu de méthyléne sur argile sodée.
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La valeur de la CEC de notre minéral est déduite & partir du plateau de I'isotherme, elle est égale &
102 meq/100 g d’argile.

Connaissant le nombre de molécules de bleu de méthyléne adsorbées et I’aire occupée par chacune
de ces molécule (130 A°Y molécule), nous accédons 4 la surface totale du matérian 4 partir du point
de floculation optimum (point de changement de pente a 43°) représentant la quantité de bleu de

méthyléne nécessaire pour la formation d’une monocouche.
La surface totale est calculée par la formule Stotale = q.0.N
Ot :
q : quantité de bleu de méthyléne fixée par 100 g d’argile,
¢ . Surface occupée par une molécule de blen de méthyléne en A2
N : Nombre d’avogadro.

Le pomt de floculation optimum se trouve 4 84 meqg/ 100 g d’argile. La surface totale de I’argile est
dong :

Slota]e = 657538 mzlg

1.5 Surface spécifique

La surface spécifique de notre échantillon d’argile sodée est de 130,11 m¥g, celle de la
montmorillonite pontée avec le titane est de 236,16+2,49 m?p. Parallélement 3 la destruction du
réseau argileux, nous remarquons le pontage de la montmorillonite avec le titane a permis de doubler

la surface spécifique initiale du matériau.
1.6 Tracé ATG
Les tracés ATD/ATG sont représentés dans la figure 8.

Dans le domaine de 20 ~ 200°C : une perte de poids de I’ordre de 21% par rapport au poids initial

est observée, elle est attribuée au départ de I’ean interfoliaire,

Dans le domaine 200 - 500°C : une perte de poids de 27% par rapport au poids initial attribuée au
départ des premiers hydroxyles,

Dans le domaine 500 - 680°C : une nouvelle perte de poids de 29% par rapport an poids initial est

signalée, elle correspond & une déshydroxylation accentuée
1.7 Tracé ATD

Dans le domaine 20 - 200°C : le départ de I’ean interfoliaire est traduit par un pic endothermique,
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Entre 200 et 500°C : un pic endothermique centré & 480°C confirme le phénoméne observé par
ATG a savoir, le départ des premiers hydroxyles,

Entre 500 et 680°C : La déshydroxylation accentuée est confirmée par un pic endothermique se
manifestant & 650°C,

Enfin, & 900°C, un pic exothermique traduisant la transformation de toutes les espéces en oxydes

est observé. Cette transformation étant exclusivement énergétique (n’implique pas de transfert de
masse), elle n’est pas signalée par le tracé ATG.
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2. Caractérisation des photosensibilisateurs synthétisés

Les différents matériaux synthétisés sont présentés dans le Tableau 4, ils seront testés pour
inactiver E-coli. Leur efficacité sera comparée A celle de TiO, En plus des matériaux & base de

x¢rogels de silice synthétisés en laboratoire, nous avons utilisé

- une poudre de silice commerciale fonctionnalisée par des groupements 3-aminopropyle sur

laquelle un dérivé du PSA comprenant une fonction acide est greffée
- une poudre de silice commerciale sur laquelle le dérivé PS A-CONH-(CH,);-Si(OE#); est greffé

Des études comparatives antérieures {31, 33] ont montré 1’avantage que possédent les matériaux de
type xérogel par rapport 4 la silice commerciale, notamment en terme de capacité d’adsorption.
Néanmoins, la silice commerciale reste une matrice héte intéressante du point de vue de son

accessibilité et de sa facilité d’utilisation.

[PSA]
Nom |  Matériau Matrice PSA S rtace o)
(umol/g) péeifiqgue {m?¥g
Si0, sol/gel
P5 SGO-DCA DCA 0,2 1170
Incluston
Si0, sol/gel
P1 SGO-DBDCA DBDCA 0,6 817
Inclusion
Si0, sol/gel mixte
P2 SG2-DBDCA DBDCA 10 600
Greffage
. SiNH; commerciale
P3 S}g];}({:z;\ DBDCA 27 450
post-greffage
Si0; sol/gel mixte
P4 SG2-4BB 4-BB 30 575
Greffage
SiQ), commercial
Po Si0,-ANT ANT 250 280
post-greffage

Tableau 4. Matériaux testés dans 'inactivation d’E-coli

D’aprés le tableau 2, pour le matériau SGO-DCA, la concentration en DCA dans le matériau est
estimée par spectroscopie UV de I'ordre de 2,1.107 mol/g. La surface spécifique est déterminée par le
mod¢le de BET a partir de I’adsorption-désorption du N,. Elle est de 1170 m%g. Cette valeur trds
¢levée, comparable 4 la surface spécifique d'un charbon actif, confirme le potentiel d’adsorption élevé

de ce matériau. La surface du matériau SGO-DCA est microporeuse & 81%, le taux des mésopores
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étant de 21% seulement, avec un diamétre centré sur la valeur de 9 nm.

Le spectre DRUV de SGO-DCA (Figure 9) est caractéristique du DCA, avec trois bandes
d’absorption dans intervalle 376 - 422 nm. Le DCA absorbe bien dans les longueurs supérieures a

400 nm, il peut, par conséquent étre activé par un rayonnement visible.

4 -
422

399
376 o
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Figure 9: Spectre DRUV du matériau SGO-DCA.

En ce qui concerne les matériaux & base de DBDCA, le PSA a été incorporée dans Ie sol-gel

de silice de trois fagons différentes:

»  Inclusion de la molécule dans le xérogel SGO : SGO-DBDCA

»  Préparation d’un xérogel mixte : SG2-DBDCA.

» Greffage du chlorure d’acide dérivé de DBDCA-COOH sur une silice commerciale
fonctionnalisée par des groupements (3-aminopropyle) : SiNH,-DBDCA

Les détails concernant les caractéristiques de la molécule et son mode d’incorporation dans les
matrices minérales sont confidentiels et ne peuvent étre présentés a ’heure actuelle, ces nouveaux
matériaux devant faire I’objet d'un brevet. On peut simplement constater ici que la concentration en
DBDCA varie de 0,6 & 27 pmol/g et que la surface spécifique des matériaux est globalement plus
faible pour SG2-DBDCA et SiNH,-DBDCA que pour SGO-DBDCA.

La concentration en 4-BB dans le matériau SG2-4BB est estimée par spectroscopie UV de Iordre
de 2,6.10”° mol/g. Cette valour est confirmée par la méthode DRUYV qui donne une concentration en 4-
BB dans le matériau égale 4 1,7.10° g/mol. La surface spécifique de SG2-4BB est de 575 m%g. Ce
matériau est essentiellement microporenx (86%), avec un faible pourcentage de mésopores. Le
diametre moyen de ces mésopores est de 10,9 nm. Le spectre DRUV présente bien les bandes

caractéristiques de la benzophénone, avec une bande n-1* de faible intensité vers 350 nm.
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Pour le matériau Si0,-ANT, la quantité du dérivé d’anthraquincne qui reste dans le filirat de
toluéne aprés greffage conduit 4 la quantité greffée sur la silice commerciale, Cette valeur est

confirmée par plusieurs techniques :

¢ Microanalyse basée sur la détermination de }’azote (2,8.10" mol/g de silice),

»  Analyse thermogravimétrique (ATG) (2,5.10™ mol/g de silice),

e  spectroscopie DRUV (2,8.10™ mol/g de silice).

Les données de ’adsorption du N, montrent que le matériau Si0O,-ANT présente une isotherme de
type IV, caractéristique des matériaux micro-mésoporeux. Sa surface spécifique est de 277 m%g. La
surface microporeuse représente 63% de la surface totale, le reste (37%) représente la surface
mésoporeuse. Le diamétre moyen des mésopores est de 23,3 nm. A noter que le greffage du dérivé de

Panthraquinone sur la silice commerciale provoque la diminution de sa surface spécifique de 400 a
277 m¥g,

Le spectre DRUV de SiO~ANT est présenté sur la figure 10. Il comporte des bandes
caractéristiques de 1’anthraquinone avec une absorption faible mais évidente jusqu’a 440 nm (bande n-
7*}). Ce matériau est, par conséquent, activable dans le domaine visible, mais avec une plus grande

concentration en anthraquinone compte tenu de son faible coefficient d’extinction molaire 2 420 nm
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Figure 10: Spectre DRUV du matériau SiO,-ANT (Cadre : zoom de la région 350-450 nm),
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Conclusion de la 1¥° partie

La série de tests visant A caractériser notre argile, nous a permis de déterminer sa formule

structurale :

(Sir.a1AYy59)" (Al 2 F e4.24Mg0.48) (Ca0.0sN2p 76K0.1)O2(OH),

La diffraction X montre ’existence d’impuretés dans I’ échantillon brut qui sont essentiellement le
quartz, la cristobalite et les carbonates, celles-ci sont éliminées en grande partie lors de 1a purification,
leur élimination est confirmée par le spectre RX de 1’échantilion purifié ou I’on observe la diminution

ou la disparition des raies relatives aux impuretés.

La surface spécifique de notre argile est de 130,11 m%g. Sa CEC et sa surface spécifique totale
déterminées par la méthode de bleu de méthyléne sont respectivement de102 meq/ 100g d’argile et
657,38 m¥g.

Les spectres de rayons X montrent une amorphisation avancée de notre échantillon argileux aprés
son pontage avec le titane, 1a plus part des raies caractérisant U'argile ayant disparues du specire de
diffraction. Cependant, la diffraction en incidence rasante (0,5° - 10°) a permis de meire en évidence
le déplacement de la raie dyy vers les trés faibles valeurs des angles 26, confirmant la possibilité de
pontage de seulement une partie de la masse totale de ta montmorillonite —celle qui aurait pu résister
aux attaques super-acides de la solution de pontage avec le titane. La valeur dog; de notre échantilion
est néanmoins importante (105A°) est et comparable aux valeurs trouvées pour les matériaux

Mésoporeux.

L’analyse par IR permet elle aussi de mettre en évidence une grande altération du matériau, en effet
la bande caractéristique des OH s’étendant entre 3800 et 3200 cm’ est de forme trés affaissée ce qui

peut éire attribué a la destruction de la couche octaédrique.

Le pontage de Iargile avec le titane 4 permis d’augmenter sa surface spécifique, celle-ci passe de
130,11 m*/g 4 236,16 m¥/g,

Coté photosensibilisateur, les différentes caractérisations des matériaux synthétisés montrent que
les matériaux préparés sont trés poreux et que les PSA sont bien fixés sur le matrices. Dans les
chapitres suivants, I’évaluation de I’efficacité de ces matériaux vis-3-vis des microorganismes sera

comparée 4 celle du TiO,.
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3. Photolyse des bactéries

L’effet des rayonnements UV-A, UV-B et UV-C, en I’absence de TiO, sur les bactéries a été

examiné. La souche irradiée est la PHL 1273 avec une concentration initiale de 10° cfivmL.

Les courbes d’inactivation bactérienne dans les trois domaines UV sont présentées dans la figure 6.
Aucune inactivation significative d’E-coli n’a lieu en utilisant les UV-A a intensité de 3,85 mW/cm?
Apres cinq heures d’irradiation, I’abattement bactérien est d’a peine un log (90%) laissant toutes les
chances 4 la population bactérienne restante de se reproduire. En revanche, les rayonnements UV-B et
UV-C ont eu des effets plus prononcés. 11 est 4 noter que les intensités lumineuses dans ces conditions

sont plus importantes

La courbe d’inactivation par les rayonnements UV-B, dont P’intensité est égale 4 8,5 mW/cm?, peut

étre divisée en deux parties distinctes :

1- Au début du processus d’irradiation (20 premiéres min), la vitesse d’inactivation
bactérienne est faible, E-cofi résiste aux UV-B grice aux mécanismes de défense
déclenchés par le stress induit par I'irradiation,

2- Aprés les 20 min, 'inactivation s’accélére, les mécanismes de défenses ne sont plus
suffisants pour protéger les microorganismes. Les UV-B induisent des Iésions dans
PADN [87] qui consistent & former les diméres des bases pyrimidine ainsi que des
mutations dans le génome bactérien. Ces derniers facteurs entrainent une accélération

de la lyse bactérienne,

Les rayonnements UV-C 4 Dintensité de 13,4 mW/cm? sont fortement létaux aux bactéries,
99,999% d’E-coli disparaissent en senlement deux minutes d’irradiation. Ces variations dans les taux
d’inactivations bactériennes en utilisant les différents types de rayommements UV peuvent étre

attribuées a :

1- La différence de I'intensité des rayonnements mise en jeu par chaque gamme UV,

2- La différence dans I’énergie globale de chaque type de radiation.

Dans un 2™

temps, E-coli est irradiée dans les trois gammes UV, avec des intensités équivalentes
comprises entre 3,52 et 3,82 mW/cm?, Les courbes d’inactivation dans ces conditions sont présentées

dans la figure 7.
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Figure 7. Photolyse d’E-coli dans les trois domaines UV avec des rayonnements d’intensité

équivalente,

L’inactivation des bactéries par les rayonnements UV-B est dépendante de I’intensité. En effet, la
diminution de I’intensité des rayonnements UV-B de 8,5 4 3,54 mW/cm? s’est accompagnée d’une
diminution du taux de bactéries inactivées par ces rayonnements, A intensité équivalente, I’efficacité
bactéricide des UV-B devient comparable & celle des UV-A.,
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En revanche, les rayonnements UV-C gardent leur pouvoir bactéricide quasi intact malgré
I'importante diminution de U'intensité de 13,4 a 3,6 mW/cm? Le temps d’inactivation totale, dans ce
cas passe de 6 min en utilisant une intensité¢ de 13,4 mW/cm? 4 seulement 10 min avec une intensité de
3,4 mW/cm?,

4, Effet du TiO; sur E-coli 2 ’obscurité

Les irradiations par les UV-A, sont précédées par «1’adsorption» entre le TiO, et les bactéries. Le
TiO; est donc mélangé aux suspensions bactériennes a I’obscurité en vue d’établir un équitibre entre

E-coli et le photocatalyseur,

L’effet du TiO, sur E-coli 4 1’obscurité est évalué par I’utilisation de deux milieux de culture
différents : le LB et le MC conkey.

Des difficultés & pousser pour PHL1273 sur Mc conkey ont été observées, probablement & cause
des manipulations génétiques que PHL1273 a subies et qui la rendraient fragile par rapport & ce milieu
qui contient, entre autres, des colorants et des sels biliaires. Cet inconvénient est contourné par
I'utilisation d’une souche analogue, non modifiée, la MG1655. Cette derniére étant Pancétre de

PHL1273 est cousidérée comme plus « solide » puisque elle n’a subi aucune manipulation génétique.

Le TiO; est rajouté aux suspensions bactériennes, MG1655, 4 différentes concentrations de 0,25 &
10 g/L, la concentration initiale des suspensions bactériennes est égale 2 10* cfu/mL. Le réacteur est
completement recouvert de papier aluminium, le mélange E-co/i-TiO, est maintenu sous agitation
grdce & un agitateur magnétique. Le méme échantillon (prélevé aux intervalles réguliers) est étalé sur

LB et sur Mc conkey, puis mis a incuber & 37°C pendant 18 heures.

La figure 8(a, b, ¢, d, e, f) montre la comparaison des cultures bactériennes sur les deux milieux en

fonction du temps et pour chaque concentration de TiO,.
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Figure 8, Effet du TiO,, 4 différentes concentrations, sur les microorganismes 3 I’obscurité, visualisé sur
deux milieux de cultures différents : le LB " et le Mc Conkey
a} [TiO] = 0,25 g/L, b) [TiO;] = 0,5 g/L, ¢} [TiO,] = 1 ¢/L, d) [TiO,} =2,5, ¢) [Ti0,] = 5g/L, f) [TiO,]= 10
g/L

Le TiO, ne semble avoir aucun effet sur E~coli 4 I’obscurité si I"on se référe uniquement aux
bactéries cultivées sur le milieu LB, la concentration bactérienne reste stable & 10° cfi/mL jusqu’a 90
min d’interaction E-coli-TiO,.

Le milien Mc conkey, quant 4 Iui, révéle un résultat différent. Les bactéries mélangées au TiO, a
Iobscurité montrent une inhibition de la croissance bactérienne sur le miliew Mc conkey dés 15 min de
réaction. Cette situation suggére que la membrane bactérienne est altérée par TiO, a ’obscurité,
alicration non visualisable sur milien LB. Connus depuis trés longtemps comme étant des éléments
essentiels pour I’absorption des lipides [13], les sels biliaires contenus dans le milieu Mc conkey

peuvent dégrader les phospholipides membranaires lorsque la membranne est altérée et déstabilisée
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par TiO, & Pobscurité. L’intégrité de ta paroi, siége de la respiration bactérienne, est alors compromise
menant a I’inactivation cellulaire.

La déstabilisation de la paroi bactérienne peut également provenir de la fuite des cations divalents
dans la membrane externe comme le Mp?",

Enfin des protéines périplasmiques pourraient sortir de leur compartiment & travers les régions
endommagées de la paroi cellulaire cansant 1’inactivation d’E-coli sur Mc conkey.

La possibilité de déstabilisation de la membrane bactérienne par TiO; dans I’obscurité n’a pas été
souvent mentionnée dans la littérature. En effet, la majorité des études sur I’inactivation bactérienne
par photocatalyse, considére que la mort bactérienne commence au moment ot le photocatalyseur se
met a générer des EROs par suite de son illumination.

Le présent résultat suggére donc que I'inactivation bactérienne se fait en deux étapes :

1- Dans I’obscurité : déstabilisaﬁon de la membrane bactérienne par TiO; & travers des
mécanismes encore inconnus,
2- Pendant lirradiation : attaque de la membrane par les EROs générés sur les sites

endommageés on non de la membrane.

Dans des études antérieures [14, 15], il a été démontré la nécessité de contact entre les bactéries et
TiO; en utilisant une membrane de dialyse. L’introduction des ions phosphate dans les suspensions
Ti0, — E-coli empéchent 1a formation de gros agrégats de TiO, d’une part, et rentrent en compétition
avec E-coli pour les sites d’adsorption sur TiO; d’autre part. II en résulte que le taux de bactéries
«adsorbées» sur le photocatalyseur ne dépasse pas les 5% entrainant une diminution drastique de
Iefficacité d’inactivation photocatalytique. La rapidité de I’inactivation bactérienne par photocatalyse,
en absence des ions phosphates, est attribuée 4 une plus forte interaction E-coli — TiO, dans 1’obscurité
permettant une altération de la membrane bactérienne. Fragilisées, les bactéries sont plus vulnérables

face a la combinaison TiO/UV-A

Une analyse protéomique est envisagée pour voir si des protéines périplasmiques se retrouvent
dans le surnageant aprés réaction des bactéries avec le TiO,

4.1 Analyse protéomigue

Les protéines, qui peuvent se retrouver dans le surnageant par suite de la blessure d’E-coli par TiO,
a I’obscurité, sont extraites par deux méthodes (extraction  I’acétone et lyophilisation), puis analysées
par migration sur gel polyacrylamide selon les conditions décrites dans le chapitre «procédures

expérimentales». Les gels obtenus sont présentés sur la figure 9.
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U I T

Figure 9. Extraction des protéines par I’ acétone. Figure 10. Extraction des protéines par
lyophilisation

* Discussion

Les barres sur les gels sont relatives aux marqueurs gui sont des étalons utilisés pour déduire la masse
des protéines qui migrent. La position de chaque barre correspond & un poids moléculaire de la
protéine. L’absence de toute marque 4 la gauche des marqueurs dans les deux gels implique qu’aucune

protéine périplasmique n’est présente dans le surnageant.
Ce résultat a suscité les interrogations suivantes

- Les protéines sont-elles libérées ?

- Les protéines sont bien libérées mais lenr quantité est trop faible pour qu’elles soient
visualisées par cette méthode ?

- Les protéines sont bien libérées mais s*adsorbent sur TiO; et par conséquent on ne les voit pas

dans le surnageant ?

Ceite derniére hypothése semble étre crédible méme si trés peu de travaux dans ce domaine y sont
consacrés dans la littératare. Quelques travaux d’adsorption de biomolécules (protéines, ADN., .) sur
TiO, ont ét€ publiés. Le TiO, était, soit supporté [16, 17], soit utilisé en trés faible quantité de maniére
a ne pas géner les mesures spectrophotométriques {18, 19]. L adsorption de protéines bactériennes sur
TiO; a également été reportée dans les travaux de G. Gogniat [20] o un protocole de désorption des

protéines & €t€ mis au point pour doser les quantités adsorbées par TiO,.
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5. Inactivation photocatalytique d’E-coli

Aprés avoir examiné V’effet des irradiations seules et celui de TiO, a I’obscurité, sur la croissance
d’E-coli, le travail est orienté vers I'étude de 1’effet de la combinaison UV-TiO, sur les bactéries.

L’influence de plusieurs paramétres physico-chimiques est considérée.

5.1 Effet de la concentration en TiO,
Le TiO; est introduit dans les suspensions bactériennes 3 différentes concentrations allant de 0,1 a
2,5 g/L. les suspensions E-coli — TiO2 sont homogénéisées a I’obscurité pendant 30 min, Puis irradides

dans les trois gammes UV,

5.1.1 Inactivation bactérienne dans la gamme de 'UV-A

Dans cette gamme d’UV, Iinactivation d’E-coli est discutée 4 deux concentrations bactériennes :
une forte concentration 10°-10% cfiymL et une plus faible concentration correspondant & 10°-10°
cfu/mlL.

a - Cas de la suspension bactérienne 3 10’-10° ¢fu/mL

Les suspensions d’E-coli sont totalement inactivées apres 3 heures d’irradiation en présence de
0,25 g/L. de TiO,. Pour des valeurs de concentration en Ti0; dix fois plus grandes (2,5 g/L) et pour le
méme temps d’irradiation, I’inactivation bactérienne est moins efficace, il reste 10* cfu/mL. Les
courbes d’inactivation sont présentées sur la figure 11. Selon la concentration de TiO; utilisée, le

processus d’inactivation peut étre divisé en trois ou en quatre étapes :
lére

¢tape : 5 4 10 min d’irradiation. Dans cette phase, I’inactivation est trés lente, Cest une
période d’induction ou les EROs générées commencent a attaquer la membrane externe mais
pas suffisamment pour causer de sérieux dommages a la bactérie. La paroi bactérienne est
graduellement oxydée, mais E-coli résiste grice aux mécanismes de défenses et de réparation
de dommages. A la fin de cette 1 étape, les attaques répétées des EROs sur la membrane
externe peuvent provoquer sa perforation, accélérant ainsi le processus d’inactivation
bactérienne. Cette période d’induction diminue en réduisant la concentration en TiO,, elle
dure 10 min en utilisant 2,5 et 1,5 g/L de TiOs, et 5 min en introduisant 0,5, 0,25 et 0,1 g/l de
dioxyde de titane.

2°™ éape: s'étalant entre 5-10 min et 60 min. Dans cette phase, I'inactivation des
microorganismes est accélérée, les enzymes anti-stress ne sont plus suffisantes pour protéger
la membrane bactérienne de I’oxydation pouvant résulter en sa perforation. La formation de
photo-produits tels que les acides ou les aldéhydes peut également étre 4 Porigine de

Paccelération de I'inactivation bactérienne. De plus, il est suggéré que 'inactivation de
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microorganismes pourrait étre due 4 d’autres phénoménes, tels que !a réaction photo-Fenton
qui s’ajouterait au processus photocatalytique.

Les bactérioferitine, protéines spécialisées. dans la complexation du fer disponible dans
Ienvironnement en vue d’étre utilisé par les bactéries, pourraient, sous Iaction de la
photocatalyse, générer des ions ferreux et ferrique. Ces derniers peuvent former les radicaux

OH’ selon les équations 3 et 4 ;

Fe* + H,0, ~——pFe +\OH + OH.......... Eq (3).
FelOHY*

Fe(OH* __hv , Fe® + OH....................Eq (4).

Des essais pour doser les espéces du fer présent en solution se sont révélés négatifs
probablement 4 cause de la faible concentration des espéces de fer ou Padsorption de ces

espéces sur Ti0,.
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Figure 11. Inactivation photocatalytique d’[E-co/i]=10"-10° ¢fu/mL, en présence de

[TiOs]= 0,1 - 2,5 /L.

3éme étape: entre 60 et 150 min d’irradiation. Une inactivation totale 4 leu pour les

concentrations en TiO, égale 4 0,25 et 0,5 g/L.. En revanche, un palier est noté pour les

concentrations en TiO, égales 4 2,5, 1,5 et 0,1g/L. Plusieurs hypothéses peuvent étre

avancées : _

a) un effet écran peut avoir lieu & concentration élevée en TiO,.

b) Prenant en compte la concentration initiale élevée en E-coli, une importante quantité de

composés organiques sont formés et peuvent étre en compétition avec E-coli pour les EROs,
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¢) D’autre part, aux concentrations élevées en TiO,, des réactions terminales peuvent
¢galement affecter négativement I’inactivation d’E-coli. Les radicaux hydroxyles se
recombinent rapidement pour donmer le peroxyde d’hydrogéne (Equation 5), ce dernier
pouvant produire le radical hydroperoxyle HO, par réaction avec un autre radical OH
(Equation 6). Le radical hydroperoxyle obtenu étant moins réactif que le radical hydroxyle

[21] il contribue au ralentissement de Iinactivation bactérienne

OH + OH —— H,0,...... Eq (5).
H,0, + OH' —— H;0 + HO,' .... Eq (6)

Le processus d’inactivation se poursuit pour les concentrations en TiO, égales a 0,25 et 0,5
8/L. Les concentrations bactériennes atteignent un niveau non détectable. Cependant, 4 mesure
que la concentration en TiO, augmente, le temps nécessaire pour Pinactivation totale
augmente aussi. Ce pourrait étre la conséquence de la diffusion de la lumiére par le dioxyde de
titane. Les paires trous-électron formées se recombineraient dans la masse de TiO, lorsque
celui-ci est utilisé en concentrations élevées. Des images par microscopie ¢électronique, figure
12, réalisées lors d’un précédent travail [15] illustrent parfaitement 1’effet écran-diffusion de la

lumiére que peut provoquer I’excés de TiO,.

‘ 4,

Figure 12, Image par microscopie électronique de bactéries enveloppées par le TiO,

Le temps nécessaire pour abatire la concentration bactérienne de 10% 4 10° efi/mL en fonction
de la concentration en TiO, est représenté sur la figure 13. A partir de cette courbe, la
concentration optimale de TiO, est de 0,25 g/L., Defficacité d’inactivation diminue 3 la
concentration inférieure (0,1 g/L) : 4 cette valeur, la quantité de TiO, présente est insuffisante

pour absorber tout les photons.
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Figure 13. Temps nécessaire pour abattre la concentration d*E-coli de 10° & 10° cfu/mL en

fonction de la concentration en TiO,,

D’autres études [22-24], ont montré des résultats différents de ceux présentés dans ce présent
travail. Des inactivations plus efficaces sont signalées pour des concentrations élevées en TiO,. Min et
al [25] indiquent que inactivation d’E~coli & 1 g/L de TiO, est approximativement deux fois plus
efficace que celle 3 0,1 g/L.. un effet négatif & cependant été signalé en augmentant la concentration de
TiO, de 14 2 g/1. Les travaux de Rincon et Pulgarin révélent un résultat analogue [26]. Ces variations
peuvent étre atiribuées aux différentes souches d’E-coli utilisées, mais également aux différents types
de lampes produisant les rayonnements UV ainsi qu’a la géométrie du dispositif d’irradiation propre a
chaque équipe de recherche. Dans notre cas, la souche E-coli utilisée est plus adhérente, ce qui peut

conduire 4 une plus grande quantité de microorganismes présents 2 la surface du dioxyde de titane.

b- Cas de la suspension bactérienne A 10°-10° cfu/mL

Les résultats d’inactivation aux concentrations de TiO, supérieures & 1g/L, étant voisins, seulement
trois concentrations en TiO, seront considérées pour la suite des expériences. Pour la suspension
bactérienme moins concentrée [10°-10% cfi/mL, le TiO, 4 ét6 utilisé aux concentrations de 0,1, 0,25 et
1,5 g/L.. Les temps nécessaires pour I’inactivation totale sont plus courts par rapport au précédent cas.
Des périodes d’induction sont observées pour les concentrations en TiO, égales 4 1,5 et 0,1 g/L
résultant respectivement de la diffusion de 1a lumiére et de la trop faible quantité de photocatalyseur
présente provoquant une diminution de la production des EROs. Ces observations sont corrélées avec
les mécanismes de défense et de réparation chez E-coli. Comme pour les suspensions bactériennes

concenirées, I'inactivation est plus importante pour fa concentration en TiO, égale a 0,25g/1.. A la
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lecture des courbes d’inactivation présentées dans la figure 14, il apparait que D’inactivation
photocatalytique totale d’E-coli 4 [10°-10°] cfu/mL est obtenue aprés 90 min d’irradiation en présence
de 0,25g/L. de TiO, tandis que cette période est de 180 min en présence de 1,5 g/L.

A Iissue des deux premiers tests, il apparait qué quelle que soit 1a concentration initiale d*E-coli, 1a
concentration optimale en TiO; utilisée pour inactiver E-coli est de 0,25 g/L. Cette valeur n’est pas
suffisante pour une absorption totale des photons émis par la lampe et ne correspond pas a la
concentration optimale trouvée par JM. Herrmann pour les composés organiques [27]. Les
microorganismes auraient besoin de moins de dioxyde de titane pour leur inactivation comparée aux
composés organiques. C’est 1a une différence significative dans le comportement de TiO, envers les
composés chimique ou biologiques. Gréce & leur petite taille, les composés organiques sont capables
de diffuser entre les particules de TiO; et de s’adsorber dessus, tandis que le contraire se produit avec

les microorganismes, Ces derniers sont 30 fois plus gros que les particules de TiO,.
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Figure 14, Inactivation photocatalytique d’{E-colij=10%-10° ¢fu/mL, en présence de
[TiO}=0,1-1,5 g/L..

6. Calcul théorique de 12 quantité optimale de TiQ,

0,25 g/L de TiO; dégussa P-25 constitue, dans nos conditions expérimentales, 1a quantité optimale
pour inactiver les microorganismes. Pourtant, en référence 4 une étude antérieure [27], cette quantité
n’est pas suffisante pour absorber tous les photons. Trois hypothéses sont avancées pour expliquer ce
phénoméne : _

1. Les bactéries peuvent diffuser une partie des rayonnements UV, les rendant ainsi indisponibles

pour Iactivation de Ti(,,
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2- La taille importante des bactéries comparée a celle des particules de TiO, conduit le dioxyde
de titane & recouvrir la surface bactérienne et non le contraire. 1l est donc possible que la
quantité de 0,25 g/L. de TiO; soit suffisante pour recouvrir totalement la surface bactérienne
monocouche. Au-dela de cette concentration, des multicouches de TiO, powraient se former
sur la paroi d’E-coli. Une estimation de la quantité de TiO, requise pour totalement recouvrir
la surface bactérienne est proposée 4 travers un calcul théorique. Cette valeur ne peut étre
qu'indicative car les particules de TiO; sont le plus souvent agglomérées et la bactérie est

considérée comme ayant une forme cylindrique avec 2 extrémités semi-sphériques figure 15,

Figure 15, Schéma d’une bactérie considérée comme cylindrique avec des extrémités

semi-sphériques.

Les dimensions bactériennes déterminées par microscopie 4 épi-fluorescence sont, en
moyenne, de 1,7 pm de long et 0,9 nm de large,
La surface bactérienne totale St = 28, + S,

S =4 1 (0,45.10%7% = 254107 m2

83 =(1,7.10% * (0,9.105.1) = 4,8.10"2 12
Sy=2.(2,54.10"%) + 4,8,10"% = 9 88,102 2,
Les particules de TiO; sont considérées comme des cubes de coté «a» compris entre 20 et 30
nm,
La surface d’une face du cube est :
(20.10°) < S0y < (30107
4.10"° m?< Sy <9.10°1% 2
En considérant que la surface bactérienne est totalement recouverte par une monocouche de
TiQ;,:
Le nombre de particules de TiO, recouvrant Ia bactérie est: N = St/ Stioz,
=9,88"%/4.10"° ou 9,887%/9.10"%6
24700 part TiO, <N< 10978 part TiO,

Le volume d’une particule de TiO, = 1°

7 (20.10°)’< Vayep < w (30.10°

2,51.10% m® < Vii,< 8,48.10%m’
Le volume de toutes les particules recouvrant la surface bactérienne Vrest: Voo N

6,2.10" em® < V3 <9,3.10" om’®
Connaissant la densité du TiO2 (3,8 g/cms) et connaissant le volume total des particules de
Ti02 recouvrant fa bactérie, nous accédons 4 la masse théorique du dioxyde de titane déposé

sur la surface bactérienne :
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2,35.10"% g <mpp < 3,5.10"2 g
Expérimentalement cette valeur est de 2,5 107" g TiOy/bactérie, pour une suspension
bactérienne 4 10° cfwmL contenant 0,25 g/l de TiO,. La valeur théorique inférieure est
proche de la valeur expérimentale et indique que la concentration de TiO, égale 4 0,25 g/ est

bien la concentration optimale.

7. Effet de la concentration de TiO; dans les gammes UV-B et UV-C

Les concentrations initiales des suspensions bactériennes étudides dans cette partie varient entre 10°
et 10° cfu/mL. Le dioxyde de titane est introduit 4 deux concentrations 0,25 et 1,5 g/L.. Par rapport aux
UV-A, Pinactivation dans le domaine des UV-B et UV-C est améliorée. Ce résultat est dii 3 Pintensité
élevée des UV dans ces gammes et 4 I’attaque de I’ ADN dans le cas des UV-C. En présence de 0,25
g/L. de TiO,, la concentration bactérienne décroit Jusqu’a un niveau non détectable, en seulement 45
min de phototraitement par les UV-B. L’inactivation bactérienne est ralentie en présence de 1,5 g/L.,
La figure 16 représente les courbes d’inactivation d’E-coli dans la gamme des UV-B. Le systéme UV-
C/TiO; est, quant & lui, plus efficace que les deux premiers. Dans cette gamme, ['inactivation
bactérienne est obtenue au bout de 30 min d’irradiation en présence de 0,25 g/1. de TiO; et 90 min en
présence de 1,5 g/I. de dioxyde de titane. Les courbes d’inactivation dans le systéme UVC/TiO2 sont
présentées sur la figure 17. Tl est & noter que P'inactivation photolytique par les UV-B est moins
efficace que Pinactivation photocatalytique par ces mémes rayonnements. Un palier de 20 min est
observé au début des irradiations, il traduit les mécanismes de défense bactérienne contre I’action des
irradiations. Ces défenses devienuent insuffisantes pour assurer I'intégrité des microorganismes au-
dela des 20 min. La tendance est inversée avec les UV-C; avec ces derniers, c’est 1a photolyse qui se
revéle plus bactéricide. La population bactérienne décroit & un nivean non détectable en 5 min de
traitement photolytique alors que le méme résultat est obtenu aprés 15 4 20 min de traitement
photocatalytique en présence de 0,25 g/L de TiO, et aprés plus de 60 min en présence de 1,5 g/l de
dioxyde de titane. Il semble que le photocatalyseur Joue, dans ce dernier cas, le réle de protecteur

contre les UV-C pour les microorganismes en se déposant sur leur paroi.
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Figure 16, Inactivation photocatalytique d’[E-coli]=10°-10° cfu/mL, [TiOy]= 0,25 - 1,5 ¢/L, UV-B
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Figure 17. Inactivation photocatalytique d’[E-coli]=10°-10° cfu/mL, [Ti0,]= 0,25 - 1,5 g/L,
Uv-C

7.1 Effet de Ia nature des UV i intensités équivalentes

L’ingctivation d’E-coli est plus efficace dans la gamme des rayonnements UV-C suivie des UV-B
puis les UV-A. Ce résultat semble plus au mois naturel puisque les énergies des rayonnements sont
croissantes en partant des UVA (3,85 mW/em?) suivis des UVB (4,15 mW/cm?) et enfin
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les UVC (3,6 mW/om?). L’inactivation bactérienne est donc réalisée dans les trois gammes de
longueur d’onde avec des énergies ajustées, de maniére 4 tre 4 une énergie équivalente dans les trois
gammes UV. La concentration en TiO, est de 0,25 /1, celle-ci étant optimale dans les trois gammes.

Les courbes d’inactivation dans ces nouvelles conditions sont présentées dans la figure 18.
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Figure 18, Inactivation d’E-cofi dans les 3 gammes UV 2 intensité équivalente en présence de
0,25 g/L. de TiO,.

Malgré une intensité équivalente, les rayonnements UV-C restent plus 1étaux que les autres. La
concentration bactérienne décroit 4 un niveau non détectable en seulement 20 min de traitement
photocatalytique dans le systéme UV-C/TiO;. A intensité équivalente, les rayonnements UV-B
deviennent, quant & eux, comparables aux UV-A. Le temps d’inactivation photocatalytique utilisant
les UV-B passe de 45 min 2 intensité maximale (8,5 mW/cm?) & 60 min lorsque 1’intensité lumineuse
est environ deux fois pour faible (4,15 mW/em?), I’inactivation d’E-coli dans le systéme UV-A/TiO,
est achevée, elle, en 90 min. En plus de produire des EROs 4 la surface du dioxyde de titane, les UV-B
sont impliqués dans la formation de lésion sur I’ADN inhibant sa réplication et favorisant Ja mutation
bactérienne [28]. Cependant, il est important de remarquer qu’au début, I’inactivation bactérienne 3
aide des UV-A ou des UV-B est similaire; ce n’est qu’aprés 30 min d’irradiation que les UV-B
deviennent plus efficaces. Ce phénomene peut 8tre attribué aux mécanismes bactériens de défense et
réparation.

Par ailleurs, une comparaison entre le processus photocatalytique d’inactivation bactérienne et le
processus purement photolytique aprés 10 min de traitement dans chacune des méthodes est donnée en

figure 19.
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Figure 19. Comparaison entre les processus d’inactivation photocatalytique et photolytique.

Concentration d’E-coli présente aprés 10 min de traitement avec chaque procédé.

La population initiale d’E-coli égale a 10° cfu/mL décroit & 10° et 4.10? cfimL aprés 10 min
d’irradiation en utilisant les systémes UV-A/TiO, et UV-B/TiO; respectivement, alors qu’aucune
inactivation significative des microorganismes n’a lieu en présence de rayonnements UV-A ou UV-B
seuls. Un effet négatif sur I’efficacité des rayonnements UV-C est cependant induit par I’introduction
du dioxyde de titane. Il semble que la photolyse par UV-C soit plus 1étale que Ia photocatalyse UV-
C/HO;,. Alors que la population bactérienne décroit 4 un niveau non détectable par photolyse UV-C
pure, il reste dans la suspension traitée par photocatalyse UV-C/TiO; 37 cfu/mL aprés 10 minutes
d’irradiation. Les particules de TiO, joneraient le réle d’écran, Si I’efficacité des rayonnements UV-A,
UV-B est améliorée par la présence de TiO,, celle des rayonnements UV-C est au contraire diminuée
par P'introduction du photocatalyseur. Des études complémentaires sont nécessaires pour identifier tes

sous-produits générés par ces différents types de procédés

8. Effet de Pintensité des rayonnements UV-A sur P’inactivation bactérienne

L’effet de I'intensité des rayonnements UV-A est testé en travaillant 3 la concentration optimale en
TiO, qui est de 0,25 g/L. Une efficacité bactéricide élevée est obtenue aux intensités élevées. Les
courbes d’inactivation bactérienne aux différentes intensités des rayonnements UV-A sont présentées
sur la figure 20. Une diminution de P'inactivation d’E-coli est observée lorsque I'intensité lumineuse
diminue de 3,85 4 0,48 mW/cm? Une période d’induction apparait durant les 10 premiéres minutes
pour les intensités les plus faibles. Ce résultat peut étre la conséquence de mécanismes de défense et
de réparation plus performants aux basses intensités. De plus, les faibles puissances lumineuses
permettent de limiter la dégradation photocatalytique des enzymes de défenses elles mémes, les

laissant accomplir leur tiche de protection, plus au moins convenablement, avant d’étre éliminées par
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photocatalyse. En diminuant I’intensité des UV-A de 3,85 3 0,48 mW/em?, le temps d’inactivation
totale des bactéries s’allonge de 90 a 180 min.
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Figure 20. Inactivation photocatalytique d’E-coli 3 différentes intensités des rayonnements
UV-A en présence de 0,25 g/L.
Le temps nécessaire pour un abattement bactérien de 10° 2 10° cfu/mL en fonction de I’intensité

lumineuse et en présence de TiO; 2 0,25 g/L. est représentd sur la figure 21.
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Figure 21. Temps nécessaire pour un abattement bactérien de 10° 2 10° cfu/mL en fonction de
Pintensité lumineuse.

Pour des valeurs de I'intensité lumineuse inférieures a 2 mW/em?, le temps nécessaire pour

inactiver E-coli semble étre proportionnel & intensité lumineuse, Un changement de pente est noté

pour les valeurs de intensité supérieures & 2 mW/cm?, ou le temps d’inactivation devient
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proportionnel & I', Linfluence de Pintensité lumineuse a suivi la méme tendance en présence de 1,5
g/L de Ti02.

9. Effet de Vintensité des rayonnements UV-B et UV-C sur Pinactivation bactérienne

Les courbes relatives 4 ’inactivation bactérienne aux différentes intensités dans les deux gammes
UV-B et UV-C et en présence de 0,25 g/L. de TiO, sont présentées dans les figures 22 et 23
respectivement. Comme pour les UV-A, I'inactivation bactérienne avec les UV-B est favorisée aux
fortes intensités. Toutefois, Pangmentation de intensité umineuse d’un facteur voisin de 2 (de 4,3 &
8,2 mW/em® n’améliore pas Defficacité de [I’inactivation. La comparaison de Pefficacité
photocatalytique aux différentes intensités des irradiations aprés 20 min de phototraitement d’une
suspension bactérienne a 10° cfiy/L, est présentée sur la figure 24. 11 apparait clairement, & ce niveay de
’expérience, que Paugmentation de Pintensité de 4,3 a 8,2 mW/em? n’améliore que faiblement le
temps d’inactivation des microorganismes. L’abattement bactérien total ést obtenu aprés un temps
d’irradiation photocatalytique de 53+7min. Une période d’induction de 10 min est notée pour la plus
faible intensité, 0,8 mW/cm2 ce qui s’explique par une plus grande efficacité des mécanismes de
défense et de réparation. Enfin, les courbes d’inactivation photocatalytique sont comparées a Ia courbe
d’inactivation photolytique, ol apparait clairement 'apport positif de TiO, pour le processus de
désinfection.

Trois intensités ont été considérées dans le domaine des UV-C. L’influence de Dintensité des
irradiations dans cette gamme est moins évidente que dans les précédentes. En effet, I’augmentation de
Pintensité d’irradiation de 3,59 4 13,86 mW/em?, n’a pratiquement aucun effet, Le temps nécessaire
pour I'inactivation totale est de 20 min dans les deux cas. La plus faible intensité, 1,84 mW/cm?,
permet d’éliminer totalement E-coli en 90 min alors qu'une intensité équivalente en UV-B 2,1
mW/em?) n’arrive & ce résultat qu’apres 200 min de traitement photocatalytique. 1 semble dong que
les rayonnements UV-C gardent leur puissant potentiel bactéricide malgré leur faible intensité, étant
donnéa leur nature tras energétique. Aucune période d’induction a Pinactivation n’a lieu. Des résultats
similaires sont obtenus pour la concentration de TiO, égale a 1,5 g/L. 11 faut cependant noter que la
présence du photocatalyseur diminue Pinactivation de la bactérie, ce phénomeéne provient d’un effet
écran,
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Figure 22. Inactivation photocatalytique d’E-coli 2 différentes intensités des rayonnements

UV-B en présence de 0,25 g/L.
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Figure 23. Inactivation photocatalytique d’E-coli 4 différentes intensités des rayonnements
UV-C en présence de 0,25 g/L.
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Figure 24. Concentration des bactéries restantes aprés 20 min de traitement en UV-B avec
des intensités égales a4 0,8, 2,1, 4,03 et 8,2 mW/cm?

10. Durabilité du traitement photocatalytique

L’élimination photolytique ou photocatalytique d’E-coli, avec succes, ne suffit pas pour considérer
cette technique apte 4 étre utilisée dans les opérations de désinfection. Contrairement 3 des composés
organiques, les bactéries sont des étres vivants et possédent la capacité de réparer les dommages qui
leur sont induits lors de traitement associant le TiO, aux irradiations. Ainsi, une fois replacés dans des
conditions moins agressives, les microorganismes peuvent retrouver leur capacité de croissance, re-
contaminant 1’eau traitée et rendant le procédé totalement inapproprié.

Des tests de durabilité du traitement photocatalytique sont effectuds, Les suspensions irradiées
photocatalytiquement jusqu’a absence de détection de colonies sont réintroduites dans des béchers
stériles, et agitées magnétiquement pendant 48 heures 4 partir de I’inactivation totale.

Des prélévements a intervalles réguliers sont effectués, étalés sur des boites pétris LB et incubés a
37°C durant 1 nuit, Les concentrations sont déterminées par la méthode de dénombrement.

Le test de durabilité du traitement n’a pas été réalisé pour I'inactivation photolytique par les UV-A
puisque aucune inactivation n’a eu lieu par cette méthode. En revanche, ancune croissance bactérienne
n’a €t¢ observée pour tous les autres systémes étudiés (UVB, UVC, UVA/TIO,, UVB/TIO, et
UVC/TIO,). Ce résultat indique que les EROs développés 2 la surface du dioxyde de titane causent des
dommages sévéres ne permettant aucunc nouvelle croissance bactérienne.

Compte tenu des résultats obtenus en présence des différentes gammes de flux lumineux,
P'utilisation du procédé photocatalytique dans un but de désinfection serait intéressante en utilisant

I"énergie solaire.
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11. Désinfection de Peau en utilisant les photosensibilisateurs et Pargile pontée avec le titane

11.1 Désinfection par photosensibilisateurs

Les matériaux préﬁarés par C. Cantau (Laboratoire de Chimie Théorique et Physico-Chimie
Moléculaire. Pau — France) dont la synthése est présentée dans le chapitre III sont testés dans la
désinfection de I'ean. Ces matériaux ont déja été utilisés avec succés dans la dépollution de 1’eau
chargée en composés chimiques. Tls peuvent représenter une alternative a TiO, puisqu’ils présentent le
grand avantage de s’activer dans le visible, Pour éviter de détruire les photosensiblisateurs par les
puissants rayonnements UV-B et UV-C, la gamme de rayonnements utilisés pour activer ces COMpPOoses
est réduite aux seuls UV-A et Vis. Le protocolé opératoire est identique a celui utilisé avec le dioxyde

de titane, seul le photocatalyseur change.

11.1.1 Irradiation d’E-coli en présence de silice.

Les photosensibilisateurs étant incorporés dans une matrice silice, il était nécessaire de tester le
matériau héte pour vérifier son inertie vis-a-vis des microorganismes. 2,5 g/L de silice sont introduit
dans les suspensions d’E-coli de concentration comprise entre 10° et 10° cfwmL. Les suspensions sont
irradiées avec des rayomnements UV-A d’intensité égale 4 3,85 mW/cm® Des prélévements a
intervalles réguliers sont effectuds et dosés par la méthode de dénombrement. La courbe relative a

Tirradiation d’E-coli en présence de silice est présentée sur la figure 25.
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Figure 25. Irradiation d’E-coli en présence de 2,5 g/L de silice.
Un surprenant résultat est obtenu: il y a bien une inactivation bactérienne en présence de silice
seule. Les trois courbes sur la figure 25 représentent des reproductibilités du test d’inactivation

bactérienne en présence de silice, les deux derniers (B et C) sont trés comparables, la population
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bactérienne décroit de 10°-10 cfu/mL a un niveau non détectable apres 360 min d’irradiation avec les
UV-A, Ce résultat serait dii & la capacité de concentration de la silice. Les microorganismes peuvent
venir se concentrées autour des agrégats de silice, ce qui les rendraient plus vulnérables aux

irradiations.

11.1,2 Irradiation d’E-coli en présence de matériaux photesensibilisateurs
Les molécules photosensibilisatrices utilisées sont introduites dans les matrices a base de silice, la
synthése des matériaux est détaillées dans le chapitre 1iI (Les photosensibilisateurs).

Les molécules utilisées sont :

Le DCA (9,10-dicyanoanthracéne) : photosensibilisateur cyanoaromatique présentant
’avantage d’absorber dans le visible, son incorporation dans la silice donne le matériau PS5,

- Le 9,10-anthraquinone 2-carboxylique acide ou ANT: photosensibilisatenr absorbant
également dans le visible. Il est greffé sur des grains de silice commerciale, il est noté PS6,

- Le 4-BB (acide 4-benzoyl benzoique): photosenstbilisateur commercial dérivé de la
benzophénone. Il est actif sous irradiation & 350 nm.Le matérian & base de ce
photosensibilisateur est le PS4,

- Le DBDCA : C’est un photosensibilisateur obtenu en laboratoire, il dérive du DCA. Le dépot
de brevet relatif 4 sa syhthdse empéche de communiquer toute information concernant cette
molécule. Ce photosensibilisateur étant introduit dans la silice de différentes manigres, il
donne différents matériaux : PS1 (inclusion dans la matrice), PS2 (greffage), PS3 (adsorption).

Les photosensibilisateurs sont introduits dans les suspensions d’E-coli & une concentration de 2,5
g/L, les concentrations initiales des bactéries sont comprises entre 10° et 10° cfyml, la durée
d’irradiation des échantillons s’étend entre 0 et 360 min. les courbes d’inactivation d’E-coli par les

photosensibilisateurs sont présentées sur la figure 26.
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Figure 26. Inactivation d’E-coli par les photosensibilisateurs dans la gamme des UV-A, & une

intensité de 3,85 mW/cm?,

L’efficacité des photosensibilisateurs & inactiver E-coli est trés variable et dépend de la nature de la
molécule photosensibilisatrice introduite dans la matrice silice. Le retard a I’activation de ces
matériaux constitue la principale différence par rapport a TiQ,. Si ’action de ce dernier est plus ou
moins immédiate a partir de 1'irradiation, les photosensibilisateurs ne commencent 3 inactiver les
microorganismes qu’aprés une longue période d’induction. Dans le meilleur des cas, cette période est
de 30 min pour le photosensiblisateur silice-DBDCA (PS3). Le matériau & base d’anthraquinone (PS6)
a une période d’induction plus longue: 60 min, mais devient plus efficace une fois activé. La
concentration bactérienne décroit au dessous d’un seuil non détectable aprés 110 min d’irradiation en
présence du PS6 contre 240 min pour le PS3. Les autres photosensibilisateurs (PS1, PS2, PS4 et PS5)
se caractérisent par des périodes d’induction encore plus longues sans arriver a totalement inactiver les

microorganismes. Le tableau 3 résume les efficacités des différents photosensibilisateurs.
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Mat. Structure des Période Temps pour [E-coli] restante
photosensibilisateurs | d’induction (min) | I'inactivation totale (min) cfu/mL

PSi SG0-DBDCA 120 Non atteint aprés 280
360 min de réaction

Ps2 SG2-DBDCA 120 Non atteint aprés 33
360 min de réaction

PS3 SiNH,-DBDCA 30 5

240

PS4 $G2-4BB 120 Non atteint aprés 700
360 min de réaction

PS5 SG0-DCA 120 Non atteint aprés 75
360 min de réaction

PS6 Si0,-ANT 60 110 0

‘Fableau 3. Efficacités des photosensib]isateurs testés.

Les longues périodes d’induction peuvent étres expliquées en combinant différentes raisons :

La nature du photosensibilsateur : les capacités des photosensiblisateurs & générer 1’oxygéne
singulet sont différentes. Il semble que les PS6 et PS3 sont ceux qui produisent le plus de cette
ERO.

Le mode de liaison photosensibilisateur- silice

Les molécules sont introduites dans la matrice silice de différentes maniéres : adsorption (PSI
et PS5), liaison chimique photosensibilisateur-silice (PS2 et PS4) et enfin greffage du
photosensibilisateur 4 la surface du matériau (PS3 et PS6). Il semble que le dernier mode
d’introduction soit le plus efficace, puisque ce sont les matériaux qui donment les meilleurs
résultats. Confrairement aux autres matériaux, dans les PS3 et PS6, les molécules
photosensibilisatrices sont & I'extérieure de la silice et par conséquent plus accessibles aux
microorganismes. L’'Q, formé parvient plus facilement aux microorganismes pour les
inactiver.

Condition d’adsorption des microorganismes sur les matériaux :

La courte durée de vie du radical 'O, qui est de seulement 3 3 5 us dans ’eau ne lui permet de
parcourir que de irés faibles distances ne dépassant pas les 0,1um [29]. Cela suggére donc gue
les microorganismes doivent prendre le temps de diffuser vers les particules de silice pour se
trouver intimement liés au matériau et permettre a 1''O, formé d’atteindre ces cibles. Etant

contenus dans la matrice silice, les photosensibilisateurs PS1, PS2, PS4 et PS5 ne scraient
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pas en contact direct avec E-coli. La silice peut, dans ce cas, jouer un réle de barriére génant
’acheminement du radical 'O, vers ces cibles, méme en cas d’adsorption des
microorganismes & la surface de la silice. Une comparaison de Defficacité des
photosensibilisateurs supportés ou non & montré que I’inactivation bactérienne est plus rapide
en milieu homogéne [30] qu’en milieu hétérogéne [31].

- Les photosensibilisateurs utilisés générent, comme EROs, quasi exclusivement de 1''0,. Or il
est rapporté dans la littérature que le radical OH est I'espéce réactive de I'oxygéne la plus
puissante [32]. L’absence de cette derniére peut expliquer ’inactivation ralentie d’E-coli par
les photosensibilisateurs. De plus, I'inactivation bactérienne par 1''O, nécessite plusieurs
attaques de ce radical avant de pouvoir sérieusement endommager la membrane externe de la
bactérie [33, 34, 30} compromettant ainsi sa perméabilité et les fonctions vitales qui ont lien
dans ce compartiment bactérien.

- Un éventuel mécanisme de défense chez E-coli 1273 contre 1"'0,

Ceci est envisageable par la présence dans certains microorganismes de caroténoides qui
contribuent & piéger et 4 anmuler I'effet de I'oxygéne singulet. Dans leur étude sur
Iinactivation de bactéries & gram+ et gram- par 1''O,, T.A, Dahl et al [35] remarquent une
meilleure résistance des souches synthétisant des caroténoides. Ces composés ce localisent
dans la membrane bactérienne (particuliérement dans les phospholipides bactériens) ce qui
constitue un emplacement idéal pour défendre le microorganisme puisque la premidre cible
des EROs est la membrane. Des souches E-coli produisant différents caroténoides ont été
testées quant & la résistance a 'O, [35]. Il apparait alors que les bactéries contenant des
caroténoides cycliques sont mienx protégées que celles contenant des caroténoides acycliques.
Le lycopene s’est révélé comme le plus efficace des caroténoides cycliques suivi par le

zeaxanthin et enfin le B-caroténe.

11.1.3 Effet de 1a concentration en PS6 sur inactivation bactérienne
Le photosensibilisateur PS6 qui a donné les meilleurs résultats est testé 4 deux concentrations : 0,25
et 2,5 g/L. la concentration des suspensions bactérienne est comprise entre 10° et 107 cfu/mL.

Les courbes d’inactivation d’E-coli aux deux concentrations de PS6 sont données dans la figure 27.
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Figure 27, Inactivation d’E-col{ [10°-107 cfu/mL) en présence de PS6 & 0,25 et 2,5 g/L.

Contrairement 4 TiO,, la diminution de la quantité de photosensibilisatenr infloe négativement sur
le processus d’inactivation. Il semble que la vitesse d’inactivation est proportionnelle a 1a quantité de
photosensibilisateur engagée dans le processus. L’augmentation de la concentration du matériau
bactéricide ne provoque donc pas d’effet écran. Le temps d’inactivation totale passe de 110 min en

présence de PS6 3 2,5 g/L 4 220 min pour une concentration 10 fois plus importante en matériau.

11.1.4 Effet de la conceniration en anthraquinone dans le PS6

E-coli est inactivée en présence de matériaux photosensibilisateurs PS6 a différents taux
&’anthraquinone. En plus du PS6 utilisé précédemment et contenant 2,8 10™ mol/g d’anthraquinone,
deux autres matériaux notés PS6+ et PS6- sont utilisés qui contiennent respectivement 3,74 107 et
1,3 10° mol/g d’anthraquinone. Les courbes d’inactivation des microorganismes en présence de ces

matériaux sont présentées sur la figure 28,
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Figure 28, Inactivation d’E-coli en présence de matériaux A différents taux d’anthraquinone.

Les temps d’inactivation totale restent du méme ordre de grandeur, 110 min, quel que soit le
matériau irradié. Le matérian PS6- contenant une quantité en anthraquinone plus de 20 fois inférieure
a celle présente dans le PS6 a le méme pouvoir bactéricide que les matériaux PS6 et PS6+. Tl semble
que la concentration 1,3 10” mol /g en anthraquinone constitae déja une concentration optimale pour

inactiver les microorganismes.
11.1.5 Effet de la longueur d’onde des radiations utilisées

Les photosensibilisateurs PS3 et PS6 sont activés dans le domaine du visible avec des
rayonnements de longueur égale > 400 nm. Les concentrations initiales des suspensions bactériennes
sont de 3,3 10° cfu/mL avec le PS6 et 7,5 10° cfw/mL avec le PS3, les courbes d’inactivation d’E-coli
dans ces conditions sont représentées dans la figure 29. L’activation des photosensibilisateurs dans le
visible permet d’obtenir une inactivation bactérienne, Cependant I'efficacité des matérianx décroit en
passaut de la gamme UV-A i la gamme Vis. Les tableaux 4 et 5 donnent une comparaison entre
I'efficacité bactéricide des matériaux PS3 et PS6 dans les domaines UV-A et Vis.
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Figure 29, Inactivation d’E-coli avec les photosensibilisateurs PS3 et PS6 dans le visible

2>400 nm,
[E-coii]i | [E-colilf Période t de réaction | Facteur d’abattement
CfumL | Cfu/mL | d’induction (mnin} min [E-colili/[E-colilgn
UV-A | 3,710° 5 30 240 74 10°
Vis 7,5 10° 70 120 360 610°

Tableau 4, Comparaison entre ’efficacité du PS3 dans les domaines UV-A et Vis,

[E-colili | [E-coli]f Période tderéaction | Facteur d’abattement
Cfw/mL | Cfu/mL | d’induction (min) min {E-colili/[E~coli]g,
UV-A 10° 0 60 110 -
Vis 3,310° 180 150 360 18,3 10°

Tableau 5. Comparaison entre I’efficacité du PS6 dans les domaines UV-A et Vis,

Dans le visible, les périodes d’induction sont plus longues et les inactivations totales ne sont pas
encore atteintes apres six heures. En utilisant le PS6, le temps d’inactivation totale passe de 110 min
dans I'UV-A a 360 min dans le visible o il reste 180 cfu/mL aprés six heures. Avec le PS3, il reste 5
cfu/mL aprés 240 min d’irradiation dans I"'UV-A contre 70 c¢fu/mL aprés 360 min d’irradiation dans le
visible. Toute fois, méme si les résultats dans le visible restent inférieurs & ceux dans 'UV-A, il est
clair que ces matériaux ouvrent une voie d leur application dans la désinfection utilisant les

rayonnements solaires.
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11.1.6 Comparaison de Pefficacité de Pinactivation photocatalytique d’E-coli en présence du
Ti0; ou des photosensibilisateurs

L’efficacité de I’inactivation photocatalytique utilisant les photosensibilisateurs ou le dioxyde de
titane, a été comparde. Les résultats de I'inactivation d’E-coli obtenus avec le photosensibilisateur
PS6, seront comparés & ceux obtenus avec TiO,. La figure 30 représente les courbes d’inactivation
bactérienne en présence du photosensibilisateur PS6 4 2,5 g/L et le TiO; 4 0,25 g/I. pour une
population bactérienne initiale égale 4 environ 10° cfu/mL. La principale différence entre les deux
photocatalyseurs réside dans le temps d’activation de chacun. Alors que le PS6 a une période de
latence de 60 min comme décrit précédemment, 1’action du TiO,, elle, est immédiate, L’inactivation
totale est atteinte aprés 90 min d’irradiation en utilisant les deux catalyseurs. Une fois activé, le
photosensibilisateur n’a besoin que de 30 min pour diminuer la population bactérienne i un niveau
non détectable (de 60 4 90 min). Le dioxyde de titane quant 4 lui 4 une action sur ’ensemble des 90

min d’inactivation bactérienne,
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Figure 30, Comparaison de Pefficacité de I'inactivation photocatalytique d’E-coli en présence

du TiO; ou des photosensibilisateurs.
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11.2 Désinfection en utilisant I’argile pontée avec le titane

L’argile pontée avec le titane dont la préparation est présentée dans le chapitre I est utilisée dans
les expériences pour tester son éventuel pouvoir bactéricide.

L’argile pontée avec le titane est introduite 4 trois concentrations 2,5, 1,5 et 0,25 g/L. dans 20 mL
de suspensions bactériennes de concentration comprise entre 10° et 10° ¢fi/mL. Les suspensions sont
irradiées par des rayonnements UV-A d’intensité égale a 3,85 mW/cm? Comme nous pouvons le
remarquer sur la figure 31, il n’y a pas d’inactivation bactérienne par photocatalyse i base d’argile

pontée avec le titane.
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Figure 31. Inactivation d’E-coli par photocatalyse 4 base d’argile pontée avec le titane.

Différentes argiles : smectite, montmorillonite, saponite ont été pontées avec le titane et utilisées
pour dégrader les composés organiques liquide ou gazeux avec succés. C. Ooka et al [36] ont dégradé
le toluéne, 1’éthyléne, le trichloréthyléne et 1’éthanol dans une atmosphére humide en utilisant une
montmorilionite, une saponite et une fluorine-mica modifiées par pontage avec le titane. Grace a leur
capacité élevée d’adsorption, les materiaux a base d’argile améliorent la vitesse de dégradation par
rapport 4 celle observée avec TiO,. Une smectite a également été modifiée par ’argent, le zinc, le
titane, et par le mélange zinc/argent [37] et utilisée pour dégrader le 4-chlorophénol. L’argile
contenant le titane 4 un pourcentage de 0,06% a été la plus efficace et a éliminé le polluant & 100%.
Du benzéne et du cyclohexane ont également été dégradés avec des argiles pontées avec le titane [38].
Ceci n’est pas le cas pour les microorganismes.

Les composés organiques sont de trés petite taille, ce qui leur permet de diffuser dans les particules

argileuses et d’étre en contact avec les cristallites de TiO, formés dans I’espace inter feuillet argileux.
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Une fois irradiée, le transfert d’électron entre les cristallites de TiO, et le polluant adsorbé sur argile
peut avoir lien plus ou moins aisément permettant d’avoir une dégradation photocatalytique.

En revanche, les microorganismes sont de taille plus grande que les composés organiques et que les
particules des argiles pontées. La taille des pores dans ces matériaux varie entre 37 et 41 A° [39] alors
que la taille des bactéries se situe entre 1 et 5 pm. Les microoranismes ne pouvant &tre en contact
direct avec les cristallites de TiO, dans I’argile, il ne peut y avoir de transfert d’électron pour dégrader
les bactéries.

Dans notre expérience, la concentration bactérienne ne diminue pratiquement pas pour les trois
concentrations en A-Ti utilisée. En plus de ne pas dégrader les microorganismes, I’ A-Ti joue un role
protecteur pour E-coli en empéchant les rayonnements UV-A d’arriver facilement jusqu’a la surface
bactérienne. O Seven et al ont utilisé pour dégrader un groupe de bactéries et de champignons [40] le
TiO,, le ZnO et 1a poussiére du désert du Sahara. Ce dernier matériau, comme les argiles, ne donne pas
lieu 2 des inactivations de microorganismes. Il contient des espéces oxydantes telles que Fe,Os,
ZnO... mais aussi des espéces organiques qui peuvent jouer le rdle de fertilisant pour les

microorganismes.
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Conclusion



Conclusion générale

Dans ce travail, nous avons étudié les potentialités de la photocatalyse dans la désinfection des eaux
contaminée par une biopollution. Cette dernidre est simulée par un microorganisme modeéle :
Escherichia-coli. Les différents paramétres étudiés permettent d’optimiser les conditions générales de
la désinfection photocatalytique. Aucune inactivation bactérienne n’a lieu en absence de TiO;
(photolyse UVA) aprés 5 heures d’irradiation. Les rayonnements UVB et UVC ont été, quant a
eux, nocifs pour les bactéries, les concentrations des microorganismes décrolts jusqu’a un niveau non
détectable en 8 et 120 min en utilisant les radiations UVC et UVB respectivement. Cependant, a
intensités équivalentes, les rayonnements UVB présentent une efficacité comparable a celle des UVA.
Les rayonnements UVC restent trés létaux méme 3 faible intensité.

En associant le TiO, au rayonnement UV A, nous observons une importante inactivation bactérienne.
L’étude de Veffet de la concentration en TiO, révéle une meilleure inactivation pour des
concentrations en dioxyde de titane de 0,25 g/L. A cette concentration, la population bactérienne
décroft 4 un niveau non détectable aprés trois heures d’irradiation. Pour cette méme durée d’irradiation
et pour une concentration dix fois plus importante en TiO; (2,5 g/L), il reste environ 10* cf/mlL.

Ce résultat suggére un effet écran provoqué par excés de TiO;. Les particules du dioxyde de titane se
déposent sur la paroi bactérienne et forment plusieurs couches empéchant la lumiére d’arriver sur le
photocatalyseur directement en contact avec la paroi bactérienne. Comparé aux composés organiques,
qui requiérent une concentration optimale en TiO,, pour leur photodégradation, égale 4 2,5 g/, les
microorganismes nécessitent, pour leur inactivation, une concentration en TiO, 10 fois plus faible

quelle que soit la concentration initiale des microorganismes.

En utilisant des rayonnements UVA, UVB et UVC d’infensité équivalente, 1’efficacité de
I’inactivation photocatalytique avec les UVB est comparable a celle utilisant les UVA. L’efficacité des
rayonnements UVC demeure trés puissante malgré une intensité lumineuse rédvite. La comparaison
faite entre les efficacités d’inactivation photolytique et photocatalytique confirme la supériorité du
procédé photocatalytique au procédé photolytique en utilisant les rayonnements UVA et UVB. Cette
tendance est inversée en présence des rayonnements UVC, dans ce dernier cas la photolyse est plus
efficace que la photocatalyse. Les particules de TiO, enveloppent la bactérie, et jouent un rdle
protecteur. Ce résultat indique alors clairement la possibilité d’utiliser les rayonnements solaire (qui

contiennent de 3 4 5% d’UVA) pour une désinfection photocatalytique de I’eau.

L’étude de I’effet de Pintensité lumineuse sur ’inactivation photocatalytique dans les trois domaines
UV, montre une amélioration de I’efficacité en augmentant Dintensité. Le temps nécessaire pour
atteindre I’inactivation de E-coli est directement proportionnel & I’intensité lumineuse jusqu’a environ

2 mW/cm? en UVA), puis devient proportionnel a la racine carrée de 1’intensité.
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La durabilité¢ du traitement photocatalytique est évaluée. Aucune réactivation bactérienne n’a été
observée aprés 48 heures de 1’arrét des irradiations.
D’un point de vue mécanisme, nous nous sommes intéressés a 1’effet du TiO; sur les microorganismes
a obscurité. En visualisant E-cofi sur différents milieux de cultures, il semble que le dioxyde de titane
commence a altérer la membrane bactérienne en absence de la lumiére et avant ’apparition des
espéces réactives de I'oxygéne (EROs). Des protéines périplasmiques nécessaires a 1’intégrité
membranaire pourraient étres relarguées et compromettre ainsi la semi perméabilité de la paroi
bactérienne. Ces protéines seraient difficilement visualisables dans le surnageant puisqu’elles peuvent
s’adsorber sur les particules de TiO, Ce résultat permet de proposer un schéma du processus
d’inactivation photocatalytique des microorganimes. L’inactivation bactérienne pourrait se passer en
deux étapes :

- La déstabilisation de la membrane bactérienne par TiO, dans I’obscurits,

- Attaque, des EROs sur les cibles externes (paroi) qui sont déja endommaggées dans 1’obscurité

avant d’atteindre les cibles internes (ADN, plasmide...).

Les autres matériaux testés, photosensibilisateurs et argile pontée, ont montré des efficacités de
désinfection variables. Les photosensibilisateurs de différentes natures déposé ou inclus dans des gels
de silice générent des espéces réactives de I'oxygéne (notamment 1''0,). Ces matériaux préparés et
cractérisés par porosimétrie et spectroscopie DRUV différent selon la nature de 1la molécule introduite
dans le matériau héte et du mode de fixation (inclusion ou déposition).

Mais le résultat le plus surprenant est celui de P'inactivation bactérienne en présence de silice seule. En
effet ce matériau hite a eu un effet sur les microorganismes : leur inactivation a bien eu lieu aprés 6
heures d’irradiation en UVA. ‘

Comparés an TiO, ces matériaux se caractérisent par une longue période d’induction. Leur action
n’est pas immédiate comme dans le cas du dioxyde de titane. Ce résultat est attribué a I’absence, dans
le cas des photosensibilisateurs, de I’espéce réactive de I'oxygéne la plus puissante : le radical
hydroxyle et 4 des mécanismes de défenses bactériens performants contre 1’oxygene singulet. Le mode
d’infroduction de ces molécules dans le matériau héte 4 un effet important sur ’efficacité de
I'inactivation. Selon que la molécule photosensibilsatrice est greffée 4 la surface ou & Iintérieur du
grain de silice, le matériau a plus ou moins d’efficacité contre les microorganismes. Parmi toutes les
molécules testées, 1’anthraquinone est celle qui donne I'inactivation photocatalytique d’E-coli.la plus
importante. L’efficacité¢ des photosensibilmisateurs a également ét¢ évaluée en utilisant la lumidre
visible. Bien que trés faible, cette activation dans le visible conduit 4 la désinfection indiquant que
leur utilisation dans la désinfection solaire pourrait étre envisagée.

L’argile pontée avec le titane a été caractérisée a I’aide de la diffraction des rayons X, la spectroscopie
infrarouge et I’analyse BET. Les rayons X montrent pour cette argile un écartement de feuillet

atteignant les 115A°, la structure dn matériau est toutefois trés altérée comme observé par DRX et IR.
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L’altération de la couche octaédrique est attribuée & la trés forte acidité de la solution de pontage
utilisée. L’efficacité de ces argiles pontées pour inactiver E-coli est négligeable dans nos conditions
expérimentales. Si la littérature rapporte des résultats positifs pour I'argile pontée avec le titane dans la
dégradation photocatalytique de composés organiques, il semble que ce n’est pas le cas vis 4 vis des
microorganismes. 1. argile peut contenir de la matiére organique qui peut jouer le role de fertilisant et
permettre aux microorganismes de résister aux irradiations. De plus, ce matériau peut absorber une
partie des rayonnements UV qui ne sont plus disponibles pour activer les phases de TiO; qui se sont
formées lors du pontage. L’absence d’efficacité dans l’inactivation d’E-coli peut également é&tre

attribuéde 4 la taille des microorganismes qui ne peuvent pas rentrer en contact avec TiO; intercalé.

L’efficacité du processus de désinfection photocatalytique ayant été confirmée, son utilisation peut
étre envisagée non seulement pour la stérilisation et la potabilisation de I’eau, mais aussi pour la
désinfection de surfaces contaminées par des biofilms.

Ces travaux de thése dnt montré que le procédé photocatalytique est un procédé intéressant pour
désinfecter I’eau en utilisant les UV-A et les UV-B et mettre a profit les 4-5 % de rayonnement UV
présent dans le spectre solaire, Pour I’Algérie possédant un ensoleillement important ce procédé

pourrait ainsi étre un procédé d’avenir environnemental et économique.
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