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RESUME

L’étude présentée dans ce mémoire s’inscrit dans le cadre de la réutilisation des eaux usées
traitées par un procédé d’oxydation avancée (AOP), la photocatalyse hétérogéne. Ce procedé,
couplant le rayonnement UV et I’utilisation d’un photocatalyseur (TiO2) au sein d’un réacteur,
est envisagé comme procedé de traitement tertiaire pour la désinfection des effluents dis
secondaires. Les expérimentations photocatalytiques ont été réalisées sur une bactérie cible,
E. coli. Elles ont été conduites en mode batch puis en mode continu. Les expérimentations en
mode batch ont été réalisées sous irradiation controlée puis solaire. Les données
expérimentales acquises sous irradiation contrblée ont permis la comparaison des
performances bactéricides de différents catalyseurs. Elles ont conduit en parallele a la
définition d’un modele cinétique représentatif de la capacité bactéricide de chaque média. Ce
modele tient compte de la densité de flux d’irradiation et de I’interraction bactéries/catalyseur.
Les expérimentations solaires ont permis de valider le modéle cinétique sous irradiation
solaire puis, d’étudier I’inactivation bactérienne dans un effluent réel. Par ailleurs, le potentiel
bactéricide du traitement photocatalytique en régime permanent a été évalué. Le
fonctionnement du procédé continu a été parfaitement décrit par un modéle cinétique se
basant sur la loi initialement définie en mode batch. Finalement, I’inactivation d’E. coli a été
évaluée par différentes techniques de quantification bactérienne. Cela a permis d’apporter des
informations sur I’¢tat de viabilité des bactéries au cours du traitement photocatalytique et de
décrire le mécanisme principal d’inactivation bactérienne par voie photocatalytique, la lyse

membranaire.

Mots clés: Photocatalyse hétérogene, Désinfection solaire, Catalyseur en suspension,

Catalyseur supporté, Adhésion bactérienne, Cinétique de désinfection, Modéle cinétique.



ABSTRACT

The study presented in this paper is part of the reuse of treated wastewater by advanced
oxidation process (AOP), the heterogeneous photocatalysis. This process, coupling the UV
radiation and the use of a photocatalyst (TiO) in a reactor, is envisaged as tertiary treatment
process for disinfection of said secondary effluent. Photocatalytic experiments were
performed on a target bacterium, E. coli. They were conducted in batch and continuous mode.
The experiments in batch mode were performed under controlled irradiation and sunlight. The
experimental data obtained under controlled irradiation allowed the comparison of the
bactericidal performance of different catalysts. They led in parallel to the definition of a
representative kinetic model of the bactericidal capacity of each medium. Solar experiments
were used to validate the kinetic model under solar irradiation and then to study the bacterial
inactivation in a real effluent. Furthermore, the potential of the photocatalytic bactericidal
treatment at steady state was evaluated. The operation of the continuous process has been
thoroughly described by a kinetic model based on the kinetic law originally defined in batch
mode. Finally, inactivation of E. coli was evaluated by different bacterial quantification
techniques. This has made it possible to highlight the main mechanism of the photocatalytic
bacterial inactivation, the membrane lysis. It provided information about the "real" state of the

bacteria viability during the photocatalytic treatment.

Keywords: Heterogeneous Photocatalysis, Solar disinfection, Suspended catalyst, Supported

catalyst, Bacterial adhesion, Disinfection kinetic, Kinetic model.
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INTRODUCTION GENERALE

La raréfaction de I’eau conduit bien souvent les pays a se tourner vers des modes
d’approvisionnement alternatifs. La réutilisation des eaux usees traitées (REUT) en fait partie.
La REUT recouvre deux notions, d’abord le traitement des eaux usées ensuite la réutilisation
proprement dite. Ce concept est actuellement en pleine croissance pour différentes activités.
En effet, contrairement aux autres pays européens dont la Iégislation permettait 1’exploitation
des eaux usées, la France, suite a I’arrété du 2 aolt 2010, ne permet que tres récemment
I’exploitation de cette ressource. Dans des zones de fortes contraintes en matiere de
disponibilité des eaux, cette pratique permet d’irriguer des cultures et espaces verts, contribue
a préserver la qualit¢ de I’environnement, évite de prélever 1’eau des riviéres en période
d’étiage ou le débit est réduit, limite la surexploitation des nappes entrainant 1’asséchement de
certaines zones humides et empéche les rejets estivaux directs en protégeant les zones
d’usages sensibles en aval (baignade et loisirs nautiques ...).

Les eaux usées sont celles rejetées par les collectivites, les industries et les particuliers. Elles
sont généralement chargées en polluants organiques (17-p Estradiol, Estriol, Bisphénol A,...)
et inorganiques (Zinc, Bore, Aluminium, Cadmium, Mercure,...), mais aussi en
microorganismes (bactéries, virus, protozoaires, helminthes). L’usage de ce type d’eau a 1’état
brut est ainsi fortement déconseillé car vecteur d’un risque sanitaire important pour I’homme
et I’environnement. Pour limiter au mieux ces problémes, les eaux usées sont envoyées dans
des stations d’épuration (STEP) qui sont un ensemble de dispositifs congus pour traiter, au fur
et a mesure, les différents polluants. L’assemblage de tous ces proc€dés est aussi connu sous
le nom de filiere de traitement. Une STEP « classique » est composée d’équipements de
prétraitements, d’un traitement primaire, suivi par un traitement secondaire (biologique). Le
taux de dépollution atteint par cette simple organisation peut suffire pour répondre aux
normes de rejets en milieu naturel. Les rendements de stations récentes peuvent atteindre 90%
d’abattement de pollution. Cependant, dans une perspective de réutilisation, un traitement
tertiaire visant a eliminer les pollutions persistantes et microbiennes s’avére nécessaire. Ce
traitement concerne éventuellement une étape de désinfection qui consiste a réduire, voir
éliminer les agents microbiens pour répondre aux normes fixées par I’arrété du 2 aolt 2010.
Avec pour objectif d’améliorer la qualité microbiologique des eaux usées en sortie de STEP,
de nouveaux procedeés tertiaires ont vu le jour : les procédés d’oxydation avancée (POA). Ces

procédés, fonctionnant a température et pression proches des conditions ambiantes, mettent en
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ceuvre une activation chimique, catalytique, ou photochimique pour activer par exemples le
peroxyde d’hydrogéne (H.0,), I’oxygéne (Oz) ou un photocatalyseur solide et induire la
formation d’espéces fortement oxydantes telles que les radicaux hydroxyles (OH®) [Zhou et
Smith, 2001 ; Suty et al., 2003]. Ce dénominateur commun, qui est la production d’espéces
radicalaires extrémement oxydantes et réactives, permet d’atteindre des niveaux d’oxydation
poussés pour les microorganismes difficiles a éliminer par les procédés de traitement
conventionnels. Ces procédés d’oxydation sont aujourd’hui de plus en plus envisagés dans le
paysage industriel pour des applications de désinfection des eaux usées en tant que traitements
tertiaires.

Parmi les procédés de désinfection par oxydation avancée, une technique semble donner des
résultats probants, la photocatalyse hétérogéne [Cho et al., 2004 ; Fernandez et al., 2005,
Gumy et al. 2006 ; Ochuma et al., 2007 ; Malato et al., 2009]. Cette technique de traitement
est basée sur la production de radicaux hydroxyles via la photo-excitation d’un semi-
conducteur solide, placé directement sous rayonnement UV. Le semi conducteur peut étre
utilisé sous la forme de poudre nanométrique mise en suspension ou fixé sur un support solide
[Elatmani, 2013 ; Kacem et al., 2014]. Il existe aujourd’hui un consensus autour de
I’utilisation du catalyseur en suspension comme catalyseur de référence. Cependant, la forme
pulvérulente pose le probléme de la séparation liquide-solide en fin de traitement. Les axes de
développement s’orientent donc vers 1’utilisation des médias catalytiques supportés [Kikuchi
etal., 1997 ; Huang et al., 1998 ; Rincon et Pulgarin, 2003 ; Sunada et al., 2003].

Par ailleurs, dans un contexte de développement durable, le transfert de cette technologie
existante sous irradiation UV artificielle vers une utilisation de 1’énergie solaire semble
prometteur. Cependant, ’utilisation de 1’énergie solaire pose deux contraintes a savoir la
gestion des intermittences et la disponibilité de la ressource dans le domaine UV. En effet, les
catalyseurs actuels ne sont sensibles qu’au rayonnement UV, soit a des longueurs d’onde
inférieures a 400 nm. Or ce domaine, qui ne représente que 5% du spectre solaire, correspond
a 50 W.m? dans les conditions d’ensoleillement les plus favorables. L’intermittence et la
discontinuité de la ressource imposent également de mettre en place un outil de simulation
pour décrire les conditions de fonctionnement du réacteur. La modélisation de la désinfection
par photocatalyse hétérogéne constitue a ce titre une étape essentielle dans la phase de
développement vers une application a une échelle plus importante. Celle-ci permet de prendre
en compte les variations du rayonnement dues aux cycles journaliers et saisonniers dans la

prédiction du fonctionnement de ce type de procédé.
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L’étude présentée dans ce mémoire cible la photocatalyse hétérogene couplant le
rayonnement UV (artificiel et solaire) et 1’utilisation d’un photocatalyseur (TiO7) au sein d’un
réacteur. L’objectif principal est d’évaluer le potentiel de la photocatalyse hétérogene en tant
que traitement tertiaire pour la désinfection des eaux usées. Cette tache s’avére difficile du fait
que les effluents contiennent une large variété de microorganismes indisérables et qu’il n’est
pas possible de tous les dénombrer individuellement. Dans ce cadre, I’arrété du 2 aott 2010
relatif & la réutilisation des eaux usées traitées (en France) propose la recherche de germes
indicateurs d’efficacité de traitement. Ces indicateurs présentent des persistances dans I’cau
proches de celles des principaux organismes pathogenes constituants les eaux usées. En vue
de travailler dans un premier temps sur un cas simplifié, cette étude sera ciblée sur un
indicateur d’origine bactérienne, a savoir Escherichia coli. Cette bactérie est indicatrice de
contamination fécale. Elle est prédominante dans les eaux usées, facilement manipulable et
est largement étudiée dans la littérature [Wei et al., 1994 ; Bekbolet et Araz, 1996; Huang et
al., 2000; Wist et al., 2002 ; Kuhn et al., 2003 ; Rincon et al., 2004 ; Malato et al., 2009 ;
Pigeot-Rémy et al. 2011 ; Kacem et al., 2014]. Le traitement de cette bactérie cible sera suivi
principalement par une méthode de culture spécifique a la détection d’E. coli, la microplaque
MUGIE. coli.

Le travail présenté dans ce mémoire se décompose en 4 chapitres. Le premier chapitre
rapporte une base bibliographique permettant de justifier du choix des axes des travaux
établis. Ce chapitre sera consacré, dans un premier temps, & une présentation d’ordre général
sur la composition des eaux usées. Un intérét particulier sera accordé a 1’aspect
bactériologique dans ces eaux. Ensuite, une présentation des différents procédés
conventionnels de traitement des eaux usées ainsi que les procédés de traitement par
oxydation avancée sera développée. La partie suivante consistera en une étude
bibliographique approfondie sur le procédé de photocatalyse hétérogene. Les différents
aspects inhérents a ce procédé, tels que son principe de fonctionnement, les caractéristiques
du semiconducteur mis en ceuvre, son application a la désinfection des microorganismes et

son utilisation sous rayonnement solaire seront présentés.

Le deuxieme chapitre se décompose en deux axes. Le premier concerne la mise en place
d’une méthodologie expérimentale sous irradiation artificielle contrélee. Il a pour objectifs
d’étudier et comparer les performances bactéricides de différents catalyseurs dans une matrice

simple. Il vise, par ailleurs, a mettre en place un modele cinétique adapté aux medias
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catalytiques afin de prédire le fonctionnement du procedé en fonction de différents parametres
clefs régissant le processus de désinfection. Le deuxiéme axe sera consacré a la réalisation
d’expérimentations en extérieur dans des conditions d’irradiation solaire. Ces
expérimentations visent a valider, en premier lieu, I’extrapolation du modéle cinétique (défini
sous irradiation artificielle) dans des conditions solaires et a une échelle plus importante, puis
a étudier les performances bactéricides de la photocatalyse hétérogene solaire dans un effluent

réel.

Le troisieme chapitre sera structuré par la conception et la réalisation d’un banc d’essais
permettant le fonctionnement en régime permanent. Les expérimentations seront réalisées en
flux continu et utilisant un catalyseur supporté. Ces expérimentations auront pour objectifs
d’étudier I’effet de différents paramétres clefs régissant ’efficacité de désinfection de la
bactérie cible en régime permanent, puis de valider la possibilité de prédire le fonctionnement

du systéme ouvert a partir de la loi cinétique définie initialement dans le systéme fermé.

Le quatrieme chapitre sera consacré & la mise en place d’une méthodologie expérimentale
permettant d’évaluer la viabilité des bactéries lors de la désinfection. Il s’agira d’évaluer
I’inactivation bactérienne de la bactérie E. coli en fonction de différentes techniques de
quantification bactérienne. La comparaison entre ces techniques de quantification
complémentaires permettra de mettre en avant I’importance de la méthode de mesure dans
I’évaluation de ’efficacité du traitement photocatalytique. Elle permettra, par ailleurs, de
décrire les principaux mécanismes de désinfection par photocatalyse hétérogene et a
distinguer les populations bactériennes sensibles de celles résistantes au traitement
photocatalytique.

Pour finir, une conclusion générale reprenant les points majeurs de ce travail ainsi qu’un

certain nombre de perspectives d’études seront présentées.
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Introduction

L’eau potable est un enjeu essentiel et fait partie avec 1’énergie des deux « matiéres
premiéres » les plus déterminantes. Cependant, il est fréquent de constater son emploi pour
des usages ne le justifiant pas tels que 1’arrosage des espaces verts, le nettoyage des trottoirs
ou celui des voitures. Afin de limiter cette utilisation déraisonnée, il convient de chercher des
approvisionnements alternatifs. La Réutilisation des Eaux Usées Traitées (REUT) semble étre
une voie tres prometteuse. Les eaux usées sont souvent chargées en contaminants organiques
et inorganiques mais aussi en microorganismes. Ainsi, dans une perspective de réutilisation,
des traitements sont mis en ceuvre afin de répondre aux qualités requises de I’eau en fonction
des usages envisages. Dans ce cadre, la filiere de traitement classique des eaux usées est
insuffisante pour certains usages de REUT. En effet, quoique les techniques de traitement
traditionnelles (notamment par voie biologique) puissent atteindre des taux d’abattement de
microbes élevés (90 -95%), certains microorganismes pathogenes peuvent persister dans les
eaux traitées. Ces microorganismes représentent souvent, méme en faible concentration, un
risque sanitaire important. Il devient alors indispensable de faire appel a des méthodes de
désinfection complémentaires intégrées en aval du procédé de traitement classique. Des
techniques émergentes communément appelées Procédés d’Oxydation Avancés (POA)
semblent donner des résultats probants pour remplir cette fonction. En particulier, la
photocatalyse hétérogéne fait partie de cette famille. Cette technique est basée sur la
production de radicaux hydroxyles via la photo-excitation d’un semi-conducteur solide placé
directement sous rayonnement UV. Cette technique est I’illustration d’une écotechnologie
permettant I’utilisation directe du rayonnement solaire.

La maitrise de ce procédé de désinfection releve de plusieurs domaines allant de la
connaissance des caractéristiques des microorganismes a désinfecter, des propriétés du semi
conducteur mis en ceuvre, en passant par la compréhension des mécanismes de désinfection,
pour finir sur la modélisation du fonctionnement du procédé. Ainsi, le premier volet de ce
chapitre sera dédié a une presentation d’indications sur la composition physicochimique et
microbiologique des eaux usées. Une attention particuliére sera accordée a la famille des
bactéries dont fait partie I’indicateur Escherichia coli (retenu dans le cadre de cette étude
comme indicateur d’efficacité de traitement). Le deuxieme volet se focalisera sur la
présentation de la notion d’indicateur d’efficacité de traitement ainsi que des procédés de
traitement des eaux usées les plus répondus. Le troisiéme volet présentera un préambule sur

les procédés de traitement par oxydation avancée et permettra d’aborder les principes de la
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photocatalyse héetérogene, les propriétes du semi conducteur TiO, (siége de la réaction de
formation des radicaux) ainsi que les paramétres influents sur la réaction photocatalytique. Le
quatriéme volet présentera les applications possibles de la photocatalyse pour la désinfection
des microorganismes dans I’eau. Le transfert de cette technologie vers 1’utilisation du
rayonnement solaire sera également discuté. Finalement, le dernier volet sera dédie a la
compréhension des aspects mécanistiques liés a la désinfection par voie photocatalytique, puis
a la présentation des différents modéles cinétiques permettant de prédire le fonctionnement de

Ce processus.

I-Présentation des eaux usées

I-1 Contamination chimique

Les eaux usées sont des eaux altérées par les activités humaines a la suite d’un usage
domestique, artisanale, industriel, agricole ou autre. Elles sont considérées comme polluées et
doivent étre traitées. Les eaux usees sont d’une composition complexe et souvent variable en
fonction de leurs origines [Faby, 1997]. Elles peuvent étre parfois qualifiées d'eaux grises
lorsqu’il s'agit d'eaux peu chargées en matiéres polluantes (eX. eaux ménageres) ou d'eaux
noires lorsqu’elles contiennent diverses substances plus polluantes ou plus difficiles a
éliminer (ex. effluents industriels ; agricoles.). La composition des eaux usées traitées dépend
d’une part de la composition des eaux usées brutes et d’autre part des techniques d’épuration
appliquées.

Les eaux résiduaires admises a I’entrée d’une STEP véhiculent conventionnellement trois
grands types de pollution chimique (tableau 1-1) : la pollution carbonée (mesurée
indirectement par les paramétres DCO et DBOs), la pollution azotée et la pollution
phosphorée. Ces pollutions se répartissent sous trois formes physiques : particulaire,
colloidale et dissoute.

Outre le carbone, I’azote et le phosphore, les eaux usées peuvent également contenir divers
micropolluants (métaux, COV, HAP, pesticides, hormones,...). La composition des eaux
usées en micropolluants a I’entrée de la station est par nature étroitement liée a la nature du
bassin versant de collecte des eaux usées ; les apports peuvent étre directs (effluents
domestiques, industriels) ou indirects (ruissellement, retombées atmosphériques, etc.).

Quelle que soit la nature des traitements appliques, les eaux usées restent chargées en
substances minérales et organiques. En effet, plusieurs contaminants chimiques sont retrouvés

de facon tres ubiquitaire dans les effluents en sortie des STEP.
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Tableau I- 1: Parameétres physico-chimiques d ‘une eau usée [Asano et al., 2007].

Parametres Valeur
pH ~8
Conductivité 1100 pS.cm™
DCO 750 mg.L™
DBOs 350 mg.L™
MES 300 mg.L™
Lipides 100 mg.L™*
NK 80 mg.L™
N-NH," 60 mg.L™
PT 20 mg.L™
P-PO,* 18 mg.L*?

L’essentiel de ces flux est composé de métaux (jusqu’a 10 pgL™), de pesticides (jusqu’a 0.1
gL™), de composés organiques volatiles (COV) (jusqu’a 10 pgL™), d’hormones (jusqu’a 0.1
ngL™), etc. [Martin Ruel et al., 2011]. Néanmoins, selon 1’avis de I’Agence Nationale de
Sécurité sanitaire de I’alimentation de I’Environnement et du travail, les abattements entre
I’entrée et la sortie d’une filiere de traitement classique, sont en moyenne assez élevés pour la
plupart des contaminants (>90 % notamment pour les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) et les composés organiques halogenes volatils COHV analysés).

I-2 Contamination microbiologique

Les microorganismes se trouvant dans les eaux usées se répartissent en quatre groupes : les
virus, les protozoaires, les helminthes et les bactéries (figure I-1). Ces microorganismes
proviennent de ’environnement et des matieres fécales. Ils sont la cause de différentes
infections chez I’étre humain (gastro-entérite, maladies respiratoire, Hépatite A, B, Méningite,
choléra, etc.) et peuvent étre mortels dans certains cas selon leur pouvoir pathogéne. Ce

pouvoir dépend de la physiologie du microorganisme et de celle de 1’héte infecté.
La composition microbiologique des eaux usées brutes est extrémement variable. Elle dépend

de leur origine (domestique, industrielle) et des caractéristiques du réseau d’assainissement

(separatif, unitaire, mixte).
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(b) ()

Figure I- 1: Exemples de microorganismes constituant la flore microbienne d’une eau usée -

Entérovirus (a), Protozoaire (Cryptosporidium parvum) (b), Helminthe (c), Bactérie (E. coli)

(d).

La diversité des contaminants microbiologiques, ainsi que leurs concentrations sont fonction
de I’état sanitaire des populations, des industries raccordées, de 1’origine hydrologique des
eaux et de la saison [Boutin et al., 2009]. Le tableau I-2 présente une classification par famille

des microorganismes les plus répondus dans les eaux usées brutes dites « classique ».

Tableau I- 2: Microorganismes pathogeénes susceptibles d’étre présents dans une eau

résiduaire brute [WHO et al., 2006 ; Asano et al., 2007].

Organismes Concentration Organismes indicateurs
(unité/L) de pathogenes humains

Virus

Virus entériques 10° - 10° Coliphages somatiques

Rotavirus 10° - 10° Coliphages RNA - F

Bacteéries

Coliformes thermotolérants 10%-10° Coliformes thermotolérants

Campylobacter jejuni 10 - 10 E. coli

Salmonella spp. 1-10°

Shigella spp. 10 - 10* Entérocoques intestinaux

Vibrio cholerae 102 - 10°

Protozoaires

Cryptosporidium parvum 1-10° Clostridium perfringens

Entamoeba histolytica 1-10°

Giardia intestinalis 10° - 10°

Helminthes

Ascaris lumbricoides 1-10° Eufs d'Ascaris

Ancyclostoma duodenale

Necator americanus 1-10°

Trichuris trichiura 1-10°
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[-2-1 Les virus
Les virus sont des parasites intracellulaires de tres petite taille (10 a 350 nm) qui se
multiplient uniquement dans une cellule héte [Simmons et Xagoraraki, 2011]. Leur
concentration dans les eaux usées est dans la pluspart des cas comprise entre 10% et 10°
UFP.L™? [WHO et al., 2006]. Leur isolement et leur dénombrement dans les eaux usées sont
difficiles, ce qui conduit vraisemblablement a une sous-estimation de leur nombre réel. Ces
microorganismes sont résistants dans I'environnement. Ils sont de faible dimension ce qui est

a l'origine de leur possibilité de dissémination [Faby, 1997].

I-2-2 Les protozoaires
Les protozoaires sont des organismes unicellulaires munis d’un noyau, de taille comprise
entre 1 et 200 um [Schwartzbrod, 1999]. La plupart des protozoaires pathogénes sont des
organismes parasites qui se développent aux dépend de leur héte. Certains protozoaires
adoptent au cours de leur cycle de vie une forme de resistance, appelée kyste. Leur
concentration moyenne dans les eaux usées brutes peut atteindre 10° kystes.L™. Cette forme

peut résister généralement aux procédés conventionnels de traitements des eaux usées.

I-2-3 Les helminthes

Les helminthes sont des vers multicellulaires fréquemment rencontrés dans les eaux
résiduaires. Tout comme les protozoaires, ce sont majoritairement des organismes parasites.
Dans les eaux usées, le nombre d’ceufs d'helminthes peut étre évalué entre 1 et 10° ceufs.L™
[Asano et al., 2007]. Beaucoup d’helminthes ont des cycles de vie complexes comprenant un
passage obligé par un hdéte intermédiaire. Le stade infectieux de certains helminthes est
I'organisme adulte ou larve, alors que pour d'autres, ce sont les ceufs. Les ceufs et les larves
sont résistants dans I'environnement et le risque lié a leur présence est a considérer pour le

traitement et la réutilisation des eaux résiduaires.

I-2-4 Les bactéries

I-2-4-1 Structure et classification
Les bactéries sont des organismes unicellulaires simples (a I’image d’E. coli sur la figure 1-1
(d)) et sans noyau [Harwood et al., 2005]. Leur taille est comprise entre 0,1 et 10 pm. La
cellule bactérienne est délimitée par une membrane cytoplasmique protégeant la cellule de

son milieu extérieur (Figure 1-2).
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Figure I- 2: Structure d'une bactérie [Hilali, 2012].

Les bactéries présentent différents organes vitaux qui baignent dans un hydrogel colloidal
appelé cytoplasme, tels que les ribosomes (synthese de protéines), les plasmides (résistance
aux antibiotiques), le nucléotide (matériel génétique essentiel a la réplication) [Hilali, 2012].
Elles peuvent étre munies d’un ou plusieurs flagelles afin de se déplacer dans le milieu ou
elles proliférent. Les eaux usées brutes contiennent environ 10" & 10° bactéries.L™. La
majorité de ces organismes ne présentent pas un danger pour la santé et la concentration en
bactéries pathogénes peut atteindre un ordre de 10* bactéries.L™* [Boutin et al., 2009]. Les
bactéries sont utilisées aussi bien dans des applications industrielles, telle que la fabrication
des produits médicaux (les vitamines, les vaccins, les antibiotiques et les stéroides),
agroalimentaires que dans des activités de recherches. Entre les quelques milliers d'espéces de
bactéries actuellement connues, il existe cing morphologies principales: les bactéries coccis,

les bacilles, les spirilles, les vibrions et enfin les fusiformes (Figure 1-3).

Figure I- 3: Classification des bactéries selon leurs formes : (a) les Coccis, (b) Les Bacilles
(Exemple E. coli), (c) les Vibrions, (d) les Spirilles, (e) les Fusiformes [Hilali, 2012].
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Selon Hans Christian Gram, un bactériologiste danois, les bactéries se classent en deux
groupes majeurs a savoir les bactéries Gram-positives (Gram +) et les bactéries Gram-
négatives (Gram -). Ces deux groupes de bactéries se distinguent par la composition de leur

paroi cellulaire (Figure 1-4).

Gram” Gram'

Polysaccharides capsulaires

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines
‘/

Bicouche lipidique
" 2uFne i -
Peptidoglycane et

Espace p_ériplasmique ——— Acides téchoiques ——
Peptidoglycane
| Fﬂf

.-
bbbl

Cytoplasme

Chromosome

Figure I- 4: Structure de la paroi cellulaire en fonction de la classification Gram de la
bactérie [Hilali, 2012].

Les bactéries Gram (-) ont une paroi fine et pauvre en peptidoglycanes. Cette paroi se
présente sous la forme d’une couche mince (2 a 6 nm) entourée par une membrane externe
d'environ 6 a 18 nm d'épaisseur, composée de lipopolysaccharides (50%), phospholipides
(35%) et lipoprotéines (15%). Cette couche externe est traversée par des porines qui sont des
triméres protéiques constituants des pores rendant cette structure perméable [Beveridge et
Graham, 1991]. Contrairement aux bactéries Gram (-), la paroi des bactéries Gram (+) se
présente sous forme d’une couche homogéne et plus épaisse de peptidoglycane et d’acide
échoique (20 a 80 nm d’épaisseur). Au sein de cette paroi, le peptidoglycane représente a peu
pres 80% de la paroi cellulaire. Le reste (10 a 20%) est formé d'acides échoiques, de quantités

mineures de lipides, de protéines et de lipopolysaccharides.

I-2-4-2 Les bactéries pathogenes
Les bactéries pathogénes causent des graves maladies infectieuses chez les humains et les

animaux, bien que la grande majorité des bactéries soient inoffensives ou bénéfiques. Parmi

31



les maladies bactériennes les plus communes, on trouve la tuberculose provoquée par la
bactérie Mycobacterium tuberculosis ou la pneumonie provoquee par des bactéries telles que
Streptococcus et les Pseudomonas. Certaines infections bactériennes, traduisant a titre
d'exemple des intoxications alimentaires, se contractent par ingestion de nourriture ou d'eau
contaminée avec des bactéries fecales telles que Shigella, Campylobactérie et Salmonella.
D’autres bactéries pathogeénes peuvent causer également des infections telles que le tétanos, la
fievre typhoide, la diphtérie, la syphilis et la lépre. Le tableau 1-3 résume les bactéries
pathogenes les plus fréquentes, leurs symptémes ainsi que leurs modes de contaminations. Il
est a preciser que certaines de ces bactéries sont peu ou pas présentes dans les eaux usées en

France telles que Vibrio Chloerae et Salmonella Typh.

Tableau I- 3: Bactéries pathogeénes les plus fréquentes dans les eaux usées brutes [Asano et
al., 1998 ; Baumont, 2004].

Agent pathogéne Symptdmes, maladie Mode(s) de contamination
Salmonella Salmonellose Ingestion
Salmonella Typhi Fievre typhoide Ingestion
Campylobacter jejuni Gastro-entérite Ingestion
Listeria monocytogénes Listériose Ingestion
Escherichia coli Syndrome Hémolytique et Ingestion

Urémique

Shigella Dysenterie bacillaire Ingestion
Legionella Légionellose Inhalation
Vibrio cholerae Choléra Ingestion

I1-Procédés de traitement des eaux usées

I1-1 Notion d’indicateur d’efficacité de traitement

Les eaux usées peuvent contenir une grande variété de microorganismes pathogénes qu’on ne
peut pas tous quantifier individuellement au cours du traitement. Des microorganismes dits
« indicateurs d’efficacité de traitement » servent ainsi de références pour estimer la capacité
hygienisante du traitement et sont utilisées dans la reglementation francaise. Ces indicateurs
ne sont pas pathogenes. lls sont trés fréquents dans les eaux usées, facilement quantifiables et
aussi résistants que les microorganismes pathogeénes. Il n’existe pas d’indicateur universel qui
soit aussi résistant que 1’ensemble des pathogénes. Ainsi, 1’association de plusieurs
indicateurs semble étre la meilleure solution [Horman et al., 2004 ; Harwood et al., 2005]. Au
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regard des prescriptions de 1’arrété du 2 aout 2010 (relatif a la réutilisation d’eaux usées
traitées en vue d’irrigation de cultures et d’espaces verts), les entérocoques fécaux,
Escherichia coli, les spores de bactéries anaérobies sulfito-réductrices (bactéries) et les

Phages ARN F-spécifiques (virus) sont retenus comme indicateurs d’efficacité de traitement.

11-2 Procédeés de traitement conventionnels

Il existe différents dispositifs de traitements adaptés a chaque pollution et & chaque usage.
L’ensemble de ces dispositifs constitue une filiere de traitement et a lieu dans une station
d’¢épuration (STEP). Une STEP classique est composée d’équipements de prétraitements,
d’un traitement primaire, d’un traitement secondaire, suivie par un traitement tertiaire

éventuel.

[1-2-1 Le traitement primaire

Lorsqu’il est nécessaire, le traitement primaire permet d’éliminer les matieres particulaires
(essentiellement les MES) par des procédés physiques ou physico-chimiques. Parmi les
technologies les plus couramment utilisées a ce stade de 1’épuration, on trouve le décanteur
primaire (DP), le décanteur-digesteur (DD), la fosse septique (FS) pour les procédés
physiques et la coagulation-floculation-décantation primaire (CF-DP) en tant que procédé
physico-chimique. A ce stade du processus de traitement et une fois 1’eau usée brute
débarrassée des matériaux « grossiers » (déchets, sables, graisses, matieres en suspension de
grande taille, ...), on obtient en sortie un effluent dit effluent primaire. Le traitement primaire
conduit & un faible abattement pour la plupart des micro-organismes (0-1 log), potentiellement
adsorbés sur les matieres décantées [Boutin et al., 2009].

[1-2-2 Le traitement secondaire
L’étape qui succede le traitement primaire est le traitement secondaire ou traitement
biologique. Cette étape vise a dégrader principalement les pollutions carbonées, azotées et
phosphorées par 1’action de bactéries (autotrophes, hétérotrophes). Parmi les traitements
biologiques communément rencontrés, on cite les procédés a boues activées (BA), les lits
bactériens (LB), les biofiltres (BF), le lagunage naturel (LN) et les bioréacteurs a membranes
(BAM). Le traitement secondaire conduit a un abattement supérieur a celui qui est observé au
cours du traitement primaire. 1l varie d’un microorganisme a ’autre : 0-3 log pour les virus,

les bacteries et les protozoaires, 1-2 log pour les helminthes [Lucena et al., 2004 ; Wery et al.,
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2008]. Les traitements primaires et secondaires permettent un taux d’abattement moyen des
microorganismes initialement présents dans les eaux usées brutes de 1’ordre de 1 & 2 log. Au
vue des normes de rejet des effluents secondaires décrites dans I’arrété du 22 Juin 2007, cette
efficacité de traitement peut suffire pour un rejet direct dans le milieu naturel. Cependant,
pour atteindre I’objectif de REUT prescrit par 1’arrété du 2 aott 2010 (tableau 1-4) et qui lui-

méme dépend du type d’usage ultérieur de 1’eau, un traitement tertiaire s’avére nécessaire.

Tableau I- 4: Normes de réutilisation des eaux usees traitées pour différents niveaux de
qualité de l’eau (A : culture et espaces verts / B : paturage / C : culture florale / D : forét
d’exploitation) [Arrété du 2 aonit 2010].

Niveau de qualité sanitaire des eaux usées

Parameétres traitées
A B C D
MES (mg.L™) <15
Conforme & la réglementation des rejets d’eaux
DCO (mg.L™) <60 usées traitées pour I'exutoire de la station hors
période d’irrigation
Entérocoques fécaux (abattement en log) >4 >3 >2 >
Phages ARN F-spécifiques (abattement >4 >3 >2 >2
en log)
Spores de bactéries anaérobies >4 >3 >2 >2
sulfitoréductrices (abattement en log)
Escherichia coli (UFC/100ml) <250 <10000 <100 000 -

[1-2-3 Le traitement tertiaire
Le traitement tertiaire regroupe un certains nombres de techniques qui permettent d’améliorer
la qualité des effluents secondaires en diminuant aussi bien les matiéres en suspension, les
contaminants chimiques que les microorganismes pathogenes. Traditionnellement, les
traitements tertiaires les plus répondus dans une perspective de réutiliser les eaux usées
épurées sont des traitements d’oxydation telle que la chloration, 1’ozonation et le rayonnement
UVC.

Lors du traitement de chloration, le chlore peut étre utilisé sous forme de chlore gazeux

(stocké en phase liquide en bouteille ou en tank) ou en solutions concentrées d’hypochlorite
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de sodium (eau de Javel a 48°). Deux phases d’inactivation des germes pathogeénes se
succedent lors de ce traitement. Une premiére phase breve pendant laquelle le chlore libre
assure ’essentiel de 1’élimination des germes. Une seconde phase beaucoup plus longue et
d’efficacité réduite au cours de laquelle interviennent les chloramines. La forme la plus
désinfectante du chlore est le chlore libre actif (acide hypochloreux, HOCI). Cependant, une
désinfection qui viserait a obtenir un résiduel stable d’HOCI n’est pas concevable pour les
eaux usees du fait des doses de chlore trop importantes qui seraient nécessaires. Ce sont donc
les propriétés germicides des chloramines (dichloramines, monochloramines) qui sont
utiliseées. Le pouvoir bactéricide du chlore actif est cependant 20 a 30 fois supérieur a celui de
la dichloramine, lui-méme 3 a 5 fois supérieur a celui de la monochloramine. L’efficacité du
systeme de désinfection par chloration dépend de trois parameétres principaux : la température,
le temps de contact et la dose de chlore injectée. Sa capacité a été démontrée pour différents
microorganismes tels que E. coli (4 log, t= 40 min, Cl, = 7 mg.L™) [Seux, 1979], les
coliformes totaux, et les streptocoques fécaux [Mandrat et al., 1996], Salmonella [Legnani et
al. 1996], les entérovirus [Berg et al., 1978] et les bactériophages ARN F-spécifiques
[Havelaar et Nieuwstad, 1985].

Les propriétés bactéricides et virucides de 1’ozone bien connues ont conduit au
développement du traitement des eaux potables par ce gaz. L'ozone étant instable, il est
produit sur le lieu de consommation par décharges électriques dans des générateurs tubulaires.
Cette production est réalisée par un générateur d'ozone, qui est essentiellement composé de
deux électrodes conductrices maintenues en regard l'une de l'autre. L'air ou l'oxygeéne,
comprimé puis séché, passe entre ces deux électrodes ou il est soumis a un champ de courant
alternatif a haute tension. Une partie de I'oxygene se transforme alors en ozone. Le gaz ozoné,
une fois mis en contact avec 1’effluent a désinfecter, se dissous et va, d’une part, oxyder de
nombreux cations métalliques et halogénures et d’autre part réagir avec les maticres
organiques (ex. protéines membranaires des microorganismes) pour former les ozonides. Des
essais de désinfection par 1’ozone réalisés en laboratoire sur des effluents secondaires ont
montré que la dose d’ozone a utiliser pour obtenir un abaissement de 4 log des coliformes
totaux varie inversement au temps de contact. Cette dose dépend en grande partie du procédé
de mise en contact de I’air ozoné avec 1’eau traitée et de sa qualité physico-chimique [Seux,
1979]. D’autres études réalisées sur des coliformes totaux, coliformes fécaux et streptocoques

fécaux démontrent des ordres de grandeurs d’abattement par ozonation de 3 a 6 log [Rosen el

al., 1975 ; Seux, 1979 ; Legnani et al., 1996 ; Mandra et al., 1996].
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La technologie par rayonnement UV est couramment employée en désinfection des eaux
résiduaires épurées. Les rayonnements UV sont des ondes électromagnétiques de longueur
d’onde comprise entre 100 nm et 400 nm. Ce sont les UVC, compris entre 200 nm et 280 nm
qui sont les plus puissamment germicides. La longueur d’onde la plus couramment utilisée est
égale a 254 nm. Les rayonnements UVC sont émis par des lampes a vapeur de mercure, soit a
basse pression (petites lampes de 100 W a spectre d’émission court vers 250 nm et d’une
durée de vie d’environ 3500 h), soit a haute pression (lampes de 200 W avec spectre
d’émission large compris entre 210 et 300 nm et d’une durée de vie d’environ 7000 a 8000 h).
L’effluent passe en fine lame dans une chambre de contact soumis a ce rayonnement. Pour
assurer une désinfection satisfaisante en permanence, I’appareil doit fournir une dose de
rayonnement UV minimale de 16 mW/cm? au point le plus éloigné de la chambre de contact,
quels que soient le débit entrant et la qualité de I’eau a traiter [Dupontreue, 1989]. L’efficacité
des rayonnements UV est fonction de la quantité (ou de la dose) d’énergie absorbée par les
microorganismes. Cette dose est définie par le produit de I’intensité UV (flux d’énergie) par le
temps d’exposition des germes aux rayonnements (soit en premicre approximation le rapport
entre le débit de passage de I’effluent secondaire a traiter et le volume de la chambre
d’irradiation). De nombreux auteurs mentionnent des abattements importants vis-a-vis du
traitement UVC : en Salmonella (2-4 log) [Dizer et al., 1993] et en bactéries indicateurs de
contamination fécale: E. coli (3-5 log) [Baron et al., 1995], Coliformes totaux et fécaux (2.5-4
log) [Mandra et al., 1996], Entérocoques (1-4 log) [Baron et al., 1995].

Le procédé de désinfection par rayonnement UVC, en plus d’étre performant, présente
plusieurs avantages: il ne fait intervenir ni stockage, ni dosage, ni manipulation de produits
chimiques. C’est un procédé compact qui ne modifie pas les caractéristiques physico-

chimiques de I’effluent et ne génére pas de sous-produit toxique.

Quoique ces procedés de traitement tertiaires démontrent de hautes performances vis-a-vis de
la désinfection des microorganismes, il n’en demeure pas moins qu’ils présentent des
inconvénients pouvant remettre en question leur utilisation future. En effet, le chlore a une
activité bactéricide prouvée, mais reste en réalité assez complexe a optimiser et présente des
risques liés au transport, au stockage et a la manipulation des produits. De plus, en raison de
la presence de la matiere organique naturelle dans I'eau, la chloration est susceptible de
former des sous-produits cancérigenes (les trihalométhanes (THM)) pouvant étre générés lors

du processus de désinfection [Bond et al., 2011]. L’ozonation cause aussi la génération de
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sous-produits toxiques [Huang et al., 2005] et est sensible aux composés organiques contenus
dans les matiéres en suspension de I’effluent, ce qui nécessite une filtration préalable avant
I’étape de désinfection. De plus, ce type de procédé présente des colts d’installation et de
fonctionnement élevés (0,56 Euros/m®): 2 & 3 fois supérieurs & ceux d’un traitement par
chloration [Mahdi Ahmed, 2014]. Quant a I’utilisation des UVC, le processus ne généere pas
de sous-produits toxiques. Cependant, il est souvent limité par la présence de matiére en
suspension dans 1’effluent, de la durée de vie et de la maintenance des lampes UV ainsi que

du codt énergétique de fonctionnement.

Avec pour objectif d’améliorer la qualité microbiologique des effluents secondaires et dans
une perspective de développement durable, de nouveaux procédes tertiaires ont vu le jour : les
procédés d’oxydation avancée (POA). Parmi ces procédés, une technique semble donner des

résultats probants, la photocatalyse hétérogeéne.

I1l1- La photocatalyse hétérogene : un procédé d’oxydation
avancée (POA)
[11-1 Geénéralité sur les POA

Les procédés d’oxydation avancée, dont fait partie la photocatalyse hétérogéne, fonctionnent a
température et pression proches des conditions ambiantes [Galze et al., 1987]. Ces procédés
mettent en ceuvre un processus d’activation chimique, catalytique, ou photochimique pour
produire des radicaux a partir du peroxyde d’hydrogéne (H20,), de 1’oxygeéne (O2) ou d’un
photocatalyseur solide. Ces mécanismes induisent la formation d’espéces fortement oxydantes
telles que les radicaux hydroxyles (OH°). La production de ces espéeces radicalaires
extrémement oxydantes et réactives, permet d’atteindre des niveaux d’oxydation poussés
supérieures a ceux des oxydants traditionnels, tels que Cl, ou CIO, [Zhou et Smith, 2001 ;
Suty et al., 2003]. Les radicaux hydroxyles sont caractérisés par une durée de vie tres courte
(de I’ordre de nanosecondes) et une faible sélectivité, dans la mesure ou ils s’attaquent a
toutes liaisons organiques. Ces atouts sont importants pour le traitement des eaux résiduaires.
Par ailleurs, I’adaptation des procédés d’oxydation avancée au traitement des eaux est
favorisée par la diversité des moyens de production des radicaux OH°. Ceci permet une
meilleure conformité aux conditions spécifiques de traitement. Les techniques de production

des especes radicalaires peuvent étre regroupées en quatre catégories : i) procédés
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d’oxydation chimique en phase homogéne (HgOg/Fe2+ et H,O0,/03 H,O/UV, H,0,/UV);
ii) procédés photocatalytiques en phase hétérogéne (Fe**/H,0,/UV et TiO,/UV); iii) procédés

d’oxydation sonochimique et iv) procédés d’oxydation électrochimique.

Le procédé H,O./Fe?*, appelé procédé Fenton, produit des radicaux hydroxyles via
I’utilisation de deux réactifs que sont le peroxyde d’hydrogéne (appelé couramment eau
oxygénée) et les ions ferreux Fe®* (Equation I-1).

Fe’* + H,0, —» Fe** + OH + OH ° Eq. I-1

Ces radicaux (OH°) formés vont étre a 1’origine de réactions d’oxydoréductions classiques,
nécessaires pour la dégradation des polluants chimiques et des microorganismes dans 1’eau
[Rincon et Pulgarin, 2006].

Cette technique a connu des améliorations avec I’ajout d’un rayonnement UV (>300 nm). La
réaction obtenue, appelée photo Fenton est ainsi une variante du procédé Fenton. Dans les
conditions optimales de pH (= 3 et 4), I’ion Fe** se trouve, en grande partie, sous forme de
Fe(OH)?*. Cette espéce absorbe le rayonnement UV dans la gamme de longueur d’onde 250 <
A < 400 nm. La réduction photochimique du composé Fe(OH)?* en milieu aqueux permet par
la suite de produire des radicaux OH® supplémentaires mais aussi, de catalyser la réaction de

Fenton par la régénération de I’ion Fe?* (Equations 1-2, I-3 et I-4).

Fe** +H,0 — Fe(OH)**+ H* Eq. I-2
Fe(OH)** + hv —» Fe** + H' + OH° Eq. 1-3
Fe”* +H,0, —> Fe(OH)*" + OH° Eq. I-4

L’efficacité de ce procédé, par exemple, sur la désinfection de la bactérie Escherichia coli a

été rapportée par Moncayo-Lasso et al. [Moncayo-Lasso et al., 2008, 2009].

Dans le procédé couplant H,0, / UV, les radiations UV de longueurs d’onde comprises entre
200 a 280 nm induisent la décomposition de H,0,. Cette décomposition génére les radicaux
hydroxyles (formations de deux OH® par photon absorbé hv) [Legrini et al., 1993] (Equation
I-5).
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H,0, + hv —» 2 OH° Eq. I-5

Ce procéde est trés dépendant du pH. Au cours du processus de formation des radicaux
hydroxyles, une partie du rayonnement UV est susceptible d’étre absorbée par les composés
organiques naturellement présents dans 1’eau. Ce processus peut ralentir la transformation du
peroxyde en radicaux. L’ajout du peroxyde d’hydrogéne en présence du rayonnement UV a
été rapporté par Mamane et al.. 1l est apparu que I’efficacité de ce procédé est comparable a

celle du rayonnement UV seul (photolyse) [Mamane et al., 2007].

Le procédé Os/UV (ozonolyse) est un procédé d’oxydation avancée utilisé largement dans le
traitement des eaux potables. Le couplage Os/UV permet de produire des radicaux hydroxyles

par plusieurs voies (Equations 1-6, 1-7, 1-8).

O;+H,O+hy —» H,0,+0, Eq. -6
H,O, + hv —» 20H° Eq. I-7
H,O, + 2 O3 —» 20H°+ 30, Eq. 1-8

Le spectre d’absorption de 1’0zone présente un maximum a 254 nm avec un coefficient
d’absorption molaire (g0z = 3600 L.mol™.cm™) plus élevé que celui du peroxyde d’hydrogéne
a la méme longueur d’onde. Ce procédé est finalement un couplage du procédé classique
d’ozonation et de H,O, / UV. Cependant, il est difficile de comparer ces différentes méthodes
d’oxydation tant les paramétres optimaux sont différents pour chaque procédé, que ce soit

pour la longueur d’onde du rayonnement UV, la concentration en catalyseurs ou le pH.

I11-2 Principe de la photocatalyse hétérogéne

On désigne par la photocatalyse héetérogéne 1’accélération d’une réaction photo-induite en
présence d’un catalyseur. De maniére schématique, ’irradiation d’un semi-conducteur (ex.
TiO,;) par un rayonnement suffisamment énergétique engendre des modifications
électroniques (photo-excitations) au niveau du semi-conducteur. Ces photo-excitations

permettent la formation de paires électrons/trous qui s’associent en surface du catalyseur avec
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des molécules contenues dans 1’eau. Cette association forme des radicaux qui initient des
réactions radicalaires. Les especes radicalaires générees, telles que les radicaux hydroxyles
(OH°®) vont dégrader les molécules polluantes afin de produire au final du CO,, de I’eau et des
acides inorganiques: on parle de minéralisation des espéces organiques.

Les premiéres études qui ont mis en évidence le potentiel du procédé de photocatalyse
hétérogene pour la purification de 1’eau, lorsqu’il est soumis a une irradiation UV, remontent
a 1970 [Frank, 1977]. Des lors, la photocatalyse devient une des techniques d’oxydation
avancée les plus étudiées pour le traitement d’effluents liquides ou gazeux non-
biodégradables. De nombreuses recherches sont ainsi effectuées sur I’amélioration des
propriétés et le développement de médias photocatalytiques [Blake, 2001]. Ensuite, dans une
logique de développement durable, les travaux de recherche se sont portés progressivement
vers I’utilisation de 1’énergie solaire comme source de rayonnement UV [Blanco, 2003,
Malato et al., 2009]. Le nombre croissant de publications rapportant 1’utilisation du
rayonnement solaire (Figure I-5) montre que I’utilisation de cette ressource prend une place
prépondérante dans la conduite des procédés, s’appliquant aussi bien pour le traitement de

I’eau que le traitement de 1’air [Furman et al., 2007].
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Figure I- 5: Nombre de publications scientifiques (mots clefs : Heterogeneous photocatalysis
(m), Solar photocatalysis (o)) [Plantard, 2014].

111-3 Mécanismes de la photocatalyse hétérogene

La photocatalyse hétérogene est une technologie basée sur I’irradiation d’un catalyseur, en

général un semi-conducteur. La réaction de photocatalyse correspond au schéma du principe
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présenté dans la figure 1-6. Pour que la photo-excitation ait lieu, il faut que les photons
absorbés par le semi-conducteur possédent une énergie supérieure au gap d’énergie entre sa
bande de valence (BV) et sa bande de conduction (BC). Des paires d’électron-trou se créent
alors dans le volume du catalyseur [Mills, 1997 ; Zaviska et al., 2009]. Les charges migrent
ensuite en surface. Ces paires migrent pour donner en surface des électro-donneurs ou électro-
accepteurs d’électrons qui initient les réactions d’oxydoréduction [Shiragami, 19809,
Gerrischer, 1992].

FPhoto-réduction

S

A=uv, / B xﬁt\
\ CB Ll
—— o,
/ ’ \ & + H,0, -» "OH + OH
'}
" "'.
f ' |
II 1 : I|
Energie | Excitation  Recom Einaisu}n
\ ; I.'l
"-,\ '
TiO, \ w (Y H,OFOH: R
Photo-oxydation
“0OH; R’

*0H + R -> intermédiaires -> CO; + H0

Figure I- 6: Principe de la photocatalyse sur une nanocristallite de TiO, [Zaviska et al.,
2009].

Les paires électron-trou peuvent se recombiner ou migrer a la surface du semi-conducteur
[Minero et Vione, 2006] pour réagir avec les espéces adsorbées. On distingue les donneurs et
les accepteurs d’électrons qui vont respectivement s’associer avec les trous et les électrons
[Shiragami et al., 1989, Gerischer et Heller, 1992]. Dans le cas spécifique d'une réaction
photocatalytique ayant lieu dans un milieu liquide et en présence d’oxygeéne, les trous
réagissent avec des donneurs d’électrons (tels que ’eau, les anions (OH’) et les produits

organiques P adsorbés a la surface du semi-conducteur) suivant les équations 1-9, 1-10 et I-11.

Hz0 (ags) + W @yy—>  H" + OH%qy) Eq. 1-9
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OH (ags) + N gy — OH%aas) Eq. I-10

P+ h*@y—» P° Eg. I-11

En paralléle, les électrons réagissent avec des accepteurs d’électrons, tel que I’oxygéne

dissous, pour former des radicaux superoxydes suivant 1’équation 1-12.

O2.ads +€'Bc) —» 027 Eq. 1-12

Au vue de ces réactions, il apparait que 1’0, est un élément primordial dans le processus
photocatalytique, dans la mesure ou il peut limiter le phénoméne de recombinaison des
charges. Par ailleurs, la localisation du processus photocatalytique fait a ce jour un débat entre
les spécialistes. La plus part des études admettent que la réaction photocatalytique a lieu sur la
surface du semi-conducteur [Shiragami et al., 1989, Gerischer et Heller, 1992]. Toutefois,
d’autres travaux mettent en évidence la diffusion des radicaux générés et suggerent que le
processus est susceptible de se réaliser aussi bien sur la surface du semi-conducteur que dans

son voisinage trés proche [Parra et al., 2002].

De maniére plus globale, pour que le processus de dégradation des polluants ou des agents
pathogeéne ait lieu, il est nécessaire que les éléments interagissent. Ainsi, la réaction
photocatalytique hétérogéne, comme la plupart des processus catalytique polyphasique, se
décompose en cinq étapes. La premiéere étape est le transfert du contaminant (e.g.
microorganisme) de la phase liquide (ou gazeuse) vers la surface du semi-conducteur a travers
la couche limite. Cette étape est préalable a la réaction catalytique. Elle exprime le transport
d’un composé d’une région ou il se trouve en forte concentration vers une région ou il se
trouve en faible concentration. Le gradient de concentration est le moteur de cette étape, qui
est caractérisée par un coefficient de transfert de matiere. La deuxiéme étape est 1’adsorption
(adhesion). Elle decrit le processus d’adsorption du polluant [Guillot et Stoeckli, 2002] ou
d’adhésion du microorganisme [Pablos et al., 2013] a la surface du semi-conducteur. L’étape
suivante est la réaction photocatalytique. Le phénoméne d’excitation du catalyseur sous
irradiation va entrainer la production d’especes oxydantes. Ces espeéces réactives vont
dégrader les cibles adsorbées (adhérées) a proximité. Les vitesses de réaction entre les

radicaux et les composés organiques sont trés rapides (10°-10'° mol™.L.s™) [Buxton et al.,
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1988]. La réaction d’oxydation génére ensuite la formation de sous-produits de réaction. Ces
produits intermédiaires peuvent étre dégradés jusqu’a la minéralisation compléte de la matiére
carbonée: c'est-a-dire le rejet de dioxyde de carbone et d’eau uniquement. Il est a noté aussi,
que le mode de fixation (physisorption ou chimisorption) conditionne la réversibilité du
processus d’adsorption de ces composés et peut donc ralentir la cinétique de dégradation
[Friedmann et al., 2010]. Une fois le contaminant principal dégradé, les sous-produits ou les
résidus minéralisés sont désorbés de la phase solide puis transférés vers la phase liquide. Cette
désorption est générée soit par la rupture de liaisons libérant les produits intermédiaires, soit

par le biais de compétition et d’affinité préférentielle avec les molécules.

I11-4 Le semi-conducteur TiO,

Il existe de nombreux supports catalytiques. Le TiO, est le semi-conducteur le plus souvent
utilisé pour des applications environnementales et dans les activités scientifiques [Malato et
al., 2009]. Cela se justifie par son abondance, sa stabilité chimique qui le rend faiblement
toxique ainsi que ses propriétés physico-chimiques et de structure. Cet oxyde métallique est
aisément productible a partir de minerais d’ilménite (FeOTiO,) et de rutile (TiO,) [Lu et al.,
2011]. Le TiO; se présente sous différentes formes allotropiques ou polymorphiques (Figure

I-7) dont les principales phases utilisées en photocatalyse sont 1’anatase et le rutile.

Forme rutile Forme anatase
Figure I- 7: Mailles élémentaires des deux formes allotropiques du TiO, les plus courantes:

rutile et anatase [Augustynski , 1993].

La structure cristalline du TiO; se compose d’une unité de base qui est un octaédre de formule
TiOg” avec en son centre un atome de titane. Sous sa forme anatase, il est activé par le

rayonnement UV (£ = 388 nm). Le rutile et I’anatase ont le méme systéme cristallin
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quadratique, mais ils différent par I’arrangement des octaédres et leur distorsion, ce qui
influence leurs structures électroniques [Le Roux et Glasser, 1997]. En effet, la largeur de la
bande interdite du rutile est de 3 eV et celle de ’anatase est de 3.2 eV. Il est alors possible, a
partir de ces valeurs, de calculer la longueur d’onde maximale d’excitation du semi-

conducteur via la relation de Planck (Equation 1-13).

hC
Largeur (bande interdite) = 7 ECI- I-13

OU, h est la constante de planck égale & 4,13 10™ eV, C (m s™) est la vitesse de la lumiére et
A (m) est la longueur d’onde maximale d’excitation. Soit A = 388 nm pour l'anatase et £ = 413

nm pour le rutile.

Cela signifie que seuls les photons de longueur d’onde inférieure ou égale a 413 nm sont
susceptibles d’exciter le semi-conducteur, ce qui correspond au spectre du rayonnement UV,
D’autres semi-conducteurs utilisés en photocatalyse possédent un gap et par suite des

longueurs d’onde d’excitation différentes (Tableau I-5).

Tableau I- 5: Energies de bande interdite et longueurs d'onde d'activation de différents semi-
conducteurs [Malato et al., 1999].

Semi-conducteurs BaTiO; CdO CdS CdSe Fe,O; GaAs SnO, SrTiO; TiO, ZnO ZnS

Energiede Bande 33 21 25 17 22 14 39 34 32 32 37
interdite (eV)

Longueur ~ d'onde 375 590 497 730 565 887 318 365 390 390 336

(nm)

Par ailleurs, en comparant I’activité photocatalytique de 1’anatase et du rutile, il a été
démontré que la vitesse de recombinaison des paires de trous photogénérées (e/h*) est plus
¢levée pour le rutile que pour I’anatase [Schindler et Kunst, 1990]. L'anatase présente
également une forme plus photoactive. Cette activité est due a sa grande aptitude a désorber
I'oxygéne et adsorber les formes O, et O°" [Sclafani et Herrmann, 1996]. Toutefois, certaines
études ont démontré qu’un mélange de rutile (20%) et d'anatase (80%), induisait une photo

activité plus importante que chaque forme utilisée seule [Rincon et Pulgarin, 2003 ; Agustina

44



et al., 2005]. Ceci est rendu a une synergie entre les deux formes qui est susceptible de limiter

les phénoménes de recombinaison des paires électrons trous (€/h*) photogénérées.

I11-5 Paramétres physico-chimiques influencant la photocatalyse
hétérogene
Dans le cas spécifique d'une réaction photocatalytique ayant lieu dans un milieu liquide,
I’efficacité photocatalytique est dépendante de plusieurs facteurs, tels que la masse de

catalyseur et sa mise en forme, la densité du flux photonique incident et la composition de
I’effluent a traiter [Herrmann, 1999].

I11-5-1 Influence de la concentration et de la mise en forme du catalyseur
Le choix du catalyseur est un des éléments primordiaux pour le dimensionnement d’un
procédé de photocatalyse. Les procédés de photocatalyse en suspension permettent une
distribution homogene du catalyseur dans tout le volume du réacteur, développant une surface
specifique importante. La faible taille des particules de TiOz2 (généralement de 1’ordre de
quelques dizaines de nanomeétres) favorise le transfert de la matiére vers les sites
photocatalytiques. Pour un catalyseur en suspension, la vitesse de dégradation est d’autant
plus importante que la masse de catalyseur augmente [Herman, 1999, Plantard et al. 2011].
Ceci étant, il existe une valeur optimale de concentration en TiOz2 pour laquelle le catalyseur
absorbe la totalité des photons entrant dans le réacteur et par conséquent la vitesse de la
réaction se stabilise. Cette limite dépend de la géométrie du photoréacteur. Une quantité trop
importante (supérieure a la valeur optimale) engendrera une diminution du ratio entre le
nombre de molécules dégradées et la masse de catalyseur. Cela signifiera qu’une certaine
masse de catalyseur ne sera alors plus utile. Ainsi, une quantité optimale pour laquelle toutes
les particules sont accessibles au rayonnement UV est a définir pour chaque type de TiOzen
poudre et pour chaque géométrie de réacteur. Parmi toutes les études réalisées sur 1’influence
de la masse de catalyseur aussi bien pour la degradation des molécules [Assabane et al.,
2000 ; Correia et al., 2011] que pour la désinfection des microorganismes [Pal et al., 2005], il
ressort que la radiation incidente et le chemin optique a I’intérieur du réacteur sont les deux

parameétres fondamentaux pour trouver cet optimum.

L’emploi d’un catalyseur en poudre nécessite la présence d’un systeme de séparation en aval

du procédé, afin de récupérer le catalyseur. Le développement de catalyseurs supportés a ainsi
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permis de s’affranchir du probléme du post-traitement de séparation. Cependant, 1’utilisation
d’un support limite les transferts de matieére et surtout les transferts de rayonnement au sein du
volume réactionnel [Goetz et al., 2009, plantard et Goetz, 2014]. Pour optimiser les
performances de ces supports, les trois parametres principaux a prendre en compte sont le
taux de recouvrement en TiOz2, la géomeétrie du support et les propriétés physico-chimiques du
dép6t. Concernant la géomeétrie, des médias en deux dimensions et en trois dimensions ont été
développés et étudieés [Plantard et al., 2011 ; Elatmani et al., 2013 ; Plantard et Goetz, 2014].
Plusieurs supports plans ou 2D ont été testes tels que les fibres cellulosiques [Barka et al.,
2008 ; Correia et al., 2011] et I’acier inoxydable [Shang et al., 2003]. La société Ahlstrom a
commercialisé également un média 2D, constitué de TiO, en poudre (PC500) fixee
mécaniquement par un gel de silice sur une matrice cellulosique inerte. La configuration d’un
support en 3D permet d’augmenter la surface irradiée. Les supports sont variés : billes de
verres [Yu et al., 2002], carbone activé [Li Puma et al., 2008] et mousses [Ochuma et al.,
2007 ; Plesh et al., 2009 ; Plantard et al., 2011 ; Kouamé et al., 2013].

[11-5-2 Influence du flux photonique incident
L’irradiation est la source d’énergie a 1’origine de la photocatalyse. La littérature met en
évidence trois régimes de dépendance de la cinétique par rapport a la densité de flux lumineux
(Figure 1-8) [Ollis et al., 1991 ; Herrmann, 1995 ; Modestov et al., 1998]. Herrmann montre
I’existence d’un premier domaine d’irradiation ou la cinétique est directement proportionnelle
a D’irradiation. Ceci peut se traduire par une production d’espece radicalaire directement
proportionnelle a I’intensité lumineuse. Cependant au-dela d’un certain seuil, dont la valeur
est dépendante de la géométrie du réacteur et de la forme du catalyseur, la cinétique observée
expérimentalement devient proportionnelle a 1Y Pour des densités de flux trés importantes, la
vitesse de dégradation devient alors indépendante de | et dépend uniquement du transfert de

masse.
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Figure 1- 8: Influence du flux lumineux sur la vitesse de la réaction photocatalytique
[Herrmann, 1995].

[11-5-3 Influence de la composition du milieu aqueux
En 1993, Herrmann a mis en avant que I’efficacité d’un traitement photocatalytique est idéale
dans de I’eau déminéralisée [Herrmann et al., 1993]. En effet, la présence de minéraux sous
formes d’anions ou cations (SO4%, HCOs3, Ca?*, Na' et Mg?"), étant donné leurs caractéres
¢lectrostatiques attractifs ou répulsifs, avait pour effet de limiter I’adsorption des polluants
cibles a la surface du catalyseur et donc de freiner la vitesse de la réaction photocatalytique.
Dans d’autres études [Bekbdlet et Balcioglu, 1996], il a été rapporté que certains anions tels
que les bicarbonates (HCO3) pouvait piéger des espéces réactives comme les radicaux
hydroxyles OH®, ce qui engendre des carbonates (CO3 ) & caractéres moins actifs. Dans ce
contexte, Rincon et pulgarin ont étudié l'effet de 1’ajout de substances organiques et
inorganiques sur le traitement photocatalytique d’E. coli K12 en utilisant le TiO,. Cette étude
a démontré que 1’ajout, méme en faible quantité (0,2 mmol.L™), de substances tels que HCO3',
HPO,%, CI, NO; et S0, freinait significativement le taux d’inactivation bactérienne [Rincon

et pulgarin, 2004].

[11-6  Application de la photocatalyse hétérogene a la

désinfection dans I’eau

I11-6-1 Les études sur la désinfection

La désinfection des eaux par la photocatalyse hétérogene a été largement rapportée au cours
des 25 dernieres années [Pichat, 1994 ; Hoffmann, 1995 ; Sauer et Ollis, 1996 ; Mills, 1997 ;
Pichat et al. 2000 ; Malato et al., 2007 ; Sichel et al., 2007 ; Pigeot-Rémy et al. 2011 ; Kacem
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et al., 2014]. Depuis 1985, date ou Matsunaga a décrit la premiére application
photocatalytique pour la désinfection des trois especes bactériennes Lactobacillus
acidophilus, Saccharomyces cerevisiae et E. coli [Matsunage et al., 1985], différentes
investigations sur le processus de désinfection par photocatalyse de bactéries [Herrera Melian
et al., 2000 ; Ibanez et al., 2003 ; Kim et al., 2003], de virus [Matsunaga et al., 1985 ; Watts et
al., 1995], d’algues [Cornish et al., 2000] et de champignons [Kuhn et al., 2003] ont été
réalisées. A travers ces travaux, un certains nombre de parameétres clefs dans I’optimisation du
procédé ont été étudiés. On retrouve les parametres classiques d’optimisation d’un procédé
photocatalytique, a savoir la quantité de media photocatalytique, les propriétés du
rayonnement (plage spectrale, nature directe/diffuse) et en particulier la densité de flux
lumineuse [Wei et al., 1994 ; Watts et al., 1995 ; Robertson et al., 2005], mais également des
parameétres liés aux propriétés du milieu [Van Grieken et al., 2009] et a la nature du

microorganisme a traiter [Gill et McLoughlin, 2007].

La majorité de ces travaux ont été réalisés en utilisant le catalyseur TiO, [Malato et al., 2009].
Le catalyseur est utilisé aussi bien en suspension que sous sa forme supportée. Par exemple,
Wei et al. ont rapporté la destruction de 10° cellules/ml d’E. coli suite & un traitement
photocatalytique sous irradiation artificielle et utilisant le Degussa P25 en suspension [Wei et
al.,, 1994]. 1l a été démontré, que la viabilité cellulaire diminue en fonction de la dose de
catalyseur. Elle est directement proportionnelle a la densité de flux d’irradiation dans une
gamme allant de 180 & 1660 uE/s/m% Ces résultats concordent bien avec ceux trouvés par
Kim et al. [Kim et al., 2003]. Ces derniers ont étudié ’utilisation du TiO, en suspension pour
la désinfection de bactéries pathogénes telles que Salmonella enterica, Vibrio
parahaemolyticus et Listeria monocytogenes. Parmi ces especes, S. enterica a été la plus
vulnérable au traitement photocatalytique. Cette étude a mis en avant I’interdépendance entre

le taux de destruction des bactéries, le temps d’irradiation et la concentration en catalyseur.

D’autres travaux ont porté sur la possibilit¢ d’améliorer les performances du procédé de
traitement. Rincon et al. ont étudié I'effet d’ajout d’additifs sur le processus de desinfection
d’E. coli par le TiO, Degussa P25 en suspension [Rincon et al., 2004]. Les auteurs ont
démontré que l'addition de H,O, avait un effet positif sur I'inactivation de la bactérie aussi
bien dans des conditions photolytiques que photocatalytiques. L'ajout d'ions inorganiques tels
que HCO3, HPO,Z, CI, NO5 et SO,* & la suspension bactérienne a également été étudié.

Cependant, ces composés semblent inhiber la réaction photocatalytique. Ces résultats
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montrent que le processus photocatalytique et donc I’efficacité de désinfection dépend de la
composition du milieu a traiter. Pour approfondir cet aspect, Wist et al. ont rapporté la
désinfection de la bactérie E. coli dans de I’eau distillée et de 1’cau de riviére [wist et al.,
2002]. Lorsque le milieu est de I’cau distillée, aucune évolution de la population bactérienne
n’a été observée aprés 24h du traitement. Par contre dans les mémes conditions, une
croissance significative a été obtenue dans I’eau de riviére. Le développement de bactéries
dans I’eau de riviere semble étre di aux conditions favorables naturellement existantes dans
cette eau (nutriment, température, pH, etc). Des études ont aussi ciblé les possibilités de
traitement dans des conditions dites ‘réelles’ a savoir la désinfection des eaux usées pour une
application/réutilisation. Par exemple, Watts et al. ont étudié la désinfection par photocatalyse
hétérogéne d’une bactérie coliforme (5.10" UFC.mL™) et d’un polio virus (3.10° UFP.mL™)
dans un effluent secondaire en sortie de station d’épuration [Watts et al., 1995]. Les
expérimentations photocatalytiques, réalisées avec du TiO; en suspension et sous irradiation
artificielle, ont démontré une inactivation de 2 log du polio virus apres 30 min de traitement et
un taux d’abattement similaire en bactéries apres 150 min. Ce résultat montre que 1’efficacité
de désinfection par photocatalyse est dépendante de la nature du microorganisme a traiter. Il
met également en avant la complexité d’évaluer la capacité d’un traitement de désinfection

dans un effluent réel.

L’utilisation de catalyseur supporté a fait également I’objet de différents travaux, mettant en
avant 1’effet de la densité du flux lumineux, la forme du support et la nature du catalyseur
immobilisé sur les performances bactéricides de la photocatalyse supportée [Kikuchi et al.,
1997 ; Huang et al., 1998 ; Rincon et Pulgarin, 2003 ; Sunada et al., 2003]. Par exemple,
Sunada et al. ont rapporté une destruction de 4 log de la bactérie E. coli, déposée sur un film
de TiO, puisirradiée & 10 W.m™ pendant 80 min [Sunada et al., 2003]. Dans une autre étude,
Rincon et Pulgarin ont mis en évidence le pouvoir bactéricide du TiO, immobilisé par
procedé sol gel sur des membranes de Nafion, puis comparé ’efficacité de ce media a celle du
TiO, en suspension [Rincon et Pulgarin, 2003]. L’efficacité du média supporté a été surpassée
d’un facteur 4 par la suspension. Il a été conclu que I’épaisseur du support est un parameétre
déterminant dans 1’absorption du rayonnement par le catalyseur et influe sur I’efficacité de
désinfection du matériau photocatalytique. Dans une autre étude, Kuhn et al., ont rapporté
’utilisation de plexiglas revétu de TiO, Degussa P25 pour la désinfection d’une série de
bactéries comprenant E. coli, P. aeriginosa, S. aureus, E. faecium et C. albicans [Kuhn et al.,

2003]. Le but de cette étude était de classer la résistance de ces microorganismes vis-a-vis du
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traitement photocatalytique. En fonction des résistances obtenues (E. coli<P. aeruginosa<s.
aureus<E. faecium<C. albicans), il a été conclu que I’interaction du microorganisme avec le

catalyseur est un parametre déterminant dans le processus de désinfection.

De ces travaux, il ressort que le procédé de photocatalyse hétérogene est efficace pour la
désinfection d’une large gamme de microorganismes. A 1’heure actuelle, I’effet antimicrobien
de la photocatalyse n’est plus a démontrer, que ce soit avec des média catalytiques supportés
ou sous la forme de suspension. Par contre, les mécanismes et processus d’action régissant ce
phénomene sont insuffisamment connus et maitrisés. Des questions demeurent, notamment en
ce qQui concerne limportance de interaction entre le support catalytique et les espéces
cibles et son effet sur le processus de désinfection. Par ailleurs, la comparaison des
performances de désinfection des médias photocatalytiques, obtenues dans des conditions
opératoires différentes, demeure difficile. 1l ressort que les médias, qu’ils soient supportés ou
non, développent une capacité de désinfection qui dépend de leur capacité a absorber le flux
lumineux émis. Ainsi, pour comparer et optimiser les performances de chaque média, il
s’avere nécessaire de maitriser leur mise en forme et configuration de maniére a utiliser la

totalité du rayonnement disponible.

[11-6-2 Vers I’utilisation du rayonnement solaire pour la désinfection des
eaux

L’énergie solaire regue par an a la surface de la terre représente approximativement 15000
fois la consommation d’énergie annuelle mondiale. Une partie du spectre solaire est filtrée par
différentes couches atmosphériques (absorbée ou diffusée). Le spectre solaire atteignant la
surface de la terre est constitué de trois domaines : le domaine ultraviolet (UV, 200-400 nm),
le domaine visible (VIS, 400-700 nm) et le domaine infrarouge (IR, 700-1300 nm). lls
représentent respectivement 5% (50 W.m?), 40% (400 W.m-?) et 55% (550 W.m?) du
rayonnement atteignant la surface terrestre lorsque les conditions de rayonnement sont trés
favorables.

L’utilisation du rayonnement solaire en absence de catalyseur (photolyse) s’avére efficace
pour la désinfection des microorganismes dans 1’eau et s’inscrit parfaitement dans une
perspective de développement durable. La premiere application réussie de la désinfection des
eaux par rayonnement solaire (SODIS) a été publiée par Acra et al. dans le cadre d’un

programme de contr6le maladies, entrepris par 1’organisation mondiale de la santé [Acra et
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al., 1980]. Au cours de cette étude, les auteurs ont mis en évidence 1’inactivation de bactéries
entériques au bout de 6 heures d’exposition sous le soleil. Les temps d’inactivation d’autres
microorganismes sous une densité d’irradiation solaire globale de 1000 W.m™ ont également
été rapportés, tels que, Escherichia coli (1.5h), Cryptosporidium parvum (8h) et le polio virus
(6h) [Malato et al., 2009]. A travers ces travaux, il s’avére que la désinfection par voie solaire
est efficace pour le traitement d’une multitude de microorganismes. Néanmoins, les temps de
traitements restent relativement longs pour une application a plus grande échelle. Afin
d’amplifier les performances de la désinfection par rayonnement solaire et dans 1’optique de
développer un procéde propre, différents efforts ont été fournis pour mettre en ceuvre un
procédé photocatalytique utilisant le rayonnement solaire comme source d’UV. [Zhang et al .,
1994 ; Rincon et Pulgarin, 2004 ; Lonnen et al., 2005 ; Mendez-Hermida, 2007 ; Malato et al.,
2009]. Ces etudes permettent de retrouver I’effet de parametres conventionnels qui influent
sur le procédé photocatalytique (dose de catalyseur, densité de flux d’irradiation solaire)
[Malato et al., 2009]. On retrouve également, 1’influence d’autres facteurs liés a la ressource
solaire, tels que I’effet de la nature du rayonnement [Byrne et al., 2011] ou ’effet synergique
de la température et de la réaction photocatalytique [Wegelin et al., 1993]. Concernant ce
dernier aspect en particulier, il a été démontré que seule une température au dela de 50°C

pouvait accélérer significativement le processus photocatalytique d’inactivation bactérienne.

Dans les conditions de rayonnement les plus favorables, la performance de désinfection de la
photocatalyse hétérogéne solaire est globalement comparable a celle obtenues dans des
conditions artificielles [Gelover et al.,2006]. Néanmoins, comme tout autre procédé de
traitement, cette technologie fait face a des défis qui semblent limiter son utilisation a une
échelle plus importante. En effet, les catalyseurs développés et produits actuellement sont
principalement photosensibles au rayonnement UV. Il ressort de certaines études que la
photoactivation provient a 95% du rayonnement des UVA (315 a 400 nm). Dans le cas
particulier du TiO, (catalyseur de référence), cette gamme spectrale utilisable pour
photoexciter le semiconducteur représente approximativement 5% du spectre solaire [Janin,
2011]. Ceci constitue une véritable limitation dans 1’utilisation du rayonnement solaire. De ce
fait, de nombreux travaux ont été entrepris afin d’améliorer 1’efficacité des photocatalyseurs
sous rayonnement visible de fagcon a avoir un plus large réservoir de charges [Sun et al.,
2008 ; Grabowska et al., 2009]. Afin d’augmenter la part de rayonnement capté et utile pour
la photocatalyse, deux approches complémentaires ont été développées. La premiére envisage

d’améliorer les propriétés intrinséques du semiconducteur en le dopant par exemple avec
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d’autres matériaux afin de le rendre plus photosensible a une plus large gamme spectrale
[Agrios et Pichat, 2005]. La deuxiéme est I’optimisation de la mise en forme du catalyseur
afin de maximiser la captation du rayonnement [Plantard et Goetz, 2014].

[11-7 Meécanismes de la désinfection par photocatalyse
hétérogene
La réaction de photocatalyse hétérogene est une réaction photo induite par un rayonnement

UV incident. La désinfection peut avoir lieu donc aussi bien par effet photolytique que
photocatalytique.

[11-7-1 Effet photolytique
La gamme des UV, est composée des UVA (320 nm & 400 nm), les UVB (280 nm a 320 nm)
et les UVC (100 nm a 280 nm). Les multiples effets bactéricides causés par le rayonnement

UV en fonction de la longueur d'onde appliquée sont résumés dans la figure 1-9.

7
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I'ADN cellulaire Mutations Mort cellulaire

Figure 1- 9: Dommages provoqués par les radiations UV sur les cellules microbiennes
[Malato et al., 2009].

Les rayonnements UVC sont connus pour induire de multiples dommages au niveau de
I’ADN, via la dimérisation des pyrimidines et des purines [Malato et al., 2009]. Ce sont des
rayonnements génotoxiques. Les rayonnements UVB induisent des effets Iétaux et mutagénes,

tels que ’endommagement des lipides constituants la paroi cellulaire [Santos et al., 2013].
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Enfin, les rayonnements UV-A sont décrits comme également létaux au matériel génétique
formant des dimeres de pyrimidine [Tyrell, 1973]. Ce type de rayonnement cause également
des dommages oxydatifs au niveau des lipides des membranes cellulaires ainsi qu’une
carbonylation des protéines [Bosshard et al., 2010 ; Santos et al., 2013]. Il inhibe ainsi le

métabolisme respiratoire des microorganismes.

I11-7-2 Effet photocatalytique

Les premiers travaux consacrés a I’étude du mécanisme de désinfection par photocatalyse ont
été rapportes par Matsunaga et al. [Matsunaga et al., 1985]. L’étude, réalisée sur la levure S.
cerevisia, démontre que la Coenzyme A (CoA), impliquée dans une variété de réactions
biochimiques du microorganisme, est oxydeée par I’effet des radicaux OH®. Cette action inhibe
’activité respiratoire de la levure conduisant a son inactivation. Dans une autre étude, Saito et
al. ont mis en évidence une excrétion rapide d’ions potassium de protéines et de molécules
ARN, du microorganisme S. sobrinus parallélement a son inactivation [Saito et al., 1992].
L’excrétion de ce type de composantes intracellulaires dans le milieu réactif traduit la
destruction de la membrane cellulaire externe du microorganisme, ce qui inhibe ses activités
métaboliques et conduit a son inactivation. Pour approfondir cet aspect, Sunada et al. ont mis
en évidence, parallelement au traitement photocatalytique d’E. coli, la disparition de la
molécule d’endotoxine, qui est un composeé intégral de la membrane cellulaire chez la bactérie
[Sunada et al., 2003]. D’autres études, réalisées au biais du TiO, en suspension, ont également
mis en avant l’action de la peroxydation lipidique sur la destruction de la membrane
cellulaire, laissant infiltrer des nano particules de catalyseur a I’intérieur de la cellule
microbienne [Maness et al., 1999]. La destruction membranaire de cellules d’E. coli par voie
photocatalytique a également été rapportée par Pigeot-Rémy et al. Cette étude a mis en
évidence, via des observations microscopiques au TEM, des changements structuraux
progressifs au niveau de la paroi cellulaire, dues aux attaques radicalaires (Figure 1-10).
Parallélement a cette observation, 1’étude a mis en évidence la formation de sous produits de
dégradation membranaire tels que les cétones, les aldéhydes, les acides carboxyliques et le
CO; [Pigeot-Rémy et al., 2011].

Suite aux différents dommages photocatalytiques provoqués au niveau de la membrane
cellulaire et apres le relargage de composeés de hauts poids moléculaires tels que les protéines

dans le milieu extracellulaire, il a été démontré que lorsque le traitement persiste dans le
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temps, une minéralisation compléte des composants cellulaires pouvait avoir lieu. Ainsi, les
composés produits en fin de réaction seraient principalement le CO,, I’cau et des minéraux.
Cette minéralisation compléte a été décrite pour la premiere fois par Jacobay et al. aprés dépot

de E. coli sur des surfaces recouvertes de TiO [Jacobay et al., 1998].

1) @) 3)

Figure I- 10: Observations microscopiques par TEM des étapes de dégradation d’E. coli au

cours d’un traitement de photocatalyse en présence du TiO, en suspension ; (1) lyse de la
membrane cellulaire, (2) destruction de la membrane, (3) destruction des composantes

intracellulaires [Pigeot-Rémy et al., 2011].

Ces résultats ont été confortés par les études de Cheng et al., réalisées en phase liquide chez
Legionella pneumophila. Des mesures, réalisées notamment a 1’aide du carbone organique
total, ont permis le suivi et la mise en évidence du processus de minéralisation compléte des
bactéries [Cheng et al. 2007].

A travers ces travaux, il ressort que le mécanisme de désinfection par photocatalyse est le
résultat d’un effet synergique entre photolyse et réaction photocatalytique. L’effet du
rayonnement suivant sa longueur d’onde cible particuliecrement I’ADN moléculaire des
microorganismes. Quand a I’effet photocatalytique, il semblerait que ce soit I’altération de la
membrane cellulaire du microorganisme, due aux attaques radicalaires, suivie de la
destruction des composeés intracellulaires, qui soient les mécanismes principaux du processus

de désinfection.
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[11-8  Modélisation du processus de désinfection par

photocatalyse hétérogéne

La conception d’un systéme de désinfection repose essentiellement sur la connaissance de la
cinétique d’inactivation de microorganisme(s) indicateur(s) par le désinfectant. Dans le cas de
la photocatalyse, c’est I’effet synergique de la concentration en catalyseur et de la densité de
flux d’irradiation sur la vitesse du processus qui détermine la combinaison la plus efficace
entre le temps de contact et la dose a employer. Actuellement, la plupart de ces informations
sont obtenues a partir d’études réalisées a I’échelle laboratoire et extrapolée par une série de
modéles empiriques. D’une maniére générale, la modélisation de la désinfection dans 1’cau a
été initiée en se basant sur les principes d’une loi de premier ordre : la loi de Chick [Chick,
1908]. Chick a pu conclure sous certaines conditions, que les cinétiques d’inactivation des
microorganismes sont étroitement analogues a celles des réactions chimiques. Ainsi, les lois
fondamentales gouvernant les cinétiques de réactions chimiques ont été appliquées a des
réactions radicalaires sur des microorganismes. Pour une concentration donnée en
désinfectant, Chick a rapporté que la vitesse de désinfection est proportionnelle a la

concentration microbienne suivant I’équation 1-14.
F=-kC Eq. 1-14

Ou r est la vitesse de la désinfection exprimée en nombre de microbes par unité de volume par
unité de temps, C est la concentration en microbe exprimée en cellules par unité de volume et k

est la constante de vitesse dépendante de la nature et de la concentration du désinfectant.

Le modele de Chick est une formulation simpliste qui consiste a décrire une vitesse de
dégradation d’ordre 1 en fonction de la concentration en charge bactérienne. Néanmoins, elle a
fait I’objet d’une utilisation extensive dans la désinfection par le chlore, I’0zone et le peroxyde
d’hydrogene [McClellan, 2000] ou dans la désinfection photocatalytique de virus et de bactéries
coliformes [Watts et al., 1995]. Cependant, compte tenu de la complexité du processus de
désinfection par voie photocatalytique, différents profils cinétiques ne sont pas correctement
décrits par le modele de Chick. Afin de reproduire les différentes formes pouvant étre induites
lors de la desinfection par photocatalyse hétérogéne, des évolutions du modéle de Chick
(Tableau 1-6) ont été rapportées dans la littérature [Marugan et al., 2008 ; Dalrymple et al.,

2010]. A notre connaissance, ces modeles ne s’appuient pas sur des mécanismes locaux de
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destruction des bactéries. Ce sont des expressions purement mathématiques qui visent a
reproduire les profils observés des cinétiques d’inactivation. Elles ne rendent pas compte des
mécanismes de dégradation et ne prennent pas en considération I’influence de parametres clefs,
tels que la densité du flux lumineux, I’interaction entre le microorganisme cible et le

catalyseur ou encore le volume de I’effluent a traiter.

Tableau |- 6: Modéles empiriques pour la description des cinétiques de désinfection

microbienne dans l’eau [Marugan et al., 2008].

Nom du modéle Expression empirique Profil de cinétique
A
. c S
Chick Watson log == —ki[1 — exp(—k,t)] g
0 O
modifié Eq. I-15
_—
t
A
. N C (0 pour t < to S
Chick Watson a log 7= { k(- to) pourt > to %
retardement Eq. 1-16
e E—
t
A
Hom log£ = —kt" S
Co g
Eq. I-17
t >
. c ¢
Hom modifié log == —ky[1 — exp (—k,t)]*s g
0 o
Eg. 1-18 R

Le profil de cinétique, ayant été le plus rapporté, se décompose en trois phases : une premiére
phase de latence, une deuxieme phase de décroissance log linéaire et une troisieme phase sous
forme d’un palier final [Maruguan et al., 2008]. Les mécanismes intrinseques donnant lieu a
ces différentes phases sont insuffisamment connus et maitrisés. L’apparition courante d’une
phase de latence en début de la désinfection est probablement due a une résistance du
microorganisme aux attaques radicalaires induites par la photo-réaction. Dans ce cas,
I’inactivation du microorganisme (e.g. décroissance de la concentration) n’est observée qu’a

partir d’un certain seuil d’endommagement de la cellule [Marugan et al., 2008]. Ce concept
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est déja utilisé pour la description de I’inactivation bactérienne par voie thermique [Geeraerd
et al., 2000]. La présence du palier a la fin du profil d’inactivation peut étre justifiée, soit par
I’apparition d’une sous population microbienne devenue résistante au traitement [Berney et
al., 2006], soit par une inhibition de la réaction photocatalytique, due a la présence de sous
produits de dégradation rentrant en compétition avec le microorganisme cible [Benabbou et
al., 2007].

A ce jour, les études qui proposent un modele mécanistique abouti et capable de décrire
convenablement la désinfection photocatalytique sont peux nombreuses. Contrairement a
I’approche empirique, dans I’approche mécanistique, il s’agit de s’appuyer sur un processus de
dégradation afin de proposer un modele représentatif des mécanismes de photodégradation des
agents cibles. Ces modeles sont plus robustes et plus flexibles que les modéles empiriques. Ils
permettent de prendre en compte plusieurs variables pour décrire les étapes menant a la
désinfection [Weavers et Wicramanayake, 2001]. Plusieurs travaux ont été menés sur le sujet
[Dalrymple, 2011]. Les modeles mécanistiques les plus courants, sont le modéle a série

d’événements, le modele a cibles multiples et le modéle de Marugan.

Le modele a série d’événements est représenté par le schéma de principe (Equation 1-19). Le
processus de désinfection proposé se déroule en plusieurs étapes successives. La désinfection
est due a une succession de niveaux d’endommagement de la cellule microbienne qui méne a
la lyse de la cellule ou sa dégradation irréversible selon le niveau d’avancement de la réaction.
Ainsi, le microorganisme cible est considéré inactif (mort) a partir d’un certain seuil

d'endommagement [Severin et al., 1983].

ki ky ki Kn
Dy—-»D;->D,->D;..D,_1—D, Eq. 1-19

Au cours de cette série d'événements, chaque niveau d'endommagement (D;) est décrit par une
constante cinétique (ki) de premier ordre et un indice (i) représentant le niveau
d'endommagement. L’indice (n) représente le niveau d’endommagement seuil & partir duquel
le microorganisme est mort. Par exemple, les réductions bactériennes aux niveaux

d'endommagements respectifs Dy et D1 sont exprimées par les équations 1-20 et 1-21 :
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dCp,

dt = —k1C0 Eq 1-20
dc
d?l - k1C0 - kZCDl Eq 1-21

Ou, Cp et Cp; sont les concentrations du microorganisme (cellules par unité de volume de
solution & traiter) au niveau d'endommagement correspondant et C, est la concentration

microbienne initiale.

Le nombre total de microorganismes survivants représente la somme de tous les
microorganismes ayant subis un endommagement en dessous du seuil maximal. En admettant
que les constantes cinéetiques (ki) soient égales pour tous les niveaux d'endommagement, le
taux de réduction microbienne totale s’exprime finalement en fonction de la concentration
initiale Co, et finale C (cellules par unité de volume de solution a traiter), la constante de

dégradation k (unité de temps™) et pour n niveaux d’endommagement suivant I’équation 1-22.

c£ = exp {—kt + In (1 + Z?=1(ki—?i)} Eq.1-22

(0]

Le modeéle a cibles multiples est similaire au modéle précédent. Cependant, dans ce cas le
nombre (n) ne correspond pas a un niveau d’endommagement seuil, mais plutdét au nombre
d’événements de dégradation a réaliser ou cibles a atteindre pour que le microorganisme soit
inactif. Ainsi, l'inactivation du microorganisme est valide une fois que la somme des
événements a eu lieu, c'est-a-dire, toutes les cibles endommagées. Le taux de réduction
microbienne totale s’exprime en fonction de la concentration initiale Co, et finale C en
(cellules par unité de volume de solution a traiter), la constante cinétique de dégradation k

(unité de temps™) et pour n cibles & dégrader suivant 1’équation I-23.

C£ =1—(1—ekOyn Eq. 1-23

0

Le modele de Marugan décrit la désinfection par photocatalyse en se basant sur des
interactions de type Langmuir entre les microorganismes cibles et les particules de catalyseur

[Marugan et al., 2008]. Les modeles, bases sur des interactions de type Langmuir sont
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largement utilisés pour décrire les cinétiques de dégradation de molécules chimiques. Ils
impliquent une premiere étape d’adsorption du polluant sur la surface du catalyseur suivie de
la réaction photocatalytique subséquente. Afin de décrire la cinétique de désinfection,
Marugan a pu utiliser ce modéle en ajoutant en plus un niveau intermédiaire de dégradation. Il
classe ainsi les microorganismes selon trois groupes: les microorganismes intacts, les
microorganismes endommageés et les microorganismes inactivés (morts). Ainsi, ce modéle
tient compte du couplage des cinétiques de transfert de masse (de la phase liquide vers la
surface du support) et de la cinétiqgue de desinfection. L’évolution aussi bien des
concentrations en bactéries intactes qu’endommagées peut étre exprimeée respectivement

suivant les deux équations différentielles 1-24 et 1-25.

y
dCundam __ —k Kpseudo Cyundam Eq. 1-24
ac 14K ¢y 4K 34 o
pseudo “yndam™ "pseudo “dam
dc K cy -K c
dam __ k pseudo “undam” fpseudo “dam Eq. I-25
at 1+Kpseudo andam‘*'Kpseudo chi/am

Ou Cyngam et Cgam (cellules par unité de volume de solution a traiter) sont les concentrations
respectives des microorganismes intacts et endommages, Kyseudo (Unité de temps™) et k
(cellules par unité de volume de solution a traiter par unité de temps) sont les paramétres du

modele Langmuir.

Au vue de I’ensemble de ces modéles, il apparait que I’inactivation des microorganismes par
voie photocatalytique est trés complexe et dépend d’une large gamme de variables connues et
d’autres qui sont encore mal maitrisées. De ce fait, la modélisation du processus de
désinfection nécessite inévitablement des simplifications fortes et des approches empiriques
afin de représenter au mieux les allures des cinétiques de désinfection produites [Dalrymple,
2011].
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[11-9 Conditions de mesure et évaluation de la réduction

microbienne

La définition de la viabilité¢ d’un microorganisme au cours du traitement photocatalytique est
tres controversée. Elle est liée a difféerents critéres physiologiques et/ou métaboliques du
microorganisme, tels que sa culturabilité, son intégrité membranaire, son activité respiratoire
ou encore son activité enzymatique. Cette variété de critéres correspond a des états
physiologiques des bactéries. Par conséquent, selon le critére choisi, on ne définit pas un
méme état bactérien. Lors du processus de désinfection, les différents critéres apportent des
informations complémentaires. Pour identifier le degré de dégradation des bactéries, il existe
différentes techniques de quantification bactérienne qui sont basées sur un ou plusieurs de ces
criteres. Le choix de la méthode du suivi « de la viabilité du microorganisme » au cours du
traitement est donc un facteur clef a considérer. Selon la méthode, les informations apportées
donneront des lectures différentes des résultats expérimentaux.

A titre d’exemple, Rincon et al., ont rapporté une différence nette entre la réponse d’une
méthode de détection sélective et celle d’une méthode non sélective pour le suivi de la
bactérie E. coli au cours de la désinfection par photocatalyse [Rincon et al., 2004]. La
méthode non sélective (comptage sur boite de pétrie dans le milieu Agar) a donné lieu a une
réponse 1000 fois supérieure a celle obtenue par la méthode sélective (comptage dans le
milieu E. coli CHROMagar). Ainsi, il est important de bien maitriser 1’information donnée
par la méthode de quantification de fagon a interpréter correctement les performances du
procédé. Les résultats pouvant induire a une sous ou surestimation de 1’efficacité de

traitement, il semble donc essentiel de coupler les méthodes de quantification.

Un second point, spécifique a I’évaluation de la capacité de traitement d’un procédé, est la
considération de 1’aspect biologique de la cible. En effet, 1’évaluation de I’efficacit¢ du
traitement en (%) peut étre parfaitement acceptable dans le cas de la dégradation de polluants
chimiques. Néanmoins, lorsque I’on considére la désinfection de microorganismes, cela peut
étre moins approprié. En effet, quelques études rapportent les résultats des taux de survies ou
d’abattement des microorganismes en (%). Cependant, une prudence particuliére doit étre
prise quant a D’interprétation de tels résultats. A titre d’exemple, la réduction d’une charge
bactérienne de 10° cellules.mL™ & une charge de 10° cellules.mL™ correspondrait & un taux
d’abattement de 99.99%. Quoique ce niveau de destruction paraisse effectif, la charge

microbienne persistante aprés le traitement (10° cellules.mL™) continue & présenter un niveau
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de contamination significatif. Cette charge représente non seulement un danger potentiel, mais
aussi permettrait éventuellement une re-croissance microbienne aprés le traitement. Par
conséquent, il est nécessaire d’inclure des méthodes de détection complémentaires afin

d’étayer les résultats obtenus par la méthode de quantification utilisée.

Conclusion

Dans ce premier chapitre, une synthése bibliographique centrée sur le procédé de
photocatalyse hétérogene dédié a la désinfection dans I’cau a été présentée. Il ressort de ce
travail le potentiel de la photocatalyse et sa complémentarité avec les procédes de traitement
conventionnels pour la désinfection des microorganismes dans les eaux usées. Le processus
du traitement par photocatalyse, a caractere non-sélectif, est un atout majeur en comparaison a
d’autres procédés dont les performances sont limitées face a une grande variabilité
microbienne. Cette technologie se distingue également par la possibilité d’utiliser la ressource
solaire, qui la rend peu énergivore.

Dans ce travail, il a été important, afin de justifier le choix des axes de recherche abordés, de
définir la notion d’indicateurs microbiens. Ces indicateurs sont un moyen pour estimer
judicieusement I’efficacité d’un procédé de désinfection. Parmi ces indicateurs, la bactérie
Escherichia coli est retenue comme indicatrice de contamination fécale. Afin de maitriser le
processus de désinfection par voie photocatalytique, il a été également nécessaire de faire
apparaitre les facteurs déterminants qui interviennent dans le déroulement du processus, tels
que la mise en forme du catalyseur, la densité du flux lumineux et la composition du milieu a
traiter.

Par ailleurs, malgré la performance avérée du catalyseur en suspension, le développement de
catalyseurs supportés s’avére nécessaire pour étendre le traitement par photocatalyse
hétérogéne a une échelle plus importante. 1l ressort que le rayonnement UV ainsi que
I’interaction entre le microorganisme cible et le catalyseur sont des points clefs dans la
compréhension du processus de desinfection. De ce fait, ces facteurs doivent étre considérés
dans Doptique de développement de modéles mathématiques visant a décrire
convenablement le fonctionnement du procédé photocatalytique en désinfection. En
s’appuyant sur les modéles existants, ayant été 1’objet de la derniére partie, il s’agit de
véritablement évaluer le potentiel de ce type de procéde pour la désinfection. Ces modeles
ont pour objectif de permettre le dimensionnement des réacteurs pour des applications dans

des conditions dites réelles ; effluent réel et condition d’irradiation solaire. Finalement,
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I’appréhension du processus de désinfection démontre le choix tres important de la méthode
de quantification microbienne. L utilisation de méthodes de quantification complémentaires
s’avere donc nécessaire pour s’assurer de la description et de la compréhension des processus

de désinfection ayant cours lors de la photocatalyse.
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CHAPITRE Il Inactivation d’Escherichia coli par
photocatalyse hetérogene dans un réacteur ferme
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Introduction

La photocatalyse hétérogéne et en particulier la photocatalyse hétérogeéne solaire s’inscrivent
dans le contexte de développement durable et permettent d’envisager 1’élimination des agents
pathogenes [Zhang et al ., 1994 ; Rincon et Pulgarin, 2004 ; Lonnen et al., 2005 ; Mendez-
Hermida, 2007 ; Malato et al., 2009] ayant persisté dans I’effluent de sortie d’une filiére de
traitement classique. Ces procédés, fonctionnant a tempeérature et pression proches des
conditions ambiantes, mettent en ceuvre une réaction photochimique pour activer un semi-
conducteur solide et induire la formation d’espeéces fortement oxydantes telles que les
radicaux hydroxyles (OH®). Ces radicaux trés réactifs permettent d’oxyder toute maticre
organique d’une maniére non sélective et sont a la base du processus de désinfection par voie
photocatalytique. Le semi conducteur peut étre utilisé sous la forme de poudre nanométrique
mise en suspension ou fixé sur un support solide. Il existe aujourd’hui un consensus autour de
’utilisation du catalyseur sous forme de poudre en suspension, comme catalyseur de
référence. Cependant, la forme pulvérulente pose le probléeme de la séparation liquide-solide
en fin de traitement. Les axes de développement s’orientent donc vers I'utilisation des médias
catalytiques supportés.

Par ailleurs, dans un contexte de développement durable, le transfert de cette technologie
existante sous irradiation UV artificielle vers une utilisation de 1’énergie solaire semble
prometteur. Cependant, ’utilisation de 1’énergie solaire pose deux inconvénients a savoir la
disponibilité et I’intermittence de la ressource. De plus, les propriétés des catalyseurs actuels,
qu’ils soient mis en suspension ou supportés, présentent des performances bien trop faibles
pour concevoir un procédé permettant d’utiliser la ressource solaire [Herrmann, 1999]. Ces
lacunes sont principalement liées aux propriétés des catalyseurs telles que les phénomeénes de
recombinaison (limitant le rendement de production d’espéces radicalaires [Minero, 1999]) et
le gap énergétique, (qui ne permet pas d’exploiter une large bande spectrale [Malato, 2002]),
mais aussi aux caractéristiques du couple rayonnement et média photocatalytique au sein du
milieu réactionnel. En effet, 1’utilisation de la ressource solaire UV, qui ne représente que 50
W.m?, impose de mettre en forme des médias qui permettent d’exploiter au mieux les

photons.

Ainsi, le développement d’un procédé de traitement photocatalytique permettant 1’utilisation
du rayonnement solaire fait ressortir deux verrous scientifiques et technologiques qui sont au

ceeur de notre thématique. Le premier verrou réside dans le manque de connaissance du
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couplage - ressource disponible et performances des catalyseurs. Le deuxiéme verrou réside
dans la difficulté a décrire le fonctionnement du procédé compte tenu de I’intermittence de la
ressource solaire. Les fils conducteurs de ce travail consistent alors a i) définir les couples de
catalyseurs/réacteur afin d’utiliser le rayonnement disponible de maniére optimale, pour leur
intégration dans un procéde solaire et ii) mettre en place un outil de simulation qui permet de
décrire le fonctionnement du procédé tout en tenant compte de la mise en forme du catalyseur
et de la variabilité de la ressource solaire. L’objectif a terme de ce travail est de mettre en
place un procédé de désinfection par photocatalyse hétérogéne solaire, d’eau résiduaire
urbaine en sortie d’'une STEP. La premiére brique consiste alors a évaluer les performances
germicides de la photocatalyse hétérogéne en fonction de différents parametres clefs régissant
le processus de désinfection. Cette tache est d’autant plus difficile en raison de la composition
complexe des eaux résiduaires et de I’intermittence de la ressource solaire. Ainsi dans un
premier temps, notre démarche consiste a travailler sur un cas simplifié avec un
microorganisme cible et dans des conditions de fonctionnement maitrisées. Il s’agit donc
d’étudier Dl’effet de différents parameétres clefs régissant le procédé d’inactivation du
microorganisme modele par photocatalyse, puis d’établir une loi cinétique permettant de
décrire le fonctionnement du procédé dans des conditions contrélées et enfin valider cette loi

dans des conditions de fonctionnement dites ‘réelles’ (irradiation solaire).

Dans ce travail, le choix du microorganisme cible s’est port¢é sur un indicateur de
contamination fécale des eaux usées, Escherichia coli. Cette bactérie a été choisie car elle est
facile a cultiver, présente des métabolismes bien connus et fait 1’objet de nombreux études
bibliographiques [Bekbolet et Araz, 1996; Huang et al., 2000; Liu et Yang, 2003; Kuhn et al.,
2003].

Dans une premiére partie, les expérimentations photocatalytiques sont conduites dans un
réacteur de laboratoire en mode batch et dans des conditions d’irradiation, de pH et de
température contr6lées. Au cours de cette étude, trois matériaux photocatalytiques ont été
utilisés. Ces matériaux sont des catalyseurs commerciaux a base de dioxyde de titane (TiO,).
Ils se présentent sous la forme de deux poudres de tailles granulométriques différentes
(rapport 1000), le Degussa P25 et le VP Aeroperl P25/20 et d’un catalyseur supporté (media
Ahlstrom).

Préalablement aux expérimentations photocatalytiques, une approche visant a définir les

conditions de mesure avec le procédé de désinfection est proposée. Cette premiére étape
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consiste a déterminer la mise en ceuvre optimale de chaque catalyseur utilis¢ afin de pouvoir
comparer leur efficacité de traitement dans des conditions de fonctionnement identiques.

Les finalités de cette sous-partie sont de i) évaluer en absence d’irradiation I’affinité de
chacun des catalyseurs avec la bactérie E. coli, ii) évaluer 1’action directe de la photolyse puis
de la photocatalyse sur la désinfection de la bactérie cible dans des conditions d’irradiation
assimilables a des conditions solaires, iii) classer ’efficacité de chacun des catalyseurs pour
un traitement de la bactérie E. coli sous une configuration optimale de fonctionnement et iv)
établir un modele cinétique permettant de simuler au mieux le fonctionnement du procéde de

traitement photocatalytique dans les différentes conditions d’irradiation étudiées.

Dans la deuxiéme partie, les mesures sont réalisées dans des conditions dites réelles :
(solaires, effluent reel). Les expérimentations photocatalytiques sont conduites dans un
réacteur a plus grande échelle fonctionnant également en mode batch. Le traitement de la
bactérie E. coli est étudié dans différentes matrices (solution de Ringer pure, effluent réel
stérile, effluent réel) et en utilisant le catalyseur Degussa P25 en forme de poudre (catalyseur
de référence). La finalité est d’établir les cinétiques de désinfection d’E. coli par voie
photocatalytique solaire dans les différentes matrices étudi¢es afin de 1) évaluer I’efficacité de
désinfection de la bactérie cible dans des conditions solaires, ii) étudier 1’effet de la nature du
milieu sur ’efficacité de désinfection et iii) valider la méthodologie et la loi cinétique établie

initialement dans des conditions solaires.

|- Présentation de 1’indicateur de choix : Escherichia coli
I-1 Portrait

Escherichia coli (E. coli) (Figure 11-1) est une bactérie a Gram (-) nommeée aussi colibacille
qui fait partie de la famille des entérobactéries. Isolée, groupée par deux ou plus rarement en
amas, cette bactérie peut apparaitre sous forme bacillaire assez courte (2 a 3 um x 0,7 um) ou
filamenteuses dans les vieilles cultures. E. coli est une bactérie coliforme fécale, géneralement
commensale et souvent associée aux déjections humaines ou animales. Elle vit d'habitude
dans I'intestin et est majoritairement inoffensive. En effet, plus de 95 % des souches d’E. coli
ne sont pas dangereuses et sont au contraire utiles a notre métabolisme. Néanmoins, certaines
souches d’E. coli peuvent étre pathogenes pouvant entrainer des gastro-entérites, des

infections urinaires ou des méningites. Quelques souches peuvent méme étre mortelles.
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Les conditions optimales de réplication d’E. coli sont une température de 37 °C et un pH
neutre. Dans ces conditions, la bactérie se réplique tres rapidement (approximativement toutes
les 20 min) mais elle peut toutefois étre cultivée sur une plage de 15 °C — 45 °C. A I’échelle
du laboratoire, c’est la bactérie la plus étudiée grace a son métabolisme bien connu. De plus,
sa haute résistance a divers effets bactéricides (I’irradiation UV par exemple) relativement a
d’autres bactéries, fait d’elle un bon indicateur de présence de contamination fécale dans les

eaux usees [Acra et al., 1984].

Figure ll- 1: Portrait photographique d’E. coli.

I-2 Méthode de quantification : la microplaque MUG/E. coli

La quantification bactérienne peut étre réalisée suivant différentes méthodes. Il convient de
distinguer la méthode de culture (comptage indirecte de bactéries apres une étape de culture),
la méthode microscopique (comptage direct des bactéries observées sous microscope) et la
méthode moléculaire (quantification de I’ADN des bactéries). Dans ce travail, la
quantification bactérienne d’E. coli est réalisée suivant la méthode des microplaques MUG/E.
coli [NF EN ISO 9308-3]. Cette méthode standardisée fait partie des méthodes de culture. Elle
permet de détecter D’activité enzymatique des bactéries éventuellement présentes dans
I’inoculum puis de retrouver leur nombre le plus probable par unité de volume d’échantillon

analyse.

Le principe de cette technique est simple. Chaque microplaque (Figure 11-2) se compose de 96
puits (12 rangees de 8 puits) contenants un substrat, le MUG (4- méthylumbelliféryl-p-D-
glucuronide). Ce dernier est incorporé dans un milieu de culture (peptone, salicine, Tripton X)
déshydraté et fixé au fond des puits de la microplaque. La réhydratation du milieu se réalise

lorsque I’échantillon liquide a analyser est introduit dans les puits.
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Figure lI- 2: Photographie d’une microplaque MUG/E. coli

L’¢échantillon est introduit dans les rangés de puits suivant des dilutions décroissantes
(1/200000 ; 1/20000 ; 1/2000 ; 1/200 ; etc) puis incubé a 44 °C pendant 24 h. L'incubation a
cette température est étudiée afin d'inhiber la croissance d’une éventuelle contamination
microbiologique extérieure. Au cours de la phase d’incubation (culture), la bactérie
Escherichia coli hydrolyse le MUG en 4-méthylumbelliférone. Ce dernier émet une
fluorescence bleue qui peut étre observée sous une lampe UV proche du visible. Le nombre
de puits fluorescents permet de déterminer un nombre caractéristique a qui on associe une

concentration bactérienne (NPP/100mL) en se référant a la table NPP de Mac Gradly.

I-3 Culture bactérienne et préparation de la suspension mere

La souche bactérienne E. coli DSM 30083 a été utilisée dans toutes les expérimentations
photocatalytiques. Cette souche de laboratoire est un organisme modéle qui est non
pathogeéne, utilisé dans la recherche de laboratoire.

Pour préparer une solution mére, une colonie bactérienne d’E. coli cultivée sur milieu gélosé
est, dans un premier temps, repiquée et ensemencée dans 1 mL de milieu Luria Bertani (LB)
dans des conditions stériles, puis incubée a 37 °C pendant 24h. Un volume de 0.5 mL de la
pré-culture obtenue est réensemencé dans des conditions stériles, dans 100 mL de milieu
Luria Bertani (LB) puis incubée a 37 °C dans des conditions aérobiques. Le suivie de la
croissance bactérienne est fait grace a un contrdle périodique de la densité optique de la
suspension sous une longueur d’onde de 600 nm via un spectrophotomeétre (UV mini — 1240,
Shimadzu). La phase stationnaire est obtenue apres 22 h de culture (Figure 11-3). La

concentration bactérienne de la solution « mére » obtenue est de ’ordre de 10° NPP/L.
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Figure Il- 3: Cinétique de croissance d’E. coli a pH neutre et a température égale a 37°C.

Les suspensions bactériennes utilisées pour les traitements photocatalytiques, sont obtenues
par dilution adéquate de la suspension mere (en phase stationnaire). Celle-ci étant stockée a
4°C tout au long des traitements photocatalytiques pour éviter toute contamination et
évolution de la concentration. La solution de dilution utilisée est la solution de « Ringer ».
Cette solution saline est composée de chlorure de calcium 0,12 g.L™, chlorure de potassium
0,1 g.L™ bicarbonate de sodium 0,05 g.L™, chlorure de sodium 2,25 g.L™". Elle assure

1’équilibre osmotique du milieu et préserve le bon état physiologique des cellules.

I1- Matériaux photocatalytiques

Pour un catalyseur donné, la surface développée est un facteur clef permettant de favoriser les
interactions entre les bactéries et la surface réactive. Les suspensions de poudres répondent
parfaitement a ce critére. Cependant, I’emploi d’un catalyseur en poudre nécessite un post
traitement de filtration et représente ainsi une contrainte de colts d’investissement et de
maintenance. D’ou I’intérét grandissant de ’utilisation des catalyseurs supportés. Néanmoins,
quoique les catalyseurs supportés permettent de s’affranchir du post-traitement, leur
utilisation peut engendrer une limitation liée au transfert de matiére ou au transfert de
rayonnement au sein du volume réactionnel.

Afin d’apporter une réponse a ces différents points critiques, les expérimentations
photocatalytiques sont conduites en utilisant trois catalyseurs a base de TiO,, a savoir le

catalyseur Degussa P25 et le VP Aeroperl P25/20 en forme de poudre et le catalyseur
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supporté Ahlstrom. Les matériaux en poudre se rejoignent en termes de propriétés surfaciques
mais différent de leur rapport de taille (rapport 1000) et donc de leur surface réactive. Quand
au matériau supporté, il se présente sous la forme d’une matrice cellulosique recouverte de
catalyseur. Ce choix de matériaux permet d’étudier dans des conditions de fonctionnement
identiques, I’effet de la mise en forme du catalyseur sur sa capacité a utiliser la lumiére, sa

capacité a interagir avec la bactérie cible et sur son efficacité de désinfection.

I1-1 Le TiO, supporté: media Ahlstrom Grad 1048
L’Ahlstrom Grad 1048 (Figure 11-4) est un catalyseur supporté a base de TiO, Millenium PC-

500 commercialisé par la firme Ahlstrom. Ce média photocatalytique, d’une surface
spécifique égale & 96 m2.g™, est composé de fibres cellulosiques (38 g.m™), de TiO, (20 g.m"
%), de SiO, (13,3 g.m™) et de zéolites (3,4 g.m™). Le media a un taux de recouvrement en TiO,
égal a 20% [Correia, 2011]. Les particules de TiO, ont une structure cristalline exclusivement
anatase (> 99 %), une taille moyenne de particules comprise entre 5 et 10 nm et une surface
spécifique qui se situe aux alentours de 340 m2.g™. 1l est fixé sur le support via un procédé
particulier : le «size press » et est maintenu au support fibreux grace a un liant inorganique

constitué de fibres de silice colloidales.

Figure 11- 4: Media Ahlstrom Grad 1048

Les etudes menées sur le media Ahlstrom mettent en avant son évolution au cours des
premiers cycles d’utilisation. Un phénoméne de relargage de poudre de TiO, dans le milieu
liquide a été observé a plusieurs reprises, ce qui impacte sur son activité photocatalytique
avant une stabilisation [Lhomme, 2006 ; Janin, 2012]. Afin de s’assurer de la répétabilité de
’activité photocatalytique du catalyseur, un protocole de lessivage préalable est réalisé. Cette
procédure, qui précede 1’étape du traitement photocatalytique, consiste a rincer a plusieurs

reprises le matériau avec de 1’eau ultra pure afin de minimiser le relargage.
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[1-2 TiO, en poudre
I1-2-1 Le Degussa P25

Gréace a ses propriétés semi-conductrices et a sa faible granulométrie, le TiO, Degussa P-25
sert de catalyseur de référence. Il exprime la meilleure efficacité de traitement
photocatalytique dans 1’eau due a sa bonne répartition dans le volume réactionnel [Plantard et
Goetz, 2014]. 1l s’agit d’une poudre blanche (Figure II-5) utilisée en suspension. Sa structure
cristalline est composée principalement d’anatase (78%) et de rutile (22%). Sa surface
spécifique est de 54 m2.g™* et la taille de ses grains est centrée autour de 20 nm. En fonction de
la valeur du pH du milieu réactif, ces grains ont tendance a s’agglomérer pour former des
agrégats de tailles plus significatives (100 nm). Ainsi, préalablement aux expérimentations,
les échantillons de TiO, sont traités systématiquement par ultrasons dans un faible volume
d’eau distillée (20 mL) et durant 15min afin de minimiser la présence des agrégats au cours

du traitement photocatalytique.

Figure 11- 5: Poudre de TiO;

I1-2-2 Le VP Aeroperl P25/20

Le deuxiéme catalyseur en poudre est le TiO, VP Aeroperl P 25/20. 1l s’agit aussi d’une
poudre blanche. Sa structure cristalline est composée principalement d’anatase (80%) et de

"1 et la taille de ses grains est centrée autour

rutile (20%). Sa surface spécifique est de 46 m2.g
de 20 um. Soit un rapport de taille de 1000 avec le P25. La granulométrie importante de ce
matériau comparée a celle du Degussa P25 (20 nm) facilite sa séparation de la phase liquide
(par filtration ou décantation) et donc le post traitement qui représente a ce jour un frein a

I’application du traitement photocatalytique des eaux résiduaires a 1’échelle industrielle.
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I11- Optimisation de la mise en ceuvre du matériau

La performance d'un matériau photocatalytique est fortement dépendante de sa capacité a
absorber le rayonnement qu'il recoit [Plantard et Goetz, 2014]. Etant donné la mise en forme
differente de chacun des catalyseurs étudies, les efficacités de traitement de ces derniers
doivent étre comparées a méme quantité de lumiere absorbée. Ainsi, la premiere étape
consiste & déterminer la mise en ceuvre optimale de chaque catalyseur. Cela correspond a la
détermination de la configuration permettant idéalement d'absorber la totalité du rayonnement
recu par la surface du catalyseur. Pour une poudre, la grandeur caractéristique de mise en
ceuvre est définie par sa concentration [Mills, 1997 ; Herrmann, 1999 ; Minero, 1999 ; Correia
et al., 2011 ; Janin, 2012 ; Plantard et Goetz., 2014]. Dans le cas d’un média 2D, le taux de
recouvrement de la surface par le photocatalyseur est un parameétre d’intérét [Correia et al.,
2011]. Dans le cas d’une mousse, les paramétres clés de mise en ceuvre sont donnés par la
maille caractéristique, la densité des pores etc. [Plantard et al., 2011 ; Elatmani et al.,2013 ;
Plantard et Goetz 2014].

Un banc optique est mis en place pour déterminer ces configurations optimales. Le protocole
établi vise a mesurer la transmittance de lumiere en fonction de la dimension et la mise en
ceuvre de chaque catalyseur. L objectif est d’établir une corrélation entre les propriétés des

catalyseurs et leur capacité a transmettre et/ou réfléchir le rayonnement.

I11-1 Le banc optique

L’absorption de la lumiére par le photocatalyseur est étroitement dépendante de ses
performances de traitement. Quelque soit le media utilisé, si la quantité de photon absorbée
«utilement» par le photocatalyseur (servant a la production de OH°) est tres délicate a
déterminer, il reste essentiel de connaitre le gradient d’irradiation au sein du média.
L’utilisation de médias catalytiques en 3 dimensions tels que des particules en suspension
génére une dispersion du flux photonique incident. Ce phénomeéne de déviation ne permet pas
de mesurer correctement le flux sortant du milieu par un spectrophotométre classique
mesurant habituellement un flux collimaté. Un banc optique (Figure 11-6) constitué¢ d’une
source lumineuse simulant une irradiation solaire (250 < A < 2500 nm), d’une sphére
d’intégration et d’un spectrophotomeétre (Ocean optique HR4000) a été mis en place pour
mesurer la totalité du rayonnement. En effet, la sphére d’intégration permet de collecter le
rayonnement diffus et collimaté. Les propriétés optiques de chacun des catalyseurs étudiés

sont définies ainsi par la mesure du flux de lumiere global qu’ils transmettent.
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Le principe de mesure de la transmittance du flux lumineux a travers le catalyseur repose sur
I’association de la sphére d’intégration avec le spectrophotomeétre. Le rayonnement a
caractériser pénétre par une ouverture calibrée a 1’intérieur de la sphére dont la surface interne
est revétue d’une couche de sulfate de baryum, matériau parfaitement réfléchissant (>95%
pour A>250 nm). La mesure du rayonnement en sortie de la sphere est assurée par
I’intermédiaire d’une fibre optique dont les extrémités sont connectées d’une part a la sphere
intégrante et d’autre part au spectrophotometre. L’ensemble fibre/spectrophotométre est
calibré avant chaque série de mesures par I’intermédiaire d’une lampe de calibration
connectée directement sur ’entrée de la fibre optique. La gamme spectrale mesurable avec le
spectrophotométre utilisé est limitée a des longueurs d’onde comprises entre 250 et 1100 nm.
Ce domaine, bien qu’incomplet au regard du spectre solaire, permet de visualiser les trois

domaines principaux constitués de 1’UV, du visible et du proche Infra Rouge.

Simulateur solaire
Acquisition 1000W
de la transmission de lumiére

Poudre de TiO:
en suspension
\

Sphére
d'intégration

Sphére d'intégration
Poudre de TiO:
en suspension

(a) (b)

Figure 1l- 6: Photographie du banc optique (a) Principe de mesure de la transmittance a

travers la sphere d’intégration (b).

111-2 Mode opératoire

La détermination des propriétés optiques de chaque matériau est réalisée via des mesures de

transmittance de lumiére T, suivant I’équation 1I-1 :
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T. =% Eq. 11-1

=
Ou Io et Is (W.m™) sont les densités de flux de lumiére incidente et transmise du catalyseur

respectivement.

Afin de déterminer la concentration optimale des catalyseurs en poudre, des suspensions de
TiO, Degussa P25 et VP Aeroperl de concentrations différentes sont préparées. La gamme de
concentrations étudiées s’étend de 0,1 a 3 g.L™* pour le catalyseur Degussa P-25 et de 0,1 & 4
g.L™* pour le catalyseur VP Aeroperl P25/20. Les suspensions sont placées successivement
dans une cellule en quartz de 2 cm d’épaisseur (correspondant au trajet optique du
rayonnement (L)) puis positionnées a I’entrée de la sphere d’intégration. Dés lors, un profil de
la transmittance de lumiere (Is/lp) en fonction du produit de la concentration du catalyseur par
le trajet optique du rayonnement est déterminé pour chacun des catalyseurs. En considérant le
trajet optique du rayonnement, la concentration optimale en catalyseur est obtenue pour une
transmittance maximale égale a 10%.

Dans le cas du catalyseur supporté, la capacité de transmittance de lumiére du matériau 2D est
évaluée dans des travaux antérieurs [Plantard et al., 2011 ; Correia, 2011]. Il en ressort que le

papier Ahlstrom est quasi opaque et donc permet une transmittance < 10%.

I11-3 Résultats et discussion

L’objectif principal de cette étape est de déterminer via la méthode optique la concentration
minimale en poudre de catalyseur qui minimise la transmittance du rayonnement traversant la

suspension étudiée (10% de la densité de flux incidente).

La Figure 11-7 présente 1’évolution de la transmittance du rayonnement lumineux en fonction
du produit de la concentration en TiO, par la longueur (L) du chemin optique parcouru par le
rayonnement, soit la profondeur de la cellule utilisée pour les mesures (2 cm).

Cette dépendance vis-a-vis du produit Crioz par L correspond implicitement a 1’hypothése
d’une atténuation de la densit¢é de flux qui ne dépend que du nombre de particules
photosensibles rencontrées par les photons. Ce type de dépendance se retrouve par exemple
dans une expression des profils d’irradiation en milieu selon le modeéle a deux flux [Dauchet,
2012]. Cette hypothese a également été verifiée dans le cas des suspensions par des mesures
systématiques de transmission pour différentes combinaisons de concentrations et de longeurs

de trajet optique [Touchagues, 2012 ; Elatmani, 2013].
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Les allures des courbes de transmittance obtenues pour les deux types de poudre de TiO, sont
similaires. Le signal s’atténue avec le produit de la concentration du catalyseur par le trajet
optique du rayonnement. Néanmoins, pour une épaisseur donnée, il faut une quantité plus
importante de VP Aeroperl que de Degussa P25 pour transmettre une méme quantité de
lumiere. La capacité de transmittance du catalyseur P-25 plus faible que celle du VP Aeroperl
P-25/20 est probablement due a sa surface spécifique plus élevee qui favorise le phénomene

de diffusion.

1%
0.8
:O
1%
= 0.6
= 1 ®0
[ ]
0.4 -
1 e ©
0.2
® (@)
. o
0 T T T T 'I""e' L
0 1 2 3 4 5
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Figure I1- 7: Evolution de la transmittance en fonction du produit de la concentration en TiO;

par le trajet optique utilisant la poudre Degussa P25 (®), la poudre VP Aeroperl (9).

Au vue des résultats obtenus, une transmittance de 10% de la densité de flux entrante dans la
cuve est atteinte pour un produit Crioz.L égal & 1 g.L™ .cm dans le cas du catalyseur Degussa
P25 et 2.4 g.L™".cm dans celui du VP Aeroperl.

IV- Inactivation bactérienne sous irradiation artificielle

V-1 Le montage de laboratoire

Le montage de laboratoire utilisé (Figure 11-8) pour la réalisation de cette étude fonctionne en
circuit fermé (en mode batch). Il est constitué d’un réservoir de stockage (volume maximum
de 5 L) relié a un réacteur tubulaire (volume de 0,09 L) via une pompe centrifuge (Cole
Parmer). Le réacteur est un tube en quartz dont la paroi permet une transmittance du

rayonnement UV supérieure a 90 % dans la gamme de longueurs d’onde considérée. Il
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présente une géométrie de 80 cm de longueur, 1,2 cm de diameétre extérieur et 0,15 cm

d’épaisseur.

Agitateur
Tank de stockage
Réacteur
tubulaire
Lampe UV
CPC
Pompe de circulation

Figure 11- 8: Réacteur fermé fonctionnant sous UV artificielle

Un réflecteur de type CPC (Compound parabolic collector) (Figure 11-9) est placé a I’arriére
du réacteur afin d’homogénéiser I’irradiation sur toute sa périphérie. Le CPC se constitue
d’une plaque en aluminium polie de 0,5 mm d’épaisseur et présente une réflectivité de 95%

dans le domaine UV considéré.

I 36 mm

e

11mm 9mm

T\ AN

Figure I1- 9: Géométrie du réflecteur CPC [Correia, 2011].

L’irradiation UV est émise par une lampe UV (VL-330 Vilbert Lourmat), d’une hauteur de 90
cm et dont le spectre d’émission s’étend de 300 nm a 400 nm. Celle-ci est fixée sur un rail
permettant de faire varier la distance entre la lampe et le réacteur et donc la densité de flux
recue par ce dernier. La gamme étudiée varie ainsi entre une valeur minimale et maximale de
3 W.m?et 40 W.m™ respectivement. La calibration de la lampe est réalisée préalablement aux

expérimentations via un UV métre (Lutron Electronic).
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La géométrie de la lampe, associée a la présence du réflecteur CPC, assure des conditions
d’irradiation quasi-uniforme sur toute la surface du tube réacteur. Ce point est vérifié par des
mesures effectuées le long de 1’axe vertical indiquant une dispersion inférieure a 3% par

rapport a la valeur moyenne.

Les différentes caractéristiques et géométries du montage expérimentale telles que le volume
total de stockage (1), le volume du reacteur (V,), le rapport du volume irradié par le volume
total (Vr/V7), la longueur du réacteur (L), les diametres externe et interne du réacteur (e,
i), la surface du réacteur (Sy) et la densité de flux d’irradiation (I) sont résumées dans le

tableau I1-1 :

Tableau Il- 1: Caractéristiques et geométries du montage de laboratoire.
Vr(L) V(L) V.Vt L (m) Dexe (M) Die(M) Sy (M) I (W.m?)

1-5 0.09 0.018-0.09 0.8 0.012 0.01 0.03 3-40

V-2 Interaction bactérie - catalyseur

IV-2-1 Conditions expérimentales
Préalablement au traitement photocatalytique, une étude préliminaire est réalisée dans le noir.
La finalité de travailler en absence d'éclairage est d'étudier I'affinité de la bactérie E. coli vis a
vis des matériaux utilisés, en quantifiant le phénomene d'adsorption bactérienne ou ce qui
peut étre appelé d'une facon plus appropriée I'adhésion bactérienne (vue la faible porosité des
matériaux étudiés). Les expérimentations d'adhésion bactérienne sont réalisées dans une
solution saline de Ringer a un pH de 6.9 et sous une température de 25°C. Les concentrations
bactériennes initiales étudiées sont comprises entre 10* NPP.L™ et 10" NPP.L™. L’évolution de
la concentration bactérienne dans la solution est suivie a partir d’un échantillonnage

périodique de volume égal a 18 mL

En vue de confirmer ce phénoméne d’adhésion, des échantillons sont prélevés au bout de 30
min de temps de contact avec la bactérie étudiée, lavés a I'eau Milli Q, séchés a température
ambiante puis analysés sous un microscope electronique a balayage (Hitachi S-4500). Les
surfaces a etudier sont préalablement métallisées sous un flux de palladium (60%) et d’or

(40%) afin d’éliminer les charges en surface.

77



IVV-2-2 Mise en évidence de 1’adhésion bactérienne
Le mécanisme d’inactivation bactérienne au cours du traitement photocatalytique repose sur
des attaques radicalaires des membranes des bactéries. Compte tenu des durées de vie trés
faibles des especes oxydantes, la réalit¢ du processus d’inactivation sera véritablement
favorisée dans le cas d’un contact, d’une adhésion entre les deux espéces que sont les
bactéries et les particules de photocatalyseurs ou dans un voisinage tres proche des bacteéries.
Dans la mesure ou le transfert des bactéries vers la surface du catalyseur représente une étape
clé dans le processus de dégradation, I’étude préalable de 1’affinité de la bactérie E. coli avec
les différents catalyseurs s’avére essentielle. Cette affinité peut étre quantifiée précisément a
partir de la détermination des courbes d’équilibres d’adhésion bactérienne relatives a chacun
des catalyseurs. Elle peut également étre mise en évidence qualitativement a partir

d’observation microscopiques au MEB.

Les observations au MEB des bactérie(s) d’E. coli en absence et en présence de particules de
catalyseurs Degussa P25 et VP Aeroperl sont présentées dans les figures 11-10 (a), 11-10 (b) et

[1-10 (c) respectivement.

La figure 11-10 (a), présente une cellule type de la bactérie E. coli déposée sur un filtre en
polypropyléne. L’échantillon observé provient de bactéries en suspension dans le milieu de
dilution Ringer. La cellule observée présente une morphologie intacte, en forme de bacille
(tige), de 6 pum & 7 um de longueur et de 0.7 & 0.8 um de largeur. L’aspect lisse et continu de
la membrane externe de la cellule montre que le milieu de dilution, utilisé tout au long de
cette étude, n’influe pas sur la morphologie de la bactérie.

Les figures 11-10 (b) et 11-10 (c) présentent la/les bactérie(s) d’E. coli, au bout de 30 min de
contact avec les catalyseurs Degussa P25 et VP Aeroperl, respectivement. Au contact du
catalyseur TiO, dans le noir et quelque soit sa granulométrie, la bactérie garde une
morphologie cellulaire intacte. Ceci met en évidence la neutralité du TiO, vis-a-vis de la

bactérie en absence d'éclairage pendant la durée de contact étudiée.
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Cellule d'E.coli Degussa P25 Cellules d'E coli VP Aeroperl

Figure 1lI- 10: Observation microscopique au MEB de la bactérie E. coli en absence de

catalyseur (a); au bout de 30 min de contact avec le: Degussa P25 (b), le VP Aeroperl (c).

On note que les interactions entre E. coli et le TiO, sont de deux ordres selon le rapport de
taille particule/cellule. Dans le premier cas, les particules de catalyseur Degussa P25, d’un
diamétre moyen de 20 nm, sont significativement plus petites que la cellule bactérienne.
Plusieurs particules de TiO, adhéerent ainsi a la surface externe de la bactérie. Dans le
deuxieme cas, un phénomeéne inverse se produit dans la mesure ou se sont les bactéries, d’une
taille moyenne 10 fois plus petite que celle d’une particule de VP Aeroperl, qui adhérent a la
surface externe du catalyseur.

Grace a ces observations microscopiques, le phénomeéne d’adhésion bactérienne est mis en
évidence dans deux principaux cas de figures décrits auparavant dans la littérature [Dalrymple
et al., 2010]. Le premier est celui ou ¢’est la bactérie qui supporte les grains de catalyseur (cas
du Degussa P25) et le deuxiéme est celui ou c’est le catalyseur qui joue le role de support (le

cas du VP Aeroperl est éventuellement similaire a celui du support Ahlstrom).

IV-2-3 Equilibres et cinétiques d’adhésion
L’adhésion bactérienne sur la surface du TiO; est un phénomeéne déja décrit dans la littérature
[Liu et al., 2013 ; Pablos et al., 2013]. Contrairement au phénoméne d’adsorption, ¢’est un
processus qui a lieu uniquement a la surface du catalyseur. Ce phénomene est di
essentiellement a des interactions électrostatiques de faibles énergies (de type Van der Waals)
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entre la surface du catalyseur et celle de la bactérie [Dalrymple, 2011]. Dans le cas ou le
catalyseur est granulaire, ce phénomeéne est souvent favorisé par la formation d’état colloidal
entre les particules du catalyseur et les bactéries suspendues dans la phase liquide. Cet état est
d’autant plus accentué que la valeur du pH est proche du PZC (égale a 6.9). En effet, il est
démontré que I’absence de charges répulsives a la surface du catalyseur favorise
I’attachement des membranes bactériennes dont la charge électrostatique est souvent a

caractére negatif [Pablos et al., 2013].

Le phénoméne d’adhésion ainsi que la vitesse a laquelle celui-ci se produit sont mis en
évidence par les profils de concentration C (NPP.L™") d’E. coli dans la phase liquide en
fonction du temps de contact t (min) avec le catalyseur (Figure 11-11).

Indépendamment de la charge bactérienne initiale, les profils des concentrations dans la
phase liquide obtenus présentent une diminution initiale notable puis se stabilisent
approximativement au bout de 100 min autour d’une concentration d’équilibre (C,). Cette
limite asymptotique correspond a un état d’équilibre entre les bactéries en adhésion avec les
particules de solide (catalyseur) et les bactéries présentes dans la phase liquide [Hijnen et al.,
2010]. A I’équilibre, un bilan matiére permet de quantifier le nombre de cellules bactériennes
(NPP) en adhésion a la surface du catalyseur. Tout ce qui disparait de la phase liquide est
transféré vers la phase solide. Le dénombrement obtenu est rapporté par unité de surface de
matériau photocatalytique afin d'obtenir la quantité de cellules par unité de surface de

matériau g (NPP.m).
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Figure 11- 11: Cinétiques d’adhésion d’E. coli pour différentes charges bactériennes initiales
utilisant le: Degussa P25(a), VP Aeroperl (b), média Ahlstrom(c).
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La Figure 11-12 présente les courbes d’équilibres d’adhésion obtenues pour chacun des
matériaux. Ces courbes rapportent la densité des bactéries en adhésion ge (NPP.m?) & la
concentration bactérienne correspondante en phase liquide C. (NPP.L™) et & I'équilibre.
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o E O
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Figure 11- 12: Profils des équilibres d’adhésion bactériennes utilisant: le VP Aeroperl (0), le
Degussa P25 (o), le média Ahlstrom (A).

A T’équilibre, le résultat obtenu montre que la capacité d’adhésion bactérienne du catalyseur
supporté est légérement inférieure a celle des catalyseurs en suspension. En terme d’affinité
avec la bactérie étudi€e, les catalyseurs se classifient selon I’ordre croissant suivant: Papier
Ahlstrom< Degussa P25 < VP Aeroperl. Ce résultat est cohérent dans la mesure ou i) un
catalyseur en poudre se disperse mieux dans le volume réactionnel augmentant ainsi sa
probabilité de mise en contact avec la bactérie cible, ii) développe une surface plus importante
comparé a un catalyseur supporté. De plus, au vue du pH de travail (6.9), la capacité
d’adhésion développée par la suspension peut étre éventuellement accentuée par la création
potentielle d’agrégats de grains de catalyseur de poids significatifs, susceptibles de piéger
d’avantage les cellules bactériennes dans la phase solide [Pablos et al., 2013].

Dans le but de décrire les mecanismes d’adhésion et de définir les paramétres représentatifs

des profils des équilibres obtenus, différents modeéles d’isothermes d’adsorption (Langmuir

Hinshelwood, Temkin, Dubinin-Radushkevich-Kaganes et Freundlich) sont testés. Ces
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modeles sont souvent appliqués dans 1’adsorption des polluants dans les grains d’adsorbants

[Janin, 2012].
Les paramétres a déterminer pour chaque modele d’isotherme sont identifiés en minimisant

I’Erreur Relative Moyenne (Equation II-2) entre les valeurs expérimentales (Qexp) €t les

valeurs calculées (i) et pour n points expérimentaux.

ERM (%) = ~. Y1,

(MN .100 Eq. I1-2

exp

Le modéle permettant d’obtenir la meilleure concordance est celui de Freundlich. Ce modéle,
décrit par 1’équation II-3 est un modéle empirique qui prend en compte les coefficients de
variations d’énergie d’interaction avec le taux de recouvrement représenté par le parametre n.
La constante de Freundlich F (sans dimension) sera essentiellement liée a la capacité

maximale d’adhésion.

SR

q. = FC, Eq.11-3

Les valeurs de F et de n obtenues pour chacun des catalyseurs sont données dans le tableau 11-
2.

Tableau IlI- 2: Paramétres F, n du modeéle de Freundlich obtenus pour les différents

catalyseurs.

Catalyseur n F ERM (%)
Media Ahlstrom 0.78 2.22

Degussa P25 0.53 0.02 <0.1

VP Aeroperl 0.54 0.41
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IV-3 Condition de mesure préalable aux expérimentations

photocatalytiques : Concentration optimale en catalyseur
IVV-3-1 Mode opératoire

La capacité d’absorption de la lumiére par le photocatalyseur est déterminante au regard du
mécanisme réactionnel lié a la production de radicaux hydroxyles. En effet, plus le flux de
lumiére absorbé est important, meilleurs est la réactivité du catalyseur et par suite son
efficacité de traitement [Ollis et al., 1991 ; Herrmann, 1999 ; Pal et al., 2008 ; Kim et al.,
2009]. Ainsi, de maniere complémentaire et dans le but de valider expérimentalement la
méthode optique présentée précédemment, 1’efficacité de désinfection de la poudre de TiO,
Degussa P25 est étudiée pour la méme gamme de concentration choisie (0,1 & 3 g.L™) dans le
montage de laboratoire. Ces expérimentations sont réalisées sur une suspension bactérienne
d’E. coli initialement chargée & 10’ NPP.L™ et sous une densité de flux d’irradiation égale a
35W.m? 1l s’agit de déterminer la concentration minimale en catalyseur permettant d’obtenir
une vitesse maximale de décroissance bactérienne, puis de comparer cette concentration a la

concentration optimale obtenue par la méthode optique.

IV-3-2 Résultats et discussion

La courbe de transmittance obtenue pour chacun des catalyseurs via la méthode optique
permet de déterminer une concentration optimale en catalyseur dans le photoréacteur. Elle
correspond a une concentration permettant de diminuer quasi complétement la transmittance
du rayonnement sur le trajet étudié (10%). Pour le montage de laboratoire utilisé, la géométrie
du réacteur irradié, de forme cylindrique, a un diametre de 1.2 cm. Pour ce trajet optique, la
corrélation obtenue entre la concentration du catalyseur et le trajet du rayonnement permet de
calculer une concentration optimale en catalyseur Degussa P25 de I’ordre de 1.7 g.L™.

Par ailleurs, les profils de concentration des bactéries en début de phase d’inactivation sont
traités selon une cinétique de pseudo premier ordre. La Figure I1-13 présente les constantes de
vitesse d’inactivation bactérienne initiale (pente a 1’origine) obtenues en fonction des

concentrations en catalyseur utilisées.

84



0.14 -

0.08 -

k (min1)
O

0.06 -
0.04 -

0.02 -

0 :""I'"'I""I""I""I""I""
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Crin2 (9.L)

Figure Il- 13: Evolution de la constante de vitesse d’inactivation bactérienne initiale en

fonction de la concentration en TiO, Degussa P25.

Il apparait que la cinétique initiale de I’inactivation bactérienne augmente en fonction de la
concentration en TiO, jusqu’a atteindre un maximum correspondant & une concentration
optimale en catalyseur de I’ordre de 1.7 g.L™". Au-dela de cette concentration, la vitesse de la
réaction se stabilise, conformément a ce qui a été précédemment décrit dans le chapitre 1.

La valeur de la concentration optimale en catalyseur obtenue via la méthode optique

correspond bien a celle obtenue expérimentalement.

IV-4 Expérimentations photocatalytiques sous irradiation

artificielle

IV-4-1 Conditions d’expérimentations
Les expérimentations sous irradiations UV artificielles sont réalisées aussi bien en présence
qu’en absence de catalyseur et pour differentes densités de flux lumineux comprises entre 5
W.m? et 35 W.m™. Dans le cas des expérimentations réalisées avec le TiO, supporté (media
Ahlstrom), le média 2D est enroulé autour d’une tige de 5 mm de diameétre et positionné dans
I’axe du réacteur. Le volume total du réacteur (0.09 L) est ajusté pour tenir compte de la
présence de la tige. Dans le cas des expérimentations réalisées avec du TiO, en suspension, la
masse de catalyseur optimale est préalablement mise en suspension dans un volume de

solution saline de Ringer (20 mL). La solution de TiO, est traitée par sonication pendant 10
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min afin de limiter la formation des agrégats puis rajoutée a un volume de 480 mL de
suspension d’E. coli convenablement diluée. La solution finale obtenue, d'un volume total de
500 mL et de concentration en bactéries de I’ordre de 10’ NPP.L™ est introduite dans le

réacteur et est maintenue constamment agitée dans la cuve de stockage.

Sous condition d'irradiation, la conception du montage fait que la solution passe naturellement
d’une zone irradiée (le réacteur) vers une zone sombre (le reste du montage). Ainsi, le temps
de séjour sous irradiation (t;) peut étre détermine en fonction du volume du reacteur (V) et du

volume total (V) suivant I’équation 11-4 :

t, =Z—;.t Eq. I1-4

Ou t est le temps total de I’expérimentation.

L’évolution de la concentration bactérienne dans la solution est suivie a partir d’un
échantillonnage périodique de volume égal a 18mL. Avant toutes mesures, le catalyseur est
systématiquement séparé de I'échantillon. Seule la charge microbienne contenue dans la phase
liquide est alors prise en considération. Dans le cas particulier des catalyseurs en suspension,
la séparation de la poudre est effectuée via une décantation spontanée sous l’effet de la
gravitation. Cette décantation est d’autant plus favorisée par le pH de travail dont la valeur
(pH=6.9) est intentionnellement choisie égale au PZC du TiO, (pH= 6.9). Le temps de
décantation du catalyseur (20 min) est évalué de maniére a récupérer 90% (valeur maximale)
de la masse de poudre initiale dans chaque échantillon. Durant toutes les expérimentations, la
température est stabilisée par une ventilation, gardant ainsi une valeur quasi constante de
25°C.

Les différentes conditions de mesure telles que la charge bactérienne initiale (C), la
concentration en catalyseur (Crioz), le volume total a traiter (V1), le volume du réacteur (Vy),
le rapport du volume irradié par le volume total (V/V1), le volume d’échantillonnage (Vg), le

pH et la température T sont récapitulées dans le tableau 11-3.
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Tableau II- 3: Conditions de mesures des expérimentations photocatalytiques sous UV

artificielle
C (NPP.L™) Crioz (9.L™ I(W.m?) V(L) VJVr Ve(L) pH T(°C)
10’ 1.66 5-35 0.5 0.18 0.018 6.9 25

IV-4-2 Influence de la photolyse directe
La photolyse constitue une des voies d'inactivation naturelle d’un microorganisme lorsque
celui-ci est soumis a un rayonnement lumineux particulier (200 nm < A < 700 nm). Les
expérimentations menées pour quantifier ’importance du phénomeéne de photolyse sont
réalisées sur une suspension bactérienne chargée a 3.5 10° NPP.L™ et sous rayonnement UVA
pour différentes densités de flux d’irradiation allant de 5 W.m™ & 35 W.m™. Cette gamme de
densité correspond approximativement a la gamme solaire. Les cinétiques de photolyse
obtenues sont présentées sur la figure 11-14, ou la concentration bactérienne est rapportée en

fonction du temps d'irradiation t; (min).
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Figure Il- 14: Inactivation par photolyse d’E. coli sous : 5 W.m ), 10 W.m ?(0), 20
W.m?(x), 35 W.m %(0).

Les profils obtenus mettent en évidence 1’action directe du rayonnement UVA sur les cellules
bactériennes. Les abattements obtenus par effet photolytique sont compris entre 1.8 et 2.5 log

En se référant a la littérature [Malato et al., 2009], I'effet bactéricide du rayonnement UVA est
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essentiellement rapporté a son absorption par des composés intracellulaires appelés
chromophores et dont le plus connu est le L-tryptophane. Une fois absorbées, les irradiations
UV contribuent, en présence d'oxygene, a la génération d'especes oxydantes trés réactives
(ROS). Ces especes induisent des stresses oxydatives au niveau de la membrane cellulaire et

le reste des composantes intracellulaires, conduisant ainsi a I'inactivation du microorganisme.

IV-4-3 Influence du catalyseur

Les expérimentations portent sur [’utilisation de catalyseurs ayant des formes et des
dimensions différentes, deux poudres de TiO, et un matériau supporté. 1l est évident que
’utilisation d’un support pour déposer le TiO2 est une alternative trés intéressante afin
d’éviter 1’étape finale de séparation de la poudre. Cependant, la suspension permet une
distribution homogene du catalyseur dans tout le volume réactif, développant ainsi une
surface active supérieure a celle du catalyseur supporté. Afin de comparer les efficacités des
catalyseurs dans des conditions de fonctionnement identiques, chacun des matériaux est
préalablement mis en ceuvre de maniére a minimiser la transmittance du flux d’irradiation a

travers le réacteur.

Les résultats d'inactivation bactérienne utilisant les différents catalyseurs sont présentés dans
la figure 11-15, ou la concentration des bactéries C (NPP.L™?) dans la phase liquide est

reportée en fonction du temps d'irradiation t, (min).

La diminution de la concentration bactérienne en absence d'irradiation met en évidence la
coexistence du phénoméne d'adhésion bactérienne parallelement a la réaction
photocatalytique. Cependant, les résultats montrent que l'effet de ce phénoméne sur la
décroissance bactérienne globale est relativement faible comparé a celui de la photocatalyse.
Sous irradiation UV, comme attendu, les profils des concentrations bactériennes obtenus pour
chacun des catalyseurs, mettent en évidence une relation directe entre le taux d'inactivation
bactérienne et la densité de flux lumineux au cours du temps. Plus la densité d'irradiation est

intense, plus le taux d'inactivation est important
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Figure Il- 15: Cinétiques d'inactivation photocatalytique d'E. coli utilisant le Degussa P25
(a), le VP Aeroperl (b), le média Ahlstrom (c), sous 0 W.m %(4), 5 W.m " 2(9), 10 W.m (), 20
W.m?(x), 35 W.m %(0).
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Dans 1’ensemble, les profils présentent pratiguement la méme tendance. En effet,
indépendamment du matériau utilisé, deux régimes principaux sont observés: un premier
régime log linéaire dépendant de la densité du flux lumineux et un deuxieme régime décrivant
une déceélération finale du processus. En se référant aux régions log linéaires, il apparait
qu'indéependamment des conditions d'irradiation, tous les catalyseurs réussissent a inactiver
90% de la charge bactérienne initiale au bout d'une durée de réduction décimale (Tgp)
inférieure & 50 min. Cependant, la charge bactérienne initiale n’est pas dégradée en totalité.
En effet, une limite asymptotique d'inactivation apparait systhématiquement. En se référant a
la littérature, cette limite, connue sous le nom de ‘la queue’, est éventuellement due a une
évolution de la résistance bactérienne vis a vis de I'effet bactéricide du traitement. Elle peut
également étre due a la formation de sous produits de dégradation qui, en occupant les sites

actifs du catalyseur, rentrent en compétition avec les bactéries [Marugan et al., 2008].

IV-4-4 Comparaison de I’efficacité des catalyseurs
Pour les études realisées en réacteur fermé, il est couramment admis que la détermination de
la cinétique aux temps initiaux est un moyen rapide permettant de comparer 1’efficacité¢ de
différents catalyseurs [Kim et al., 2002 ; Bouzaza et Laplanche, 2002 ; Raillard et al., 2005].
Cette approche est d’autant plus justifiée étant donné que les intermédiaires réactionnelS ne
sont pas encore formés en concentrations importantes. Les profils des concentrations en
bactéries en début de phase d’inactivation sont ainsi traités selon une cinétique de pseudo

premier ordre suivant 1’équation II-5.

dc
e k(HC Eq.11-5

Ou k() (min™?) est la constante cinétique initiale d'inactivation bactérienne supposée
dépendante de la densité du flux lumineux | (W.m™) et C est la concentration bactérienne
(NPP.L™) au cours du temps d'irradiation t; (min).

Pour chaque densité de flux lumineux étudiée, I’expression du logarithme décimal du rapport
C/C, (avec C, concentration initiale en bactéries) en fonction du temps d’irradiation est bien
représentee par une droite comme le montrent les figures 11-16 et 11-17. Ces figures illustrent a

titre d’exemple le cas du Degussa P25.
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Le fait d’obtenir des droites valide la possibilité de représenter en tout début du traitement les

profils de concentration par une loi cinétique de pseudo premier ordre selon la concentration.
Pour une intensité donnée, la constante cinétique est directement identifiable par le coefficient

directeur de la droite.

Temps d'irradiation (min) Temps d'irradiation (min)
0 10 20 30 20 30
O 1 1
L &
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3 3
Figure 1lI- 16: Cinétiques initiales de Figure 11- 17: Cinétiques initiales de
I'inactivation d'E. coli par photolyse I'inactivation d'E. coli par
sous densité de flux lumineux: 5 W.m 2(o photocatalyse utilisant le Degussa P25,
), 10 W.m?m@), 20 W.m%x), 35 sous densité de flux lumineux: 5 W.m %(
W.m2(0). o), 10 W.m%@), 20 W.m *(x), 35
W.m2(0).

Pour chacun des catalyseurs, les constantes cinétiques initiales d'inactivation bactérienne sont

reportées dans la figure 11-18 en fonction des conditions d'irradiation.

Les résultats présentés sur la Figure 11-18 mettent en évidence une relation de linéarité entre
les constantes cinétiques obtenues et la densité de flux lumineux appliquée. Les coefficients
de corrélation R? obtenus entre une évolution linéaire de k(I) de coefficient directeur o et les

résultats expérimentaux sont systématiquement supérieures a 0.96.
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Ces résultats montrent que la vitesse d’inactivation bactérienne initiale suit bien une relation
d’ordre 1 avec la concentration et la densité de flux d’irradiation. Du fait de cette relation

linéaire, il est possible d’exprimer la loi cinétique sous la forme suivante :

P _ alC Eq.11-6
dt,

OU a (M2J™) est un coefficient de corrélation entre la densité d’irradiation I (W.m™) et la

constante cinétique k (min™).
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Figure 11- 18: k=f(l) en absence de catalyseur (photolyse) (©); utilisant le Degussa P25(0), le
VP Aeroperl (©), le média Ahlstrom (4).

Les valeurs de a correspondant a chacun des matériaux, sont résumees dans le tableau I1-4.

En se basant sur ces constantes, il ressort que i) I'effet bactéricide photocatalytique est en
moyenne 3.5 fois plus élevé que celui de la photolyse, ce qui met en évidence 1I’intérét
d’utiliser un catalyseur pour accélérer le processus d’inactivation, ii) les catalyseurs en
suspension, se différenciant uniquement par leur granulométrie (rapport de taille 1000),
révelent des performances d'inactivation bactérienne similaires pour des valeurs de
concentrations optimisées et iii) les performances du catalyseur supporté sont inférieures a

celles des catalyseurs en suspension d’un facteur moyen égal a 1.5.

92



Tableau I1- 4: Propriétés optiques et constantes cinétiques de corrélation en fonction du
catalyseur utilisé: Transmittance (T,); constante de corrélation linéaire par rapport a la

densité du flux lumineux (o).

T, Constantes cinétiques
@ (10 M3 R?
Degussa P25 0.1 35 0.99
VP Aeroperl 0.1 32 0.98
Media Ahlstrom 0.01 28 0.99
Photolyse - 9 0.8

En termes de performances de désinfection, la suspension confirme son statut de référence par
rapport au catalyseur supporté. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés dans la
littérature [Rincon et Pulgarin 2003 ; Van Grieken et al. 2009 ; Ede el a., 2012]. La haute
performance photocatalytique des particules de TiO, en suspension est due essentiellement a
leurs surfaces spécifiques élevées, leur permettant de capter plus de rayonnement qu’un
catalyseur supporté. Cette propriété a été déja démontrée dans le cas de dégradation des
molécules [Plantard et Goetz, 2014]. D'autres études rapportent cette différence de
performance au mécanisme de dégradation qui peut différer selon la mise en forme du
catalyseur : altération de certains sites actifs du catalyseur supporté lors de la formation des
sous produit de dégradation ; modification potentielle des propriétés photocatalytiques du

catalyseur supporté suite a sa fixation [Janin, 2012].

Bien que le media 2D est mis en ouvre dans une condition de fonctionnement optimale, son
faible taux de recouvrement en catalyseur (20%) limite sa surface active totale, ne lui
permettant ainsi que d'utiliser une proportion limitée du rayonnement totale absorbé. D'ou sa
performance inférieure a celle développée par les catalyseurs en suspension. Ces résultats sont
intéressants dans la mesure ou ils suggérent des pistes d'optimisation pour les matériaux
supportés tels que I'augmentation du taux de recouvrement du catalyseur ou I'amélioration des

propriétés structurales du support afin de maximiser l'utilisation du rayonnement absorbé.

Cette étude basée uniquement sur la cinétique initiale d’inactivation bactérienne a permis
d'estimer et de discrétiser I'efficacité de l'inactivation bactérienne de chaque catalyseur sous

irradiation contrélée. Il est demontré par suite, que les differents catalyseurs intégres dans le
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photo-réacteur ferme, développent, indépendamment de leur mise en forme, des performances
initiales directement proportionnelles aux conditions d’irradiation. Par ailleurs, ces résultats
offrent une piste pour améliorer les performances du couple média /procedé. Il ressort qu'il est
primordial de mettre en forme des supports catalytiques développant de fortes surfaces de
captation ou bien de configurer le procédé de maniére a exploiter la totalité du rayonnement
incident [Plantard et Goetz, 2014].

V-  Mod¢lisation de [I’inactivation bactérienne  par

photocatalyse hétérogene

V-1 Dérivation du modele cinétique

V-1-1 Bilans de matiére

Dans une perspective de développement durable, la possibilité de combiner [l'irradiation
solaire et un semi-conducteur stable permet a la photocatalyse hétérogéne d’étre considérée
comme une voie prometteuse pour la désinfection de I'eau. Cependant, la discontinuité de la
ressource solaire est l'une des principales contraintes qui doit étre prise en compte pour la
conception et la gestion efficace du processus de traitement. Ainsi, en vue de concevoir une
telle technologie a grande échelle, il est essentiel de disposer d'un outil de simulation capable
de prédire le fonctionnement du processus pour la totalité de I’étape d’inactivation et sous
différentes conditions d'irradiation.

Dans la littérature, de nombreux travaux traitent de la modélisation cinétiqgue de la
désinfection photocatalytique de microorganismes, dont Escherichia coli qui est, de loin,
I'organisme le plus étudié [McCullagh et al., 2007 ; Malato et al., 2009]. Dans la plupart des
cas, les profils de désinfection sont décrits avec succés par des modeles empiriques faisant
intervenir des parametres qui n'ont pas de signification physique ou chimique [Chick, 1908 ;
Cho, 2003] ou par des modeles de type Langmuir-Hinshelwood directement inspirés des lois
utilisees pour la minéralisation de polluants organiques [Marugan et al. 2008 ; Dalrymple et
al. 2010].

Comme cela a été mis en évidence par les résultats expérimentaux précédemment acquis lors
des experiences sous irradiation artificielle, il existe une réelle interaction entre les
phénomeénes d’adhésion et d’inactivation. La contrainte majeure liée a I’établissement d’un
modeéle de cinétique de désinfection est la difficulté a décrire correctement les interactions

bactéries-catalyseur. Ainsi, il apparait que la modélisation du phénoméne de transfert de
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masse des bactéries vers la surface du catalyseur, suivie de la réaction photochimique, doit
étre une partie intégrante dans la modélisation de la cinétique de dégradation bactérienne tout
au long du temps de traitement.

La conception de I’installation expérimentale utilisée, ainsi qu’une série de résultats obtenus,
justifient certaines hypothéses permettant de simplifier la mise en place d’un mod¢le
d’inactivation. Compte tenu de la géométrie cylindrique du réacteur et au regard du
fonctionnement de la boucle de traitement dans laquelle la suspension bactérienne est re-
circulée en permanence entre le réacteur éclairé et le réservoir de stockage non éclaire, il n’est
pas nécessaire d’établir de bilans matiére dans le sens radial. De maniere équivalente, le bilan
radiatif radial n’est pas effectué¢ et ’on raisonne systématiquement a partir d’'une valeur
d’irradiation volumique moyenne a [’échelle du réacteur. Cette simplification n’est
formellement complétement justifiée que dans le cas d’une dépendance linéaire de la vitesse
d’inactivation du niveau d’irradiation.

Les mesures de concentrations bactériennes effectuées par préléevement en entrée (Ce) et en
sortie (Cs) du réacteur mettent en évidence un tres faible gradient de concentration permettant
d’assimiler le fonctionnement du réacteur a un réacteur parfaitement agité. Un bilan de
matiere simplifié peut ainsi étre réalisé sur le réacteur puis, sur la cuve de stockage en

fonction de la mise en forme de chacun des catalyseurs.

1°*" cas de figure: catalyseur sous forme de poudre

Pour cette mise en forme, le phénoméne d’adhésion est susceptible d’avoir lieu dans tout le
volume du montage expérimental, contrairement a la réaction photocatalytique qui ne peut
avoir lieu que dans le volume irradié (volume du réacteur). Le bilan de matiére réalisé sur le
réacteur puis, sur la cuve de stockage peut s’écrire alors suivant les équations I1-7 et 11-8

respectivement :
Vo— = mC, — mCs — Virgqn — Vitpp Eq.l1-7

acs . . .
Viank dt = mCs; — mC, — VignkTaan Eq. 11-8

Ou ryyp et Tz',h (NPP.L'l.s'l) sont les vitesses d’adhésion bactérienne et de la réaction

photocatalytique dans la phase liquide respectivement, C. et Cs (NPP.L™') sont les
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concentrations bactériennes en entrée et en sortie du réacteur respectivement, r (L.s™) est le
débit volumique dans le réacteur et V, et Vink sont les volumes du réacteur et du tank de
stockage respectivement.

Considérant que les concentrations en entré C et en sortie Cs sont quasiment identiques :

C.~Cs=C Eq. 11-9

L’addition des équations II-10 et I1-11, en tenant compte de I’équation II-8, simplifie le

systéme et le réduit a un réacteur parfaitement agité.

ac . Ve .

— = ~Tadan — v_;rph Eq. 11-10
Avec

Ve =V + Vignk Eq. 11-11

Ou V+ (L) représente le volume total de la solution a traiter.
2°™ cas de figure : catalyseur supporté

Dans ce cas, le media 2D est fixé uniquement a I’intérieur du réacteur. Par suite, le
phénomeéne d’adhésion bactérienne n’a lieu que dans le réacteur. Le bilan de matiére réalise
sur le réacteur puis, sur la cuve de stockage peut s’écrire alors suivant les équations I1-12 et

[1-13 respectivement :
Vo— = mC, — mCs — ViTgan — ViTpn Eq. 11-12

d . .
Viank 5= = MGy — 1C, Eq. 1113

En tenant compte de 1’équation II-9, 1’addition des équations II-12 et I1-13 simplifie le

systeme et réduit le bilan total a 1’équation 11-14.
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ac 1% . .
— = —V—; (Taan + Tpn) Eq. 11-14

V-1-2 Vitesses d’adhésion et d’inactivation bactérienne
En absence d’irradiation, c’est seulement le phénoméne d’adhésion qui intervient dans la
décroissance globale des bactéries dans la phase liquide. Le mécanisme de transfert des
bactéries de la phase liquide vers la surface du catalyseur puis, d’adhésion peut étre décrit de
maniére efficace par le modéle simplifié de type LFD (Linear Driving Force). Ce formalisme
est en effet largement utilisé avec succes dans la littérature pour le dimensionnement de
procédés d’adsorption [Janin, 2012]. S’il représente une approximation forte lorsque la
cinétique d’adsorption est dominée par le transport a 1’échelle des micropores d’un adsorbant,
il est tout particulierement adapté au cas d’un phénoméne d’adhésion qui s’effectue
essentiellement en surface. Le modéle LDF, donné par 1’équation II-15, est basé sur une
vitesse de transfert et d’adhésion qui est le résultat d’un écart par rapport a des conditions
d’équilibre entre bactéries en adhésion et bactéries en phase liquide et la valeur d’un

coefficient de transfert global de matiere.

. aq
Tadh = Py Ks Scar (Qe — q) Eq. 11-15

Ou q et g. (NPP.m™) sont respectivement les densités de bactéries adhérées par unité de
surface de media photocatalytique & un temps donné et & I’équilibre, Ks (s™) est le coefficient
global de transfert de matiére (coefficient de LFD) et Scat (M?L™) est la surface du catalyseur

par unité de volume de solution a traiter.

Beaucoup d'efforts sont fournis pour définir des modéles spécifiques a la réaction
photocatalytique due aux attaques des radicaux libres générées paralléelement a 1’action
photolytique de la lumiére [Ollis et al., 1991 ; Herrmann, 1999 ; Pal et al., 2008 ; Kim et al.,
2009 ; Malato et al., 2009]. La loi cinétique la plus fréquemment rapportée (utilisée notament
pour la comparaison des performances catalytiques des médias) est la loi de pseudo-premier
ordre relative a la concentration bactérienne et dans laquelle la valeur de la constante k est

directement proportionnelle & l'irradiation | (W.m™) (Equation 11-6) [Chick, 1908].
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D’autres auteurs [Li Puma et Yue, 1998 ; Emeline et al., 2000 ; Ollis, 2005 ; Mills et al.,
2006] ont généralisé cette loi de pseudo-premier ordre en établissant une fonction puissance
de l'intensité d'irradiation (Equation 11-16).

ron =k.C=(al”)C Eq. I1-16

Ou a (m?J™) est une constante cinétique liant la vitesse de réaction & la densité du flux
lumineux et f (sans dimension) est un coefficient d'inhibition relative a I’existence potentielle

d’un phénomeéne limitant comme par exemple la recombinaison des charges.

A I’heure actuelle, dans le cas de la minéralisation de polluants organiques, le mécanisme de
dégradation photocatalytique ayant été le plus décrit dans la littérature se déroule suivant trois
étapes principales: i) transfert des polluants vers la surface du catalyseur, ii) attaques
radicalaires et iii) relargage des polluants dégradés vers la phase fluide. Ainsi, en vue de
représenter la décroissance bactérienne globale, un couplage entre adhésion bactérienne et
inactivation photocatalytique basé sur le méme schéma est proposé.

Toujours dans le cas de la dégradation de polluants, si il existe aujourd’hui encore un débat
pour déterminer si la réaction photocatalytique a lieu uniquement sur les espéces adsorbées
sur la surface du catalyseur ou bien également sur les polluants au voisinage trés proche du
photocatalyseur, les deux mécanismes sont considérés comme effectifs [Turchi et Ollis,
1990 ; Lee et Choi, 2002 ; Thiebaud et al., 2010]. En effet, au vue de la littérature, il existe
deux hypothéses sur la nature des radicaux formés, a savoir les radicaux qui restent liés a la
surface du catalyseur pendant la réaction avec les especes adsorbées [Matsunaga et al., 1985 ;
Mills et Le Hunte, 1997] et les radicaux qui se détachent de la surface pour réagir avec les
cibles a dégrader dans la phase liquide [Turchi et Ollis, 1990 ; Murakami et al., 2006 ;
Thiebaud et al., 2010]. Afin de ternir compte de cette derniére possibilité, une loi cinétique
représentative des attaques radicalaires sur des bactéries au voisinage du catalyseur est

formalisée (Equation 11-16).

En vue de représenter 1’évolution de la décroissance globale des bactéries lors de la réaction
photocatalytique, deux bilans de matiere sont établis aussi bien sur la phase liquide que pour
les bactéries en adhésion (surface catalyseur). En tenant compte de la mise en forme du

catalyseur, les lois cinétiques d’adhésion 7,4, €t de réaction photocatalytique r,, présentées
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par les équations Il-15 et 11-16 respectivement sont retenues et intégrées dans 1’une des
équations de bilan de matiere (Equation 11-10 ou 1I-14) en fonction de la mise en forme du

catalyseur utilisée (suspension ou supporté).

Ainsi, dans le cas d’un catalyseur en suspension, le systéme d’équations différentielles peut
étre exprimé suivant les équations 11-17 et 11-18 correspondant a 1’évolution bactérienne dans

la phase liquide et en adhésion.

dac Vr

2 = ~KsSear(qe — @) —fal/ C Eq. 11-17
d Ve /

2 =K@ --Fa 1'q Eq. 11-18

Dans le cas du catalyseur supporté, le systeme obtenu peut étre exprimé suivant les équations
différentielles 11-19 et 11-20

dac Vr !

a v (Ks.S'cat- (e — @) + . Irf- C) Eq. 11-19
T

A=K @e- - 1/q Eq. 11-20

Comme évoqué précédemment, I’intensité moyenne d’irradiation mesurée a la surface du
réacteur | (W.m™) est rapportée par unité de volume irradié I, (W.m™), grandeur moyenne
considérée comme représentative du flux de photons disponibles pour réaliser 1’opération

d’inactivation.

La déemarche retenue consiste a identifier, dans un premier temps et en absence d’irradiation
(1=0), le coefficient de transfert de matiere (Ks) pour chacun des matériaux photocatalytiques
utilisés puis, d’identifier sous conditions d’irradiation variables (I, # 0) les quatre constantes

cinétiques a, o’, f et f* impliquées dans la cinétiques de réaction photocatalytique.
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V-2 Validation du modéle cinéetique

V-2-1 Validation sous irradiation artificielle
Le modele adopté est basé sur un schéma réactionnel qui implique un couplage effectif entre
I’inactivation bactérienne par attaques radicalaires qui intervient sous irradiation UV et le
processus d’adhésion. Les simulations mises au point tiennent compte de ces deux
phénomeénes de base et sont comparées aux résultats expérimentaux aussi bien en absence

qu’en présence d’irradiation.

La détermination du coefficient de transfert de matiere et des coefficients cinétiques
intervenant dans les réactions photocatalytiques (qui donne accés notamment au profil de
concentration en bactéries dans la phase liquide) est réalisée via la résolution des deux
systémes d’équations différentielles selon le cas de figure qui se présente et la minimisation
de I’erreur relative moyenne (%) entre les concentrations théoriques C; et expérimentales Ceyp.
La recherche des parameétres permettant la minimisation de ce critére est réalisée par une

méthode d’optimisation (fminsearch) disponible sous Matlab.

En absence d’irradiation et pour chacun des catalyseurs utilisés, les résultats des simulations
de I’adhésion bactérienne, exprimant les concentrations bactériennes d’E. coli C (NPP.L™)
dans la phase liquide en fonction du temps de contact t (min) avec le catalyseur, sont

présentés dans la figure 11-19 pour des valeurs de coefficients de transfert K rassemblées dans

le Tableau I1-5.
Tableau Il- 5: Coefficients cinétiques d’adhésion bactérienne.
Catalyseur Scat (M?.LY) Ks (10°s™) ERM (%)
Media Ahlstrom 0.013 0.54 8.1
Degussa P25 11.7 0.61 9.6
VP Aeroperl 2.3 1.6 9

Les valeurs des erreurs relatives moyennes obtenues (ERM <9.6%) confirment que le mod¢le
LFD utilisé pour décrire 1I’évolution de I’adhésion bactérienne au cours du temps est cohérent
dans la gamme des concentrations étudiées et permet une approximation relativement
satisfaisante des cinétiques d’adhésion. Les valeurs des coefficients Ks obtenues sont toutes

du méme ordre de grandeur (10°), due a la nature commune des catalyseurs utilisés (TiO5).
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Figure 1lI- 19: Adhésion en absence d’irradiation, résultats de simulation (trait continu)
utilisant le Degussa P25(a), le VP Aeroperl (b), le média Ahlstrom (c).
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Les résultats des simulations de I’inactivation bactérienne dans différentes conditions
d’irradiation sont présentés dans la figure 11-20 pour des valeurs de constantes cinétiques
rassemblées dans le Tableau 11-6. La valeur du coefficient de transfert de matiére (Ks) définie
au préalable pour chaque catalyseur est directement intégrée dans le systéme d’équations

differentielles en fonction de la forme du catalyseur.

Tableau 1l- 6: Constantes cinétiques de dégradation photocatalytique pour les différents

catalyseurs utilisés.

Catalyseur  «(10°. m3J™h" f o' (10°.m3JY) ™ f ERM (%)
Media 10.2 1.2 6 0.064 9.8
Ahlstrom
VP Aeroperl 12.7 14 11 0.13 10
Degussa P25 12.5 1.2 14 0.36 8.5

Les valeurs des erreurs relatives moyennes obtenues (ERM <10%) confirment que le mod¢le
cinétique établi pour décrire I’inactivation bactérienne par voie photocatalytique est cohérent
dans la gamme des densités de flux lumineux étudiée et permet une approximation

relativement satisfaisante des cinétiques de décroissance bactérienne obtenues.

Au vu des résultats des constantes cinétiques, il ressort que les constantes a et f, décrivant la
réaction photocatalytique dans la phase liquide, sont de valeurs similaires. Cette similarité est
cohérente dans la mesure ou elle confirme 1’indépendance de la vitesse de la réaction
photocatalytique dans la phase liquide vis-a-vis du catalyseur utilise.

A T’opposé, les constantes o’ et f* décrivant la réaction photocatalytique dans la phase en
adhésion (surface du catalyseur) présentent des valeurs fortement dépendantes du matériau
utilisé. Il ressort que i) les valeurs des constantes o' confirment la classification des
catalyseurs précédemment établie en termes de réactivité photocatalytique. En effet, en phase
d’adhésion, le catalyseur Degussa p25 développe la capacité d’inactivation la plus élevée,
suivie du catalyseur VP Aeroperl puis du media 2D Ahlstrom et ii) les valeurs présentées par
les constantes f” (<1) mettent en évidence I’existence probable d’un phénomene de limitation

tels que le phénomeéne de recombinaison des charges électriques en surface.
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Figure IlI- 20: Reésultats de simulation de la dégradation photocatalytique (trait continu)
utilisant le Degussa P25 (a), VP Aeroperl (b), média Ahlstrom (c) pour différentes densités de
flux d’irradiation : 0 W.m™2(4), 5 W.m " 2(9), 10 W.m ?(0), 20 W.m %(x), 35 W.m " 2(0).
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V-2-2 Validation en fonction du volume total a traiter
Le mod¢le cinétique adopté s’inscrit dans la perspective de concevoir un outil de simulation
capable de prédire le fonctionnement d’un procédé de désinfection par photocatalyse dans des
conditions solaires et a une échelle plus importante (s’approchant d’un traitement solaire avec
un réacteur directement positionné en sortie de station d’épuration). Pour que le changement
d’échelle soit opérationnel, il apparait nécessaire de vérifier d’'une maniére complémentaire la

validité du modele pour différents volumes de fonctionnement.

Par ailleurs, il est & rappeler que la conception du montage fait que la solution passe
naturellement d’une zone irradiée (réacteur) a une zone sombre. Ainsi, la variation du volume
total a traiter permet d’étudier aussi I’effet du temps de séjour dans la zone sombre sur la
capacité de traitement de la bactérie. Ce temps (ts) peut s’exprimer en fonction du temps total
de traitement (t), du volume du réacteur V, et du volume total de la solution & traiter (V1)

suivant 1’équation 11-21.
Vr

t=(1—-—).t Eq. 11-21
Vr

L’effet de la variation du volume a traiter sur I’inactivation bactérienne est étudi¢ dans la
boucle de laboratoire pour une durée d’irradiation de 35 min. Les expérimentations
photocatalytiques sont réalisées sur une suspension bactérienne chargée a ~10’ NPP.L™ en
utilisant le catalyseur Degussa P25 et sous une densité de flux d’irradiation égale a 35 wW.m?2
La gamme des volumes étudiée varie entre 0.5 L et 5 L. Cette gamme correspond a un temps

de séjour dans la zone sombre qui varie entre 82% et 98% du temps total de traitement.
La simulation des résultats expérimentaux est réalisée en intégrant directement les valeurs des
constantes cinétiques K, a, o’, f et f*, identifiées précédemment, dans le systéme d’équations

différentielles correspondant au cas d’un catalyseur en poudre.

Les simulations mises au point tiennent en compte du parameétre volume total a traiter et sont

comparees aux résultats experimentaux dans la figure 11-21.
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Figure Il- 21: Evolution expérimentale et simulée (trait continu) de l’inactivation bactérienne
au cours du temps d’irradiation utilisant le Degussa P25 en suspension et pour différents
volumes traités: 0.5 L (o), 1 L (o), 3L (x),5L (4).

Les profils de la décroissance bactérienne obtenus au bout de 35 min d’irradiation en fonction
du volume traité¢ évoluent d’'une manicre similaire et se superposent. Il ressort que le facteur
volume a traiter n’influe que trés partiellement sur la vitesse de 1’inactivation bactérienne au
cours du traitement. Cette configuration en mode batch et mettant en ccuvre des volumes
morts important n’est donc pas pénalisante et ne défavorise pas la capacité de traitement de la
bactérie étudiee.

Par ailleurs, les résultats de simulation démontrent que, indépendamment du volume a traiter,
le mod¢le adopté est capable de reproduire le fonctionnement du procédé d’une maniere assez
satisfaisante. La valeur de I’erreur relative moyenne entre les concentrations expérimentales et

simulées obtenue (ERM =8.5%) valide le modeéle dans la gamme des volumes étudiés.

V-3 Simulation de 1’évolution bactérienne dans les phases

liquide et en adhésion au cours de la réaction photocatalytique

La maitrise de la cinétique d’inactivation bactérienne est une ¢étape clef dans le
dimensionnement d’un procédé de désinfection par photocatalyse hétérogene. Néanmoins
cette tache est d’autant plus difficile a réaliser dans la mesure ou le résultat s’avére étre le

produit de deux phénomenes intervenants parallelement, a savoir 1’adhésion bactérienne et la
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réaction photocatalytique subséquente. Ainsi, il est primordial de dissocier ces phénomeénes

afin d’évaluer leur taux de contribution relative dans le processus global de traitement.

La résolution du systéme d’équations différentielles permet d’avoir accés simultanément aux
profils de concentration en bactéries dans les phases liquide et en adhésion a chaque instant.
Ces profils de concentrations sont le reflet du couplage effectif des processus d’adhésion et
d’inactivation. Ils permettent donc de véritablement mettre en évidence I’importance relative

des deux mécanismes dans la disparition des bactéries de la phase liquide.

La figure 11-22 présente les simulations réalisées en présence du catalyseur Degussa P25,
dans le noir puis sous irradiation de 35 W.m™. La charge bactérienne initiale et le volume
total & traiter sont respectivement fixés a 5.10° NPP.L™ et 1 L. Afin de pouvoir comparer
I’évolution bactérienne dans chaque phase, les profils sont reportés en nombre de cellules

bactériennes (NPP) en fonction du temps de résidence dans le réacteur t, (min).

Nombre de cellules (Npp)

10 r r r r r
0 50 100 150 200 250

Temps de résidence (min)

Figure 11- 22:Simulation de ’évolution bactérienne au cours d’un traitement photocatalytique
en fonction du temps de résidence dans la phase liquide : en absence d’irradiation (L0), en
présence d’irradiation (L1) et dans la phase en adhésion : en absence d’irradiation (S0), en

présence d’irradiation (S1).

La comparaison entre 1’évolution bactérienne en absence et en présence d’irradiation met en

évidence I’effet de I’irradiation sur la décroissance bactérienne aussi bien dans la phase

106



liquide que dans la phase en adhésion. Les résultats obtenus en absence d’irradiation montrent
qu’au terme du traitement (250 min), la charge bactérienne dans la phase liquide (courbe LO)
diminue approximativement de 1 log pour atteindre un palier traduisant un état d’équilibre
entre les phases liquide et en adhésion. Ce résultat démontre une affinité non négligeable entre
la bactérie étudiée et le catalyseur mis en ceuvre. Cette décroissance est accompagnée par une
croissance du nombre de bactéries en adhésion (S0). En réalisant un bilan de masse entre les
deux phases, on démontre que, comme attendu, le nombre le plus probable des bactéries est

quasi constant tout au long de I’expérimentation (= 4.8 106).

Sous des conditions d'irradiation, les profils obtenus décrivent deux phases élémentaires. Au
bout de 5% de temps total de traitement photocatalytique (1*® phase dans du pt A au pt B), la
charge bactérienne initiale dans la phase liquide (L1) diminue approximativement de 1 log.
Cette décroissance est le résultat de 1’effet conjugué de 1’adhésion bactérienne et de la
dégradation photocatalytique due aux attaques des espéces radicalaires. Néanmoins,
I’évolution paralléle de 1’adhésion bactérienne, décrite par la courbe S1, démontre que le
transfert des bactéries vers la surface du catalyseur n’implique qu’une faible contribution dans
la décroissance bactérienne dans la phase liquide. En effet, il apparait que seulement 10% des
bactéries initialement présentes dans la suspension sont transférées de la phase liquide vers la
phase en adhésion. Ainsi, au vue de cette premiére phase, il peut étre conclu que sous
irradiation, la réduction bactérienne obtenue dans la phase liquide est due essentiellement a
une inactivation photocatalytique et non pas au transfert des cellules bactériennes vers le

support.

Au dela de 5% de temps total d’irradiation (2°™ phase du pt B au pt C), le nombre de bactérie
dans la phase liquide continu, dans un premier temps, a décroitre linéairement puis, tends vers
le palier de stabilisation. Parallélement, 1’évolution bactérienne dans la phase en adhésion
présente des valeurs quasi-stables jusqu’au bout de I’expérimentation, traduisant une faible
activité photocatalytique vis-a-vis des bactéries a la surface du catalyseur. Ainsi, compte tenu
des résultats de ces simulations, l'activité photocatalytique et le phénomeéne d'adhésion
bactérienne soulignent que i) la contribution de I'adhésion bactérienne a la diminution globale
de la charge bactérienne dans la phase liquide (10%) est plus faible que celle de l'activité
photocatalytique, ii) la contribution de 1’activité photocatalytique a I’inactivation bactérienne
est significativement plus faible pour les bactéries en adhésion que pour les bactéries en phase
liquide. Au vue de la littérature [Guo et al., 2000], cette faible incidence de la réaction

photocatalytique sur les bactéries en adhesion peut étre due a un taux de recombinaison de
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charges éleve sur la surface du catalyseur et/ou a une forte accumulation de sous produits de
désinfection adhérés au catalyseur. Ces résultats sont intéressants dans la mesure ou ils
mettent en évidence une présence bactérienne significative sur la surface du catalyseur au
bout du traitement photocatalytique et suggerent fortement que 1’efficacité du traitement peut

étre dangereusement surestimée.

VI- Inactivation bactérienne sous irradiation solaire

Le transfert de la photocatalyse hétérogene sous irradiation UV artificielle vers une utilisation
de I’énergie solaire s’inscrit pleinement dans le cadre du développement durable. Cependant,
I’utilisation de 1’énergie solaire pose deux sérieux inconvénients a savoir 1’intermittence et la
disponibilit¢ de la ressource. En effet, les catalyseurs actuels ne sont sensibles qu’aux
rayonnements des ultra-violets, soit a des longueurs d’onde inférieures a 400 nm. Or ce
domaine, qui ne représente que 5% du spectre solaire, correspond & 50 W.m?. La
modé¢lisation de ce type de procédé, qui tient en compte de I’intermittence de la ressource,
constitue, a ce titre, une étape essentielle dans la phase de développement vers une application
a une échelle plus importante.

Les expérimentations de photocatalyse, menées précédemment sous des conditions
d’irradiations contr6lées, ont mis en évidence les spécificités et les performances de différents
catalyseurs sur I’inactivation de la bactérie E. coli. Elles ont donné lieu, par ailleurs, a la mise
en place d’un modéle cinétique représentatif du fonctionnement des catalyseurs au sein du
réacteur. Cette partie a donc un double objectif. Il s’agit de valider d’une part le modele
cinétique établi, permettant de prédire le fonctionnement du procédé photocatalytique dans
des conditions solaires puis, de mettre en place des expérimentations solaires de maniere a
évaluer la capacité de traitement de la photocatalyse hétérogéne en conditions dites ‘réelles’
de fonctionnement. Cette étape permettra notamment de mettre en avant 1’effet de la nature de

I’effluent sur I’efficacité de traitement.

VI-1 Le pilote

Le pilote solaire (Figure 11-23) fonctionne en mode batch sur le méme principe que le pilote
sous éclairage artificiel [Correia et al., 2011]. Celui-ci est composé d’un réacteur tubulaire
constitué de 10 tubes en verre borosilicaté (L=1,5 m, e=0,002 m, @int= 0,028 m). Ces tubes,
transparents aux UV, développent un volume utile irradié de 6,5 L et sont reliés en série a une

cuve d’une capacité totale de stockage de 20 L. Des réflecteurs de type CPC, d’un facteur de
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concentration égal a 1, sont placés en face arriere des tubes constituant le réacteur, assurant
I’homogénéité du rayonnement sur I’ensemble de la surface. Ces réflecteurs sont réalises en
aluminium poli (modéle Bandoxal). La surface d’ouverture de chaque réflecteur est de 0,14
m2. La surface totale du réflecteur exposé au rayonnement solaire est donc de 1,4 m2,

La circulation de I’effluent est assurée par une pompe centrifuge (Verder), régulée par un
variateur de fréquence. Un débitmeétre (Brooks Instrument B.V) est placé entre la sortie de la
pompe et I’entrée du réacteur. Le suivi du rayonnement UV est assuré par une sonde (Kipp
and Zonen UV-A) permettant de mesurer les densités de flux d’irradiation UV (W.m™) sur le

domaine de longueur d’onde allant de 300 a 400 nm.

Thermocouple

Tube en verre %

borosilicaté

Pyranométre Kipp and Zonen

- modele CMP 3
A =310- 2800 nm
//’/ Sonde UV Kipp and Zonen
CPC en Aluminium —_ Débimetre modele UVA3C
modéle Bandoxal Brooks h=300- 400 nm

Facteur de concentration=1 - \ : )
- Tank  Pompe centrifuge Verder

: de stockage 0.6 - 8.9 L min’!
‘ V=20L

Figure Il- 23: Pilote solaire.

Le suivi du rayonnement global est réalisé a I’aide d’un pyranometre (Kipp and Zonen modele
CMP 3) mesurant sur un domaine de longueur d’onde allant de 310 a 2800 nm. Le suivi de la
température de 1’effluent est assuré par des thermocouples placés en entrée et en sortie du
réacteur. Le pH est suivi a 1’aide d’une sonde pH (CONSORT). Les mesures de la densité
d’irradiation solaire sont réalisées toutes les 30 secondes. L’acquisition des données est

assurée par le logiciel Labview.

L’échelle du banc solaire est nettement supérieure a celle du premier montage de laboratoire.
Les caractéristiques des deux pilotes telles que le volume du réacteur (V), le volume total de

la boucle (V7), ainsi que la surface totale irradiée (S;) sont présentés dans le tableau I1-7.
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Tableau I1- 7: Comparaison entre les caractéristiques du montage de laboratoire et du pilote

solaire.
Montage Dimensions
Vr (L) Vi (L) Sr (M)
Pilote de laboratoire (P1) 1 0.09 0.03
Pilote solaire (Py) 15 0.65 1.5
Rapport P,/P; 15 7.2 50

VI-2 Expérimentations photocatalytiques sous irradiation solaire

VI-2-1 Conditions expérimentales

L’inactivation bactérienne de la bactérie E. coli sous irradiation solaire est étudiée aussi bien
dans la solution de Ringer (milieu pure) que dans un effluent réel. Les expérimentations
photocatalytiques sont conduites dans le pilote solaire (exposé plein sud et inclinée a 45°)
aussi bien en présence qu’en absence de catalyseur. Le catalyseur utilisé est le Degussa P25
en suspension. De la méme maniére que dans le montage de laboratoire, une concentration
optimale en catalyseur (0.73 g.L™) est déterminée dans le réacteur. La masse de catalyseur est
préalablement traitée par sonication durant 10 min dans un volume de 1 L de la solution de
Ringer puis, injectée dans le réservoir du pilote. La solution finale obtenue dans le réservoir
de stockage est d'un volume total de 15 L et de concentration en bactéries de 10’ NPP.L™. Sur
le méme principe que le montage de laboratoire, la conception du pilote fait que la solution,
re-circulée en boucle fermée, passe naturellement d’une zone irradiée (le réacteur) vers une
zone sombre (le reste du montage). Le temps de séjour sous irradiation (t;) est déterminé par
suite en fonction du volume du réacteur (V,) et du volume total (V) suivant I’équation II-4.

Tout au long des expérimentations, le pH et la température sont périodiquement contr6lés et

affichent des valeurs dans une plage de (6.8 — 7.1) et (25°C — 40°C) respectivement.

VI-2-2 Influence de la source lumineuse
Il est admis que I'inactivation bactérienne par voie solaire se produit suite a un processus de
photo-oxydation susceptible d’endommager 1’ensemble paroi cellulaire, matériel génétique et
protéines nécessaires a la survie du microorganisme [Ubomba-Jaswa et al., 2009]. Ce
processus est étroitement lié¢ au type et a la disponibilité de I’irradiation UV regue. La lumiére

du soleil utilisée au cours du processus d’inactivation bactérienne se compose principalement
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C (NPP.LY)

d'UVA (315 a 400 nm) et d’UVB (280 a 315 nm). Elle présente donc une différence du point
de vue de la gamme spectrale par rapport a la lampe UVA (centrée sur 365nm) utilisée dans le
montage de laboratoire. Ainsi, afin de valider le modele cinétique défini sous des conditions
d’irradiation artificielle, il est important de tester I’influence éventuelle du spectre de la

source lumineuse sur le taux d’inactivation bactérienne.

Les résultats d’inactivation bactérienne d’E. coli obtenue par photolyse et par photocatalyse

sous irradiation solaire sont présentés dans les figures 11-24 et 11-25.
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Figure Il- 24: Inactivation d’E. coli par Figure - 25: Inactivation d’E. coli par
photolyse solaire au cours du temps photocatalyse solaire au cours du temps
d’irradiation dans la solution de Ringer ; d’irradiation dans la solution de Ringer,
profil de [irradiation solaire (trait profil de [irradiation solaire (trait
continu). continu).

Les courbes en continu représentent les densités de flux d’irradiation solaire acquises au cours
d’une journée ensoleillée d’un mois estival. Ces densités oscillent globalement entre un
minimum de 10 W.m™ et un maximum de 45 W.m?, ce qui met en évidence I’aspect

intermittent de la ressource solaire.

La décroissance bactérienne obtenue au cours du temps, aussi bien par photolyse que par
photocatalyse, confirme la faisabilité de I’inactivation bactérienne par voie solaire. Les profils

des concentrations dans les deux cas suivent une allure similaire a celle obtenue dans des
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conditions d’irradiation controlées. Ces résultats mettent en évidence 1’action directe de
I’irradiation solaire sur 1’inactivation bactérienne. Dans ce cas, la concentration bactérienne
initiale décroit de ~1.5 log au bout de 4 h d’irradiation. Pour une méme durée d’irradiation, la
photocatalyse permet d’obtenir une réduction bactérienne de ~4 10g.

Ces taux de decroissance bactérienne sont comparables a ceux obtenues précédemment dans
des conditions d’irradiation contrélées ou ceux rapportés précédemment dans la littérature
[Lonnen et al.,2005 ; Malato et al. 2009]. Cependant, compte tenu de la nature intermittente
de la ressource solaire et la différence entre la gamme spectrale d’émission du soleil et de la
lampe UV du montage de laboratoire, la comparaison directe des performances de la
photolyse et la photocatalyse au cours du temps n'est pas adéquate. Cette comparaison directe
est possible sous réserve d’exprimer les profils de concentration bactérienne en fonction de
I'énergie Quv (kJ.L™) reue au cours du temps d’irradiation. Cette grandeur peut s’exprimer
suivant I’équation 11-22 [Blanco et al. 2003]. Elle implique que la capacité du traitement peut
étre obtenue a partir de la connaissance de la quantité d’énergie lumineuse disponible sans

distinguer le niveau de puissance a laquelle cette énergie est délivrée.

Sy t
Quy = V—;forl dt, Eq. 11-22
Ou S; et V1 sont la surface irradiée et le volume total a traiter respectivement.

L’inactivation bactérienne par photolyse et photocatalyse obtenue aussi bien sous irradiation
solaire que sous une densité de flux d’irradiation de 35 W.m™ est présentée en fonction de

I’énergie cumulée dans la figure 11-26.

Les profils obtenus démontrent, indépendamment de la nature de la ressource lumineuse et de
la densité de flux (diffus ou direct), I’effet dominant de la photocatalyse. En effet, pour une
méme quantité d’énergie regue (50 k.L™Y), ’action de la photocatalyse est 2 fois supérieure a

celle de la photolyse.

112



16+07 B
E@AA
: A A
A
_ m .
1 1.E+05 -
o 3
8 E
o m O
1E+03 - u O
1.E+01 rTr1rr1rrrrrr7T rrr7m 7rr 17 11 11T 1T 1T 17T T 1T 1771

0 10 20 30 40 50 60
Q,, (kJ.L"
Figure ll- 26: Inactivation d’E. coli par photolyse: sous UV artificielle (A ), sous UV solaire
(4) ; par photocatalyse : sous UV artificielle (m), sous UV solaire (D).

Par ailleurs, il apparait que I’inactivation bactérienne obtenue sous irradiation solaire est
comparable a celle obtenue sous irradiation artificielle. Il peut étre conclu par suite que le
spectre d’émission lumineux de chacune des sources d’irradiation n’a pas d’influence

significative sur I’inactivation bactérienne au cours de la durée de traitement.

VI-3 Validation du modele cinétique sous irradiation solaire

Les expérimentations de photocatalyse menées précédemment dans le montage de laboratoire
ont permis d’établir un modéle cinétique représentatif de 1’inactivation de la bactérie E. coli
sous différentes conditions controlées. En vue de tester la validité et la robustesse du modele
adopté dans des conditions réelles, I’inactivation bactérienne photocatalytique obtenue par
irradiation solaire est simulée en intégrant directement les coefficients cinétiques définis sous
irradiation contr6lée dans le systéme d’équations différentielles Equation. 11-17 et Equation
[1-18. La simulation mise au point tient en compte du paramétre densité de flux d’irradiation

et est comparée au résultat expérimental dans la figure 11-27.
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Figure Il- 27: Evolution expérimentale (o) et simulée (trait continu) de la dégradation

bactérienne au cours du temps d’irradiation utilisant le Degussa P25 en suspension et Sous

irradiation solaire ; Densités de flux d’irradiation solaire (trait discontinu).

Le profil de simulation obtenu démontre que le modele cinétique permet une approximation
relativement satisfaisante des cinétiques de décroissance bactérienne. La concordance obtenue
entre les valeurs simulées et expérimentales (ERM = 8.5%) valide le modéle cinétique et
démontre qu’il est capable de traduire d’une maniere assez satisfaisante le fonctionnement du

procédé dans des conditions solaires et a une échelle importante.

VI-4 Performance de la photocatalyse hétérogene solaire pour le

traitement d’un effluent réel

Les travaux effectués dans ce chapitre ont permis d’évaluer la capacité de la photocatalyse
hétérogene a inactiver la bactérie E. coli en suspension dans une solution de Ringer pure et
ceci sous des conditions d’irradiation aussi bien artificielle que solaire. En vue d’étendre ces
résultats au traitement d’effluents plus complexes, des essais de photolyse et photocatalyse
solaires et utilisant le catalyseur Degussa P25 sont menés sur la bactérie E. coli inoculée dans
un effluent réel (issu de la sortie de la STEP de Perpignan). Dans cette partie, la bactérie est
inoculée a une concentration initiale de 10" NPP.L™" dans deux types d’effluents. Le premier
de flore microbienne endogene. Le deuxiéme est 1’effluent réel conservé a 1’état brut. La

finalit¢ de I’utilisation de ces deux effluents est d’apprécier I’influence des propriétés du
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milieu seul (MES, pH, composition) sur le taux d’inactivation bactérienne par voie
photocatalytique solaire puis, d’estimer ’efficacité du traitement dans des conditions réelles.
Les expérimentations sont conduites dans le pilote solaire durant une journée ensoleillée et

aussi bien en présence qu’en absence de catalyseur.

Les taux d’inactivation bactérienne obtenus par photolyse et photocatalyse dans les deux
effluents réels sont comparés a ceux obtenus précédemment dans la solution de Ringer et sont

reportés dans la figure 11-28 et la figure 11-29 respectivement.

Les profils de décroissance bactérienne démontrent que le traitement d’E. coli par photolyse
et photocatalyse est effectif dans les effluents réels étudiés. Au bout d’une journée
d’irradiation, les taux de réduction bactérienne atteints par photolyse et photocatalyse sont
respectivement de 1 log et 3 log. Par ailleurs, il s’avére que, indépendamment du mode de
traitement utilisé, la capacité d’inactivation de la bactérie E. coli est étroitement dépendante

du milieu traité.
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Figure I1- 28: Inactivation d’E. coli par
photolyse en fonction de la nature de
Ieffluent traité : solution de Ringer (m),
effluent réel stérile (®), effluent réel
brut (A).
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P25 en fonction de la nature de
Ueffluent traité :
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réel brut (4).
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En effet, pour une méme quantité d’énergie absorbée, les taux de réduction bactérienne
obtenus dans la solution de Ringer sont plus importants que ceux obtenus dans les effluents
réels. Des résultats comparables sont mis en avant dans la littérature [Hermann et al.,1993].
Selon Hermann et al., I’inactivation bactérienne dans un effluent réel peut étre inhibée par la
présence de matieres en suspension (outre que les bactéries cibles) susceptibles de limiter la
diffusion de I’irradiation dans le milieu réactif traité. D’autres parts, la présence de minéraux
a caractére électrostatique attractif ou répulsif (S04, HCOs, Ca**, Na* et Mg?*) dans les
effluents réels peut avoir pour effet de limiter 1’interaction entre les bactéries cibles et le
catalyseur, inhibant par suite la réaction d’inactivation bactérienne. Dans une autre étude
[Bekbolet et Balcioglu, 1996], il apparait que certains anions tels que les bicarbonates (HCO3~
) peuvent piéger des espéces réactives comme les radicaux hydroxyles OH°. Cette
combinaison donne lieu par la suite & des carbonates (CO5 ") & caractére moins actif et limite

la réaction d’inactivation bactérienne.

Au vue de ces résultats, il apparait que la capacité d’inactivation de la bactérie E. coli par voie
photocatalytique est relative au milieu de traitement. Ainsi, il peut étre conclu que la
composition du milieu représente un facteur limitant devant étre impérativement pris en
compte lors du dimensionnement d’un procédé de traitement par photocatalyse dans des
conditions réelles. 1l apparait également que la transposition des résultats acquis dans le cas
d’un milieu modéle (bactéries en suspension dans une solution de Ringer) vers un effluent
réel est loin d’étre trivial. La variabilité et la complexité de la composition des effluents réels
rendent cette tiche d’autant plus difficile et freinent a ce jour le passage de ce procédé a

I’échelle industrielle. Ainsi, une étude a part entiére qui constituera une prolongation du

travail réalisé dans le cadre de ce chapitre est nécessaire

Conclusion

La finalité de ce travail a été de definir les conditions de fonctionnement et les performances
d’un procédé de désinfection par voie photocatalytique appliqué a une bactérie de référence,
E. coli. L’acquisition d’un ensemble de données expérimentales suffisamment représentatives
a permis une comparaison directe des performances de différents catalyseurs a base de TiO,
en termes de cinétiques d’adhésion bactérienne et de dégradation photocatalytique. Au-dela
de cette comparaison, ces travaux avaient pour objectifs d’évaluer I’affinité de la bactérie

cible vis-a-vis des différents médias puis, de définir un modele mathématique représentant le
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fonctionnement d’un pilote de désinfection bactérienne par voie photocatalytique sous

différentes conditions de fonctionnement.

Dans cette étude, trois catalyseurs a base de TiO, ont été retenus, a savoir le TiO2 Degussa
P25, le TiO, VP Aeroperl P25/20 présentés sous forme de poudre et le média Ahlstrom Grade
1048 présente sous forme de catalyseur supporté. Préalablement aux expérimentations
photocatalytiques, une étape préliminaire d’optimisation de la mise en ceuvre dans le cas des
suspensions a éte réalisée. Il s’agissait de déterminer la concentration en catalyseur permettant
de limiter la transmittance du rayonnement incident a la surface du réacteur a une valeur
maximum de 10 %.

Les expérimentations photocatalytiques ont tout d’abord été réalisées dans un montage de
laboratoire et dans des conditions d’irradiation UV contrdlées dans le but d’étudier I’efficacité
bactéricide des différents catalyseurs. La méthodologie suivie a consisté a étudier les
propriétés d’adhésion bactéries/matériau en fonction des différentes mises en forme. Pour
chaque matériau, une courbe d’équilibre d’adhésion a été définie. Ceci a permis de mettre en
évidence la réalité du phénomeéne d’adhésion puis, de quantifier sa participation a la baisse de
la concentration bactérienne lors des essais de désinfection.

Les cinétiques d’inactivation ont été systématiquement déterminées expérimentalement pour
les différentes formes de catalyseurs sur une gamme d’irradiations allant de 5 & 35 W.m™.
Les résultats obtenus ont convergé vers ceux rapportés dans la littérature, dans la mesure ou
les performances de désinfection des suspensions (Degussa P25 et VP Aeroperl) ont été
supérieures a celles du catalyseur supporté. En termes d’efficacité de désinfection, ceci a
permit de mettre en avant le rdle déterminant du parametre surface spécifique dans le cas des

catalyseurs en poudre et celui du taux de recouvrement dans le cas du catalyseur supporte.

L’ensemble des cinétiques recueillies a permis de définir et d’identifier les parametres
cinétiques clefs permettant de simuler les profils de concentrations en bactéries dans la phase
liquide : i) sous différentes conditions d’irradiation et ii) pour les différents couples
bactéries/catalyseur. Ainsi, grace a un traitement numérique, une loi cinétique reproduisant
I’évolution des concentrations de la bactérie étudiée au cours de la réaction photocatalytique a
été établie. Cette loi implique un couplage entre deux phénomeénes de base qui coexistent, le
phénomene d’adhésion bactérienne et la réaction photocatalytique subséquente. Le but de ce
couplage n’était pas d’établir une loi cinétique exacte qui nécessiterait, par ailleurs, la

définition du profil local de I’irradiation dans le volume réactionnel. Il s’agissait de s’appuyer
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sur différentes lois cinétiques présentes dans la littérature afin de suggérer un modele base sur
des hypothéses et simplifications raisonnables permettant de représenter au mieux le
processus d’inactivation bactérienne par photocatalyse hétérogene.

Une fois validé, le modele cinétique établi a permis de mettre en place des simulations de
I’évolution bactérienne au cours d’un traitement photocatalytique, aussi bien dans la phase
liqguide que dans la phase en adhésion. Ces simulations ont permis de dissocier les
phénomenes qui coexistent puis, d’évaluer leur contribution relative dans le processus global
d’inactivation bactérienne. En donnant I’accés simultanément aux profils de concentration en
bactéries dans les phases liquide et en adhésion a chaque instant, le modele adopté a mis en
évidence la présence d'une charge bactérienne significative sur la surface du catalyseur au
bout du traitement photocatalytique et suggére fortement que le traitement photocatalytique

peut étre dangereusement surestimé.

La deuxiéme partie de ce chapitre a consisté en 1’étude de 1’inactivation bactérienne dans des
conditions s’approchant d’un traitement solaire avec un réacteur directement positionné en
sortie de station d’épuration. Cette partie reléve d’un double objectif, a savoir de valider le
modele défini dans des conditions contr6lées a plus grande échelle et sous rayonnement
solaire puis, d’estimer I’influence du milieu de traitement sur le taux d’inactivation
bactérienne. Les expérimentations ont été réalisées dans un réacteur solaire fonctionnant en
mode batch et faisant intervenir des volumes de traitement plus importants. Au vue des
résultats obtenus, il est ressorti que dans le cas d’une opération d’inactivation des bactéries
dans une solution de Ringer pure, le transfert du traitement photocatalytique d’une petite
échelle vers une échelle plus importante a été opérationnel et a mis en évidence la faisabilité
de Dl’application d’une telle technologie sous des conditions de rayonnement solaire. Par
ailleurs, le modele cinétique établi sous irradiation UV artificielle a été validé dans des
conditions solaires. Ce modeéle offre ainsi la possibilité de prédire et dimensionner le
fonctionnement du procédé de traitement photocatalytique a plus grande échelle et sous
conditions d’irradiation variables. A contrario et comme attendu, le traitement d’un effluent
réel dépend étroitement de sa composition souvent complexe. Ainsi la transposition des
résultats acquis dans le cas d’un milieu modéle (bactéries en suspension dans la solution de
Ringer) vers un effluent réel est loin d’étre trivial et nécessitera une étude a part entiére qui

constituera une prolongation du travail réalisé dans ce chapitre.
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CHAPITRE Il Inactivation d’Escherichia coli par
photocatalyse hétérogene dans un réacteur ouvert
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Introduction

Bien qu'un grand nombre d'études aient demontré que la photocatalyse hétérogene (UVA-
TiO,) est efficace pour I’inactivation de la bactérie E. coli [Bekbolet et Araz, 1996; Huang et
al.,, 2000; Liu et Yang, 2003; Kuhn et al., 2003], la plus part des expérimentations
photocatalytiques ont été conduites sur des procédés discontinus (mode Batch) et utilisant des
catalyseurs (ex. TiO,) sous forme de nano-poudre. Ces systémes batch offrent de nombreux
avantages, tels que la possibilité de travailler a petite échelle (faibles volumes d’cau) et dans
des conditions contrélées. Ainsi, ils permettent une bonne compréhension des mécanismes de
désinfection mis en ceuvre et une bonne maitrise du traitement au cours du temps. Cependant,
les résultats obtenus dans les systemes batch ne peuvent pas étre directement transposés a des
procédés dits réels : fonctionnement en mode continu, configuration, géométrie, volumes
différents. Les vitesses de désinfection sont également difficiles a extrapoler a des opérations
de traitement plus pratiques (évolution de la population cible, présence évolutive des cibles
dégradées, inactivées..). De plus, ’utilisation du catalyseur en suspension, implique
inévitablement une contrainte technique liée a la récupération de la poudre dans 1’effluent
traité. Ainsi, le développement de procédés de désinfection par voie photocatalytique en mode
continu et mettant en ceuvre des catalyseurs supportés correspond véritablement & un grand

enjeu scientifique.

A ce jour, la majorité des études portant sur la dépollution de I’eau en mode continu, met en
ceuvre des traitements, essentiellement, par voie chimique (ex. chloration, ozonation) [Pfeiffer
et Barbeau, 2014] ou physique (rayonnement UVC et le rayonnement solaire) [Gill et
McLoughlin, 2007 ; Gill et Price, 2010 ; Mbonimpa et al. 2012]. Le traitement de 1’eau par
voie photocatalytique en mode continu a fait également I’objet de différentes études
[Matsunaga et al., 1988 ; Gill et McLoughlin, 2007 ; Pal, 2007] mais reste moins abordé
[Dalrymple, 2011]. Dans ce contexte, on se propose d’étudier 1’inactivation de la bactérie E.
coli dans un procéde de traitement photocatalytique en utilisant un catalyseur supporté et en
mode continu : alimentation et soutirage d’un débit constant de solution. Les expérimentations
photocatalytiques réalisées dans cette étude ont pour vocation d’apporter des informations
complémentaires sur les étapes du processus de désinfection (phase d’adhésion, inactivation).
D’autre part, il s’agit de recueillir les cinétiques d’inactivation bactérienne dans des

conditions maitrisées afin d’évaluer le potentiel de la photocatalyse pour une application de
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désinfection en flux continu. La finalité est de pouvoir proposer un dimensionnement de
procédé fonctionnant en régime permanent.

Ce chapitre débute par la présentation du réacteur fonctionnant en mode continu ainsi que sa
mise en route. Le choix s’est porté vers un catalyseur supporté, 1’Ahlstrom Grad 1048
commercialisé par la firme papetiére Ahlstrom, afin d’éviter la séparation (post-traitement)
eau/catalyseur. Les caractéristiques de ce média ont été décrites précedemment [Correia,
2011].

Les conditions de fonctionnement seront définies pour évaluer les phénomenes parasites
(adhésion a la surface du montage, effet de photolyse...) et définir les caractéristiques du
montage (temps de séjour, volume mort). Il s’agit d’évaluer 1’effet du phénoméne d’adhésion
bactérienne et 1’action directe de la photolyse dans le processus global de désinfection.
Ensuite, 1’étude vise a étudier I’action de la photocatalyse sur la décroissance bactérienne en
régime permanent en fonction des principaux parametres opératoires qui réegissent le
processus de désinfection : la densité de flux d’irradiation et le temps de séjour moyen du
procédé. La gamme des densités d’irradiation étudiée, se situant entre 5 W.m et 35 W.m?,
correspond approximativement a la plage de densité de flux de I’irradiation solaire sur une
journée d’ensoleillement. Les temps de séjour moyen dans le systéme étudié sont compris
entre 4.16 h et 10 h. lls correspondent a I’ordre de grandeur de temps de séjour en station
d’épuration. Pour cette étude, la loi cinétique établie dans le chapitre précédant (en mode
batch) est utilisée pour décrire les profils d’inactivation de la bactérie cible. Il s’agit de valider
cette loi qui implique un couplage entre deux phénomenes coexistant, a savoir le transfert de
masse (adhésion bactérienne) et la réaction photocatalytique d’inactivation. La démarche
suivie consiste a extrapoler la loi cinétique établie en mode batch au mode continu afin de
prédire le fonctionnement du procédé en régime permanent. A terme, la finalité est de prédire
les performances de désinfection du procédé continu sur des temps représentatifs (journée,
mois, année). Cela permettra, a partir de simulations, de dimensionner un démonstrateur de
désinfection des eaux résiduaires en sortie de STEP a plus grande échelle et dans des

conditions de fonctionnement réelles (conditions solaires).
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I- Le pilote

Les expérimentations photocatalytiques sont réalisées avec un pilote fonctionnant en régime
permanent. Le pilote est une boucle de traitement d’un volume total de 0.25 L, constitué d’un
photoréacteur plan, d’un systéme de recirculation et de vannes d’alimentation et de soutirage.
Il est composé d’un photo-réacteur équipé d’un panneau Leds UV interfacé avec un PC, d’une
pompe centrifuge pour assurer I’homogénéité de la solution dans le réacteur et d’'une pompe

péristaltique pour 1’alimentation du fluide (Figure III-1).

=
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Figure I11- 1: Réacteur ouvert parfaitement agité : apparence (a) ; schéma du circuit (b): bac
de remplissage du circuit (1), pompe centrifuge (2), photo-réacteur plan (3), panneau de Leds
UV (4), soutirage fluide (5), alimentation (6), pompe péristaltique (7), bac de récupération du
fluide (8), bac d’alimentation du fluide (9).

Le photo-réacteur est un parallélépipede d’une largeur de 10 cm, d’une longueur de 15 cm et
d’une épaisseur de 1 cm. Assimilable a un réacteur plan, il posséde un fond en acier
inoxydable couvert en face avant d’une plaque de PMMA transparente aux irradiations UV (a
90 %). Afin de I’isoler de toute source de lumiére externe, le réacteur est monté a I’intérieur
d’une enceinte fermée et exposée au panneau de diodes LEDs UVA de méme dimension (280
leds distribuées en 10 rangees, A centrée & 365 nm). La densité de flux d’irradiation émise par
le panneau lumineux est modulable entre 3 W.m et 50 W.m™ avec un pas de variation de 256
niveaux. La surface et le volume utiles irradiés obtenus sont ainsi de 0.015 m? et 0.15 L
respectivement, soit une surface volumique de 0.1 m?.L™ (10* m®.m™). L utilisation de diodes
Leds UV dans ce dispositif innovant est plus avantageuse que I’utilisation de lampes

classiques (lampes fluo-compactes). En effet les diodes Leds permettent de moduler la densité
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de flux de maniere précise, sur une large plage de densités d’irradiation et avec un faible pas
de variation (0.2 W.m®). Elles permettent d’appliquer des consignes précises fixes et
variables représentatives des conditions d’irradiation solaire : cycles journaliers, variations de
densité de flux au cours d’une journée, d’un mois, etc.

La circulation de I’effluent dans le réacteur est en film ascendant. Elle est assurée par une
pompe centrifuge permettant d’obtenir une solution homogeéne dans I’ensemble du circuit du
systeme. Pour établir un régime continu, la boucle est alimentée en entrée par un influent a un
débit constant. Simultanément, la méme quantité d’effluent est soutirée en sortie de la boucle
a un méme débit afin de garder un volume de fluide fixe dans le systeme. Les deébits
d’alimentation/soutirage sont controlés par la pompe péristaltique multicanaux (Watson

Marlow 205 CA) dont la gamme de débits est modulable entre 0.01 L.h™" et 0.3 L.h™.

Les différentes caractéristiques de la boucle de traitement, telles que le volume total de
fonctionnement (V1), le volume du réacteur (V;), le rapport du volume irradié par le volume
total (V\/V1), la surface irradiée du réacteur (S;), la plage de densités de flux d’irradiation (I)

et la gamme des débits disponibles sont résumées dans le tableau I11-1 :

Tableau Ill- 1: Caractéristiques géométriques et de fonctionnement de la boucle de
traitement.

Vr(L)  Vi(L) Vi/V+ S, (m’)  1(wW.m? Q (L.h™)

0.25 0.15 0.6 0.015 3-50 0.01-0.3

I1- Etudes preliminaires

[1-1 Mise en route du pilote

Préalablement aux expérimentations, une série de tests préliminaires est réalisée afin de
fonctionner dans des conditions parfaitement maitrisées. Il s’agit de s’assurer de la bonne
¢tanchéité de I’ensemble du montage expérimental, vérifier 1’uniformité du débit
d’écoulement en entrée et en sortie de la boucle de traitement et étalonner la source
lumineuse.

L’uniformité des débits d’écoulement de ’influent et de I’effluent en entrée et en sortie du

pilot est vérifiée pour une gamme de débit allant de 0.025 L.h™ 4 0.06 L.h™. La densité de flux
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d’irradiation est étalonnée pour une gamme qui varie entre 10 W.m? et 35 W.m? Les
fluctuations observées dans la gamme des débits d’écoulement et de densités de flux
d’irradiation étudiées sont inférieures a 1%.

Ensuite, une premiere expérimentation est conduite dans le noir et en absence de catalyseur. Il
s’agit d’évaluer les effets de phénoménes parasites ; adhésion sur les parois du montage,
inactivation bactérienne imputable aux composantes du pilote, etc. La bactérie E. coli est mise
en suspension dans une solution de Ringer (pH= 6.9) de maniere a obtenir une charge initiale
de 10” NPP.L™. La suspension bactérienne est ensuite recirculée dans la boucle de traitement
en circuit fermée et sans alimentation durant 48 h. La concentration bactérienne dans le
montage expérimental est suivie périodiquement ainsi que les valeurs du pH et de la

température.

Le test préliminaire montre que le pH (pH= 6.9) est constant sur la période d’essai. Les

valeurs de température obtenues varient trés faiblement sur une plage allant de 25°C a 27°C.

Les mesures des concentrations bactériennes obtenues a I’intérieure de la boucle de traitement

sont présentées sur la figure 111-2.
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Figure 1ll- 2: Evolution de la concentration bactérienne a ['intérieur de la boucle de

traitement (en circuit fermé) dans le noir et en absence de catalyseur.

La population bactérienne est tres stable sur la durée de la manipulation. Les fluctuations

observées sont principalement due aux incertitudes de mesure de la population cible. Ainsi, il
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peut étre consideré que le systéeme est stable et les conditions parfaitement maitrisées pour

réaliser des expérimentations photocatalytiques.

11-2 Détermination du temps de séjour

Le temps de séjour est déterminé en considérant la boucle de traitement dans son ensemble
(réacteur + conduites de recirculation). Il s’agit de vérifier que la boucle de traitement peut
étre considérée comme parfaitement agitée et d’évaluer le volume mort. Le principe consiste a
appliquer des consignes de concentrations bactériennes en entrée du systéme et de suivre la
concentration de la population cible dans le réacteur au cours du temps. Dans notre cas, le
temps de séjour expérimental sera évalué a partir de la réponse du systeme a un signal
d’entrée de type échelon. Ce signal est obtenu expérimentalement en alimentant la boucle par
une solution de traceur de concentration et débit constants. Dans cette étude, E. coli, une
bactérie inerte, facilement mesurable et qui, a priori, n’influe pas sur les propriétés
d’écoulement dans le systéme est choisie en tant que traceur. Cela permet de travailler dans

des conditions proches des essais photocatalytiques.

Pour nos essais, deux créneaux successifs, un échelon positif puis un échelon négatif ont été
appliqués. Préalablement au début de 1’expérimentation, la boucle est remplie par une
suspension bactérienne d’E. coli de concentration C, égale & 10° NPP.L™. Au temps t=0, la
boucle est alimentée par une premiére suspension bactérienne de concentration C; égale a
1.510" NPP.L™ (soit un facteur de concentration égale & 150) et & un débit Q de 0.06 L.h™. La
concentration bactérienne Cs en sortie de la boucle de traitement est suivie au cours du temps,
jusqu’a I’obtention du régime permanent : c'est-a-dire une concentration stable et identique a
la concentration d’alimentation (Ce1 = Cs). Ensuite, la deuxieme consigne est appliquée. La
boucle est alimentée & un méme débit par une suspension bactérienne de concentration C,

égale & 10° NPP.L™ (soit un facteur de dilution égale & 150).

La réponse de la boucle de traitement est comparée a celle d’un réacteur ouvert parfaitement

agité (RPA) se définissant suivant I’équation I1I-1.

t
C,(t)= C,— (C, —C,).e @ Eq. I11-1
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Ou C. et Cs (NPP.L™) sont les concentrations bactériennes en entrée et en sortie du réacteur
respectivement, Co (NPP.L™) est la concentration bactérienne initialement présente dans le

réacteur et 0 (h) est le temps de séjour moyen dans le réacteur (égale au temps de passage).

Les profils des concentrations bactériennes théoriques et expérimentales en sortie de la boucle

de traitement sont reportés en fonction du temps sur la figure I11-3.
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Figure 111- 3: Evolution expérimentale (4) et théorique (trait continu) de la concentration
bactérienne en sortie de la boucle de traitement en fonction du temps ; mesures
expérimentales du signal échelon positif (e) ; mesures expérimentales du signal échelon

négatif (e).

Les courbes des concentrations bactériennes théoriques et expérimentales concordent. Le
temps de séjour expérimental (déterminé graphiquement) est égal a 4 h, tandis que le temps de
séjour moyen théorique (égale au temps de passage dans la boucle de traitement) est égal a
4.16 h.

La concordance des profils et des temps de séjour moyen théoriques et expérimentaux indique
que la boucle de traitement fonctionne en réacteur parfaitement agité (RPA). L’écart entre le
temps de séjour moyen théorique et expérimental (0.16 h) correspond a un volume mort de 9

mL, ce qui peut étre consideré comme négligeable pour la suite de notre étude.
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I11- Inactivation d’E. coli en régime permanent

[11-1 Conditions d’expérimentation

Au vue du chapitre précédent, le processus de désinfection est le couplage d’une phase
d’adhésion bactérienne a la surface du catalyseur et d’étapes d’inactivation de la cible, soit par
photolyse soit par photocatalyse. L’objectif consiste donc a évaluer la part des effets
attribuables a chacun de ces processus ayant lieu au cours de la désinfection.

L’ensemble des expérimentations photocatalytiques est réalisé dans la boucle de traitement
sur la bactérie E. coli et dans des conditions d’irradiation et d’écoulement maitrisées. La
population bactérienne est systématiqguement mise en suspension dans une solution de Ringer
(pH=6.9). Le catalyseur utilisé est le media 2D Ahlstrom. Le média catalytique, d’une largeur
de 10 cm et d’une longueur de 15 cm, est fixé au fond du réacteur. La totalité de la surface du
média est exposéee au panneau Leds UV. Les expérimentations sont systématiquement initiées
dans le noir. La boucle de traitement est remplie au préalable par une solution de Ringer puis
alimentée a un débit constant par une suspension d’E. coli de concentration initiale donnée.
L’expérimentation est conduite sous irradiation constante jusqu’a Datteinte du régime
permanent. La concentration bactérienne est mesurée par prélevement en sortie de la boucle
de traitement. La gamme des densités de flux d’irradiation appliquée varie de 10 W.m? & 35
W.m™. La gamme des débits d’alimentation appliquée, comprise entre 0.025 L.h™ et 0.06 L.h
! correspond & des temps de séjour compris entre 4.16 h et 10 h. Les valeurs du pH et de la

température sont suivies régulierement tout au long des expérimentations.

[11-2  Influence de 1’adhésion bactérienne en absence
d’irradiation
Le phénomene d’adhésion bactérienne a la surface du catalyseur a été mis en évidence dans le
chapitre 2. 1l correspond au transfert des bactéries de la phase fluide vers la surface du
catalyseur. Il s’agit de quantifier le phénomeéne d’adhésion ayant lieu lors du processus de

désinfection. Pour ce faire, les profils des concentrations bactériennes en sortie de la boucle

de traitement doivent étre établis en présence du catalyseur et en absence d’irradiation.

Les expérimentations sont réalisées sur une suspension bactérienne initialement chargée & 10’
NPP.L™. Un débit de 0.025 L.h™, correspondant & un temps de séjour moyen dans la boucle

de 10 h, est appliqué.
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Les profils des concentrations en bactérie mesuréees en sortie de la boucle de traitement sont

représentés dans la figure 111-4.
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Figure I11- 4: Evolution de la concentration bactérienne en sortie de la boucle de traitement

dans le noir en absence (+) et en présence du catalyseur (9).

Les courbes des concentrations bactériennes en sortie de la boucle de traitement sont obtenues
en absence comme en présence de catalyseur. Les profils croissent initialement suivant des
allures exponentielles. Elles se stabilisent au bout d’un temps de fonctionnement égal a 9.5 h,
correspondant approximativement au temps de séjour moyen dans la boucle de traitement (10
h).

Il apparait que la présence du catalyseur ralentit initialement la cinétique de la croissance
bactérienne. Cet effet est dd, éventuellement, au transfert paralléle des bactéries de la phase
liquide vers la phase en adhésion. En présence du catalyseur, la stabilisation des
concentrations bactériennes est ralentie par le processus d’adhésion des bactéries a la surface
du catalyseur. Une fois le régime permanent atteint, la concentration en sortie est identique a
la concentration d’alimentation du réacteur : elle correspond a I’atteinte de 1’état d’équilibre

des bactéries entre le fluide d’alimentation et la surface du catalyseur.

Il semble donc que la présence du catalyseur n’a pas une influence significative sur le

fonctionnement de la boucle.
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[11-3 Influence de la photolyse

L’objectif de cette partie est d’estimer puis comparer les contributions de la photolyse et de la
photocatalyse dans [I’inactivation bactérienne globale en régime permanent. Les
expérimentations sont réalisées aussi bien en présence qu’en absence du catalyseur sur une
suspension bactérienne d’une concentration égale a 10" NPP.LY. L’alimentation de la
suspension est effectuée a un débit de 0.025 L.h™ (6 =10 h). Les expérimentations sont
initiées dans le noir jusqu’a stabilisation de la concentration bactérienne en sortie de la boucle
de traitement. Au temps t=0, la solution est irradiée par une densité de flux d’irradiation égale
a 35 W.m™. Les conditions d’irradiation et d’alimentation sont maintenues jusqu’a ce que les

profils des concentrations bactériennes soient stabilises.

Les profils des concentrations bactériennes obtenues par voie photolytique et photocatalytique

sont présentés en fonction du temps d’irradiation dans la figure I11-5.

1.E+08 -
1E+07 A& ++ 4
] + +
. i + +
T 1.E+06 -
o ] A
= A A A
© : A
1.E+05 -
1E+04 +—— 77—
0 5 10 15
Temps d'irradiation (h)
Figure Ill- 5: Inactivation bactérienne sous une densité de flux d’irradiation de 35 W.m™

obtenue par photolyse (+), photocatalyse (4).

Les cinétiques d’inactivation bactérienne obtenues par photolyse et photocatalyse se
distinguent nettement. Les profils décroissent de maniére exponentielle puis se stabilisent
respectivement au bout de 8 h et 11 h d’irradiation. Les taux d’inactivation bactérienne
obtenus par effet photolytique et photocatalytique sont respectivement de 0.4 log et 1.3 log, ce

qui correspond a des rendements d’abattement respectifs de 61% et 96%.
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Ces résultats mettent en évidence 1’action directe de la photolyse dans 1’inactivation
bactérienne. A partir des résultats obtenus en régime permanent, il est possible de définir les
capacités de désinfection du traitement photocatalytique. Les vitesses de désinfection, sont
déduites graphiquement des résultats expérimentaux. Ces vitesse 7 (NPP.L.h?) se
définissant par 1’équation III-2, expriment le rapport entre la différence des concentrations
d’alimentation C, et d’équilibre Ceq €n (NPP.L™) et le temps de séjour moyen dans la boucle

de traitement 0 (h).

. ﬁ Ce_Ceq

= Eq. I1I- 2
Ainsi, il ressort que le traitement de la population bactérienne d’E. coli par photolyse suit une
vitesse d’inactivation bactérienne de 6.12 10° NPP.L™1.h™%. Cette vitesse est 1.5 fois plus faible
que celle obtenue par effet photocatalytique, égale & 9.58 10° NPP.L™.h™. La part attribuable &
I’action directe de la photolyse dans I’inactivation bactérienne est significative. Elle reste

néanmoins, inférieure a celle de la photocatalyse.

I11- 4 Influence de la densité de flux d’irradiation

La condition d’irradiation est un paramétre clef pour caractériser le processus de désinfection
par photocatalyse. En effet, I’influence de la densité de flux est largement reporté dans la
désinfection par photocatalyse hétérogene [Wei et al., 1994 ; Huang et al., 1998 ; Rincon et
Pulgarin, 2003 ; Cho et al., 2004]. Néanmoins, la plus part de ces études sont conduites dans
des systémes batch ou le temps de résidence dans le réacteur n’est in fine pas limité pour
assurer 1’opération d’inactivation bactérienne. A 1’opposé du systéme batch, I’inactivation des
bactéries dans un systéme ouvert se fait « en un seul passage ». Dans ce cas, la maitrise des
conditions d’irradiation dans le réacteur est cruciale afin d’assurer 1’inactivation effective des

bactéries.

Notre objectif vise donc a évaluer le potentiel de la photocatalyse sur I’inactivation d’E. coli
en régime permanent dans différentes conditions d’irradiation maitrisées. Il s’agit de
déterminer les vitesses d’inactivation bactérienne pour différentes densités de flux. Les
expérimentations photocatalytiques sont réalisées avec une suspension bactérienne chargée a
10" NPP.L™. La boucle de traitement est alimentée & un débit de 0.025 L.h™ (soit un temps de

seéjour 06=10 h). Les expérimentations photocatalytiques sont initiees dans le noir. Ce
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processus a lieu jusqu’a ce que 1’équilibre soit atteint. Cet équilibre correspond aux conditions
d’adhésion d’E. coli & la surface du tissu, établie dans le chapitre 2. Dés lors, le traitement est
initié par la mise sous irradiation du photo-réacteur. Lors de cette deuxiéme phase, on s’attend
a ce qu’un second régime permanent soit atteint. Ce régime correspond a I’équilibre entre la
vitesse de traitement photocatalytique et la vitesse d’alimentation du réacteur en bactéries.
Cette approche permet d’exprimer la vitesse de traitement au cours du temps ¢ (Eq. 111-2) en

fonction des irradiations appliquees.

Les cinétiques d’inactivation bactérienne par photocatalyse sont étudiées pour des densités de
flux d’irradiation de 10 W.m?, 20 W.m? et 35 W.m?. Les profils des concentrations

bactériennes obtenus sont présentés dans la figure 111-6.
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Figure IlI- 6: Inactivation bactérienne par photocatalyse sous une densité de flux

d’irradiation de : 10 W.m™ (©), 20 W.m (0), 35 W.m (4).

Sur la figure 111-6, les courbes des concentrations bactériennes obtenues sous 10 W.m, 20
W.m? et 35 W.m décroissent selon une allure exponentielle. Elles se stabilisent lorsque le
régime permanent est atteint respectivement au bout de 17 h, 15 h et 11 h. Les abattements
respectifs atteints en régime permanent sont de 0.7 log (80%), 0.9 log (89%) et 1.2 log (96%),
ce qui correspond & des vitesses d’inactivation bactérienne respectives de 8 10° NPP.L.h?,
8.8510° NPP.L™-.h™ et 9.8510° NPP.L™".h™,
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Ces résultats confirment la dépendance forte du taux d'inactivation bactérienne a la densité du
flux lumineux. Plus la densité d'irradiation est intense et plus la vitesse de traitement est
importante. Cette relation traduit une interdépendance entre la quantité de photons recue dans
le réacteur et la production des especes radicalaires responsables de la réaction
photocatalytique. Elle est largement décrite dans la littérature aussi bien pour la désinfection
des microorganismes [Goswami et al., 1997, Pal, 2007 et Pal et al., 2008] que pour le
traitement de polluants chimiques [Plantard et al., 2011, Elatmani, 2013].

[11-5 Influence du temps de séjour

La réaction d’inactivation bactérienne a principalement lieu sur la surface du catalyseur ou a
son voisinage trés proche [Turchi et Ollis, 1990 ; Lee et Choi, 2002 ; Thiebaud et al., 2010].
De ce fait, le temps de contact entre les bactéries et le catalyseur est primordial dans le
processus de désinfection par voie photocatalytique. La démarche suivie consiste donc a
évaluer le potentiel de la photocatalyse sur la I’inactivation d’E. coli en régime permanent
sous différentes conditions d’écoulement. Pour ce faire, il s’agit de suivre la concentration
bactérienne au cours du temps pour différents débits d’alimentation. Ainsi, il sera possible
d’évaluer les vitesses d’abattement par photocatalyse en fonction du temps de sé¢jour moyen
dans la boucle de traitement. Les expérimentations photocatalytiques sont réalisées avec une
suspension bactérienne chargée & 10” NPP.L™. Différents débits d’écoulement sont testés a
savoir, 0.06 L.h™, 0.04 L.h™ et 0.025 L.h™%. Ils correspondent & des temps de séjour respectifs
de 4.16 h, 6.25 h et 10 h. Les expérimentations sont initiées, conformément aux fois
précédentes, dans le noir jusqu’a I’atteinte de 1’état d’équilibre (C. = Cs). Le photo-réacteur

est ensuite soumis & une densité de flux d’irradiation constante égale & 35 W.m™.
Les profils des concentrations bactériennes présentes dans la boucle de traitement sont

reportés en fonction des conditions d’écoulement sur la figure 111-7. Les vitesses d’abattement

sont déduites de 1’expression III- 2, lorsque les régimes permanents sont atteints.
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Figure Ill- 7: Inactivation bactérienne par photocatalyse sous une densité de flux

d’irradiation de 35 W.m™ et sous un débit d’écoulement de : 0.06 L.h™* (0), 0.04 L.h™* (o),
0.025 L.h™ ).

Les courbes des cinétiques d’inactivation bactérienne obtenues pour les débits d’écoulement
de 0.06 L.h™, 0.04 L.h™ et 0.025 L.h* décroissent selon une allure exponentielle puis se
stabilisent lorsque le régime permanent est atteint, soit au bout de 3 h, 8 h et 11 h
respectivement. Les réductions bactériennes respectives atteintes en régime permanent sont de
0.19 log (37%), 0.6 log (76%) et 1.2 log (96%), ce qui correspond a des vitesses de traitement
égales 8.8 10° NPP.L.h™, 9.2 10° NPP.L™ .h" et 9.58 10° NPP.L*.h™.

Ces résultats montrent une relation directe entre le débit d’écoulement et le taux de réduction
bactérienne en régime permanent. Plus le débit d’écoulement est faible meilleure est la vitesse
du traitement, ce qui est en accord avec la littérature [Queffeulou, 2009].

La relation directe entre le temps de séjour et la vitesse de traitement en régime permanent
démontre la nécessité de bien définir la condition d’écoulement dans le réacteur selon les
objectifs de désinfection que 1’on souhaite atteindre. Le dimensionnement du réacteur en
termes de volume et de débit d’écoulement doit permettre ainsi un temps de contact suffisant
entre le catalyseur et la solution a traiter afin que la réaction photocatalytique soit

suffisamment effective.
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IV- Mode¢lisation de [’inactivation bactérienne en régime

permanent

Les cinétiques de désinfection établies avec le montage de laboratoire fonctionnant en mode
batch (chapitre 2) ont permis de définir une loi cinétique permettant de simuler les profils des
concentrations bactériennes au cours du processus de desinfection. Cette cinétique décrit le
couplage entre le processus de transfert qui méne a 1’adhésion des bactéries sur la surface du
catalyseur et le mécanisme photocatalytique induisant I’inactivation des bactéries. Réalisées
sous conditions contrblées, ces expérimentations tiennent compte de la densité de flux
d’irradiation et la concentration en bactéries. Réussir a prédire les performances bactéricides
du procédé fonctionnement en mode batch constitue une premiere brique essentielle.
Néanmoins, d’un point de vue pratique, le véritable enjeu pour une application consiste a

pouvoir extrapoler et valider cette loi dans un systéeme fonctionnant en mode continu.

Les cinétiques expérimentales déterminées dans ce chapitre ont permis d’étudier 1’effet de
deux conditions opératoires régissant 1’inactivation de la bactérie E. coli. Il s’agit de la densité
de flux d’irradiation et du temps de séjour moyen du procédé. A partir de ces données,
I’objectif est de proposer un modele capable de prédire les performances de désinfection en
flux continu. A terme, il s’agit de pouvoir, a partir de simulations, évaluer le fonctionnement
du procédé de désinfection par photocatalyse a plus grande échelle et sur des temps
représentatifs (journée, mois, année). Cette démarche permettra le dimensionnement d’un
démonstrateur fonctionnant en flux continu et sous irradiation solaire pour la désinfection des

gaux en sortie de STEP.

IV- 1 Dérivation du modeéle cinétique

Au vue de la littérature [Farooq et al., 1977 ; Roy et al., 1981 ; Kouame, 1990], la cinétique
bactérienne en mode continu peut étre reproduite en combinant les caractéristiques
hydrauliques du systeme continu et la vitesse d’inactivation déterminée au préalable dans un
systéeme batch. La déscription théorique du fonctionnement du procédé fonctionnant en mode
continu peut ainsi étre réalisée en intégrant la vitesse d’inactivation obtenue précédemment en
mode batch 7 dans le bilan de matiére en concentrations bactériennes du pilote fonctionnant

en mode continu. La boucle de traitement étudiée dans notre cas correspond a un réacteur

134



parfaitement agité (RPA). L’évolution de la concentration bactérienne dans la boucle de

traitement peut ainsi étre exprimée suivant 1’équation I11-3

dc

VTE—Q'Ce—QCSH/Tf Eq. 111-3

Ou V1 (L) est le volume total de la boucle, V; (L) est le volume irradié du photoréacteur, Q
(L.h™%) est le débit d’écoulement, (NPP.L™.h™) est la vitesse d’inactivation bactérienne

obtenue préalablement dans le systéeme batch.

Par ailleurs, la vitesse de réaction 7 implique un couplage entre deux phénomenes a savoir:
I’adhésion bactérienne et la réaction photocatalytique. Comme cela a été propose,
I’inactivation bactérienne est due a la fois a une réaction de dégradation dans la phase liquide
et a la surface du catalyseur. De ce fait, les concentrations bactériennes dans la boucle de
traitement (phase liquide) ainsi que la densité bactérienne a la surface du catalyseur peuvent

étre respectivement exprimées par le systéme d’équations différentielles Eq. I1I-4 et Eq. I11-5.

dC (Ce_C) Vr

a6 v (Ks -Scat- (Qe CI) t Q. Irf- C) Eq. 111-4
d r !

d—ctl—— K:.(qgo—q)—a'. 1.7 .q Eq. I11-5

La densité de flux d’irradiation mesurée a la surface du réacteur I (W.m™) est rapportée par
unité de volume irradié 1, (W.m™). Cette grandeur moyenne est considérée comme
représentative du flux de photon disponible dans le volume du réacteur pour réaliser

I’opération d’inactivation.

Dans notre démarche, il est proposé de fixer le coefficient de transfert de matiére (K;) défini
précédemment pour le catalyseur supporté (chapitre 2) et D’intégrer dans les équations
différentielles comme une grandeur fixe. Ensuite, il s’agit d’identifier les quatre constantes
cinétiques a, o’, f et f* impliquées dans la cinétiques de la réaction photocatalytique sous les

conditions d’irradiation et d’écoulement variables.
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V-2 Validation du modele cinétique

Les profils des concentrations en bactéries dans la boucle de traitement sont simulés via la

résolution des systemes d’équations différentielles Eq. 111-4 et Eq. 111-5. La minimisation du

critere Erreur Relative Moyenne (ERM), issue des écarts entre les valeurs des concentrations

bactériennes théoriques et expérimentales, permet d’identifier le jeu de paramétres ajustables

recherchés.

Les résultats des profils des concentrations bactériennes expérimentales et simulées obtenus

dans différentes conditions d’irradiation et d’écoulement sont présentés dans la figure 111-8 et

la figure 111-9. Notons qu’une phase préliminaire sans irradiation est systématiquement
appliquée.
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concentration bactérienne expérimentale
et simulée dans [’effluent de sortie dans
le noir (0 h a 30 h) puis sous une densité
d’irradiation : 10 W.m? (), 20 W.m™
(0), 35W.m? (4).

concentration bactérienne expérimentale
et simulée dans [’effluent de sortie dans
le noir (0 h a 30 h) puis sous irradiation
de 35 W.m?
d’écoulement : 0.06 L.h™ (0), 0.04 L.h*
(0), 0.025 L.h™* (4).

pour différents debits

Les simulations sont mises au point en tenant compte des conditions opératoires telles que les

caractéristiques hydrauliques de la boucle de traitement (volume, débit), les conditions

d’irradiations (densité de flux, surface irradiée). Elles ont été établies de maniére a étre
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représentatives des profils des concentrations bactériennes mesurées experimentalement dans
le réacteur. Comparées aux resultats expérimentaux, les profils théoriques permettent
d’identifier le jeu de parameétres cinétiques, aussi bien en absence qu’en présence

d’irradiation.

Les résultats de la modélisation permettent d’obtenir, dans I’ensemble, une approximation
satisfaisante (ERM = 20.2%) de 1’évolution des concentrations bactériennes en sortie de la
boucle de traitement. Les simulations, obtenues dans le noir ainsi que dans les gammes de
densités d’irradiation et de débits d’écoulement étudiées, démontrent que le modele est
capable de traduire le fonctionnement du procédé en phase stationnaire (régime permanent). Il
décrit parfaitement 1’état d‘équilibre entre la vitesse d’alimentation en bactéries et la vitesse
d’inactivation photocatalytique. Il est également représentatif des profils obtenus en phases
transitoires, caractéristiques d’un état 1ié a une évolution de la concentration bactérienne en
phase liquide. Ainsi, ce modele rend compte aussi bien du transfert des bactéries a la surface
du catalyseur, de I’étape d’adhésion bactérienne que du processus d’inactivation.

L’ensemble de ces données permet alors de valider le mode¢le. I démontre la pertinence de la

loi cinétique définie précédemment dans le mode batch.
Le jeu de parametres cinétiques identifiés est reporté dans le tableau I11-2. Il correspond aux
parametres extraits du modeles afin d’obtenir la représentation optimale des profils des

concentrations bactériennes pour I’ensemble des conditions de fonctionnement étudiées.

Tableau I11- 2: Comparaison entre les données cinétiques obtenues en mode batch et continu.

Coefficient cinétique Mode batch Mode continu
Ks (10°s™) 0.54 0.54
6 3 -1-f
@ (10 mJ) 10.2 4.1
6 3-1-1
o (10 mJ) 6 16
f 12 1.39
il 0.06 0.093
ERM (%) 9.8 20.2

Sur la base de constats expérimentaux qui sont mis en évidence tout au long des différents

essais: phénomene d’adhésion ; atteinte d’état d’équilibre entre phase liquide et bactéries en
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adhésion, dépendance de la cinétique d’inactivation vis-a-vis de la densité de flux a la surface
du réacteur,... ; le modele développé repose sur le couplage entre deux phénomeénes distincts
qui ont été formalises. Le premier phénomene correspond au transfert des bactéries de la
solution vers la surface du catalyseur puis a I’adhésion de ces micro-organismes. Le second
est associé a une inactivation de ces mémes bactéries par les radicaux hydroxyles. Cette
inactivation intervient a la fois sur les bactéries en adhésion et sur les bactéries au voisinage
du catalyseur. Intrinsequement, ces phénoménes sont indépendants du mode de

fonctionnement (batch/continu).

Idéalement, les profils de concentrations devraient étre simulés avec un méme jeu de
parametres. Ceci est effectivement le cas pour le coefficient de transfert de masse (Ks), alors
que des différences apparaissent pour les autres coefficients cinétiques. On peut néanmoins
constater que 1’ensemble des parametres cinétiques restent d’un ordre de grandeur tres proche.
Il est également intéressant de noter que c’est essentiellement la constante cinétique o’,
caractéristique de I’inactivation des bactéries en adhésion a la surface du catalyseur, qui
differe d’un type d’expérimentation a 1’autre. Un facteur 4 existe sur ce coefficient lors du
passage d’un fonctionnement batch a un fonctionnement en continu, alors que la constante

cinétique o differe d’un facteur de 1’ordre de 2.

Si les conditions de fonctionnement, la géométrie, la conduite des expérimentations sont
radicalement différentes dans les deux cas: régime transitoire et permanent, geométrie
cylindrique et cartésienne, ... les conditions initiales et tout particuliérement 1’état initial de la
surface du catalyseur est une des différences probablement la plus marquée entre les deux
types d’expériences. Dans les expériences en mode batch, la surface du catalyseur est
initialement libre de toute bactérie et se charge rapidement en début de traitement. Cependant,
dans les expériences en régime permanent, la surface du catalyseur est a I’équilibre avec la
phase liquide, donc saturée en bactérie : Sous irradiation, la surface du catalyseur voit la
densité de bactéries fortement diminuée en début d’expérience. Ainsi, ¢’est probablement
I’hypothese de réversibilité parfaite du phénomene d’adhésion (implicite au formalisme
adopté) qui est en partie mise en défaut. Considérer que les bactéries inactivées sont
systématiqguement ou immédiatement relarguées vers la phase liquide conduit tres
certainement a surestimer la part occupée par la surface du catalyseur dans le processus global
d’inactivation. Sur cette base de raisonnement, qu’il conviendra de conforter par des essais

supplémentaires, ce sont a priori les résultats issus des expérimentations effectuées avec le
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montage fonctionnant en régime permanent qui permettent d’approcher au mieux la réalité du

processus de désinfection.

Conclusion

Ce chapitre a consisté en 1I’¢tude de I’inactivation de la bactérie E. coli par photocatalyse
hétérogene dans un procédeé contenant un catalyseur supporté : media 2D Ahlstrom. Les
travaux ont porté sur la conception, la mise en route et la caractérisation d’une boucle de
traitement originale permettant un fonctionnement en régime permanent. Les conditions
opératoires ont ¢t¢ définies de fagon a pouvoir opérer dans des conditions d’irradiations et
d’écoulement reproductibles et comparables : volume et surface irradiés, volume mort, temps
de séjour moyen.

Les expérimentations préliminaires ont montré que la boucle de traitement est parfaitement
agitée. Ensuite, une série d’expérimentations a été conduite dans la boucle de traitement dans
des conditions de fonctionnement maitrisées. Le but a été d’établir les profils experimentaux
d’inactivation bactérienne afin d’évaluer I’effet de deux parametres clefs régissant le
procédé : la densité de flux d’irradiation et le débit d’écoulement. Les expérimentations
conduites initialement dans le noir et en présence du catalyseur ont mis en évidence un effet
négligeable du phénomeéne d’adhésion bactérienne sur le fonctionnement du procédé en flux
continu. Par ailleurs, les expérimentations conduites sous irradiation et en absence de
catalyseur ont permis de quantifier 1’action directe de la photolyse dans le processus global de
désinfection. En régime permanent et dans les mémes conditions d’irradiation, la vitesse
d’inactivation bactérienne attribuable a la photolyse seule est 1.5 fois plus faible que celle de
la photocatalyse.

La densit¢ du flux lumineux et le débit d’écoulement dans la boucle de traitement ont
également été étudiés. Il est apparut que ces deux parameétres influent directement sur le taux
d’inactivation bactérienne en régime permanent. Comme attendu, le taux d’inactivation
bactérienne maximal a été obtenu pour la valeur de densité d’irradiation la plus élevée et la
valeur de débit d’écoulement la plus faible.

Finalement, I’approche suivante a consisté a valider la possibilité de prédire 1’évolution de
I’inactivation bactérienne dans le procédé continu a partir de la cinétique de réaction définie
au préalable dans le procedé batch. En se basant sur les profils cinétiques obtenus
expérimentalement pour les différentes conditions de traitement (conditions d’irradiation et

d’écoulement), le mod¢le cinétique établi en mode batch a été testé. L’ensemble des résultats
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ont permis de valider la démarche suivie et ont confirmé la possibilité¢ de prédire les
cinétiques de I’inactivation bactérienne obtenues en régime permanant & partir de la loi
cinétique définie en mode batch. Néanmoins, des différences sont apparues pour les
coefficients cinétiques entre les deux régimes. Ces différences concernent principalement les
coefficients o (facteur 2 entre le mode permanent et le mode batch) et o’ (facteur 4). Ces
différences ont été rapportées éventuellement a la géométrie et a la conduite des
expérimentations, mais aussi aux conditions initiales de fonctionnement (en particulier 1’état
initial de la surface du catalyseur). 1l a été conclu, au final, que ce sont les résultats issus des
expérimentations conduites dans le montage continu qui permettraient d’approcher le mieux

la réalité du processus de désinfection.
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CHAPITRE IV Inactivation d’Escherichia coli par
photocatalyse hétérogene évaluée par culture, g-
PCR et v-g-PCR
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Introduction

En préambule a ce chapitre, il est important de poser quelques définitions relatives aux
différents états de viabilité des bactéries. Le concept de viabilité des bactéries est difficile a
appréhender et de nombreuses définitions sont possibles [McDougald et al. 1998 ; Barer et al.
2000; Joux and Lebaron 2000 ; Bogosian and Bourneuf 2001; Oliver 2005]. En effet, la
viabilité peut étre associée a la capacité d’une bactérie a se multiplier sur un milieu de culture
ou a exprimer des caractéres physiologiques qui suggerent I’existence d’une intégrité
membranaire ; d’une activité métabolique (activité enzymatique intracellulaire, activité
respiratoire, etc.). De ce fait, diverses techniques de détection et de quantification des
bactéries viables basées sur un ou plusieurs de ces criteres peuvent étre utilisées: culture
dans/sur un milieu liquide/solide, suivi de I’intégrité cellulaire comme 1’intégrité membranaire
(la cytométrie en flux, la microscopie aprés marquage ‘Live Dead Backlight’), mesure
d’activités métaboliques comme 1’utilisation d’un substrat ou la synthése de protéines, mesure

de I’activité respiratoire et enzymatique, etc. [Joux et Lebaron, 2000 ; Keer and Birch, 2003].

En dépit de la variété des techniques existantes, la quantification bactérienne par mise en
culture est de loin la plus utilisée [Huang et al., 2000; Wist et al., 2002 ; Kuhn et al., 2003 ;
Rincon et al., 2004 ; Malato et al., 2009]. Elle se distingue par la facilité de sa mise en ceuvre,
son colt d’exploitation faible et du fait qu’elle permette la détection d’un large éventail de
bactéries [Matsunaga et al., 1985 ; Saito et al., 1992 ; Sunada et al., 2003 ; Cheng et al. 2007 ;
Pigeot-Rémy et al., 2011 ; Carré et al. 2013]. A I’origine de I’utilisation de cette méthode, la
différence entre bactéries «vivantes» et bactéries «mortes » s’exprimait par la capacité des
bactéries a se multiplier ou non dans/sur des milieux de culture. Le nombre de bactéries
viables correspondait ainsi au nombre de bactéries cultivables. Cependant, les
développements méthodologiques ont permis de mettre en évidence que la frontiere entre la
vie et la mort d’une bactérie ne peut étre définie par cet unique et simple concept. En effet, il
est apparut que certaines bactéries, quoique toujours viables, pouvaient perdre leur
‘cultivabilité’ une fois exposées a des conditions de stress défavorables (osmolarité du milieu,
salinité, pH, etc.) [Ravel et al. 1995; Pinto et al., 2013]. Cet état dans lequel les cellules
bactériennes sont viables mais ne peuvent plus croitre dans/sur un milieu de culture est appelé

«|'état viable non cultivable» ou état VBNC.

L’état VBNC a été démontré pour différentes bactéries telle que E. coli [Winfield et
Groisman, 2003 ; Bjergbaeck et Roslev, 2005, Oliver et al., 2005]. Il a été rapporté également
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que des bactéries pathogénes VBNC pouvaient maintenir leurs caractéristiques pathogeénes
tout en étant indétectables par les techniques de culture [Colwell et al., 1996; Muela et
Barcina, 2008]. Par conséquent, le dénombrement des bactéries par culture seule peut étre
trompeur et s’avére incomplet d'un point de vue risque sanitaire [Hellweger et al., 2009]. Afin
de palier a ce probléme, la solution est alors de s’appuyer sur des techniques de quantification
bactérienne « complémentaires », qui apporteraient davantage de précision sur ’efficacité du
traitement appliqué. Parmi ces techniques, la g-PCR (quantitative-Polymerase-Chain-
Reaction) et la v-q-PCR (viability-quantitative-Polymerase-Chain-Reaction) semblent donner
des résultats probants [Nocker et al., 2007; Varma et al., 2009; Delgado-Viscogliosi et al.,
2009]. 11 s’agit de techniques moléculaires permettant de quantifier les molécules d’ADN
génomique des bactéries.

La g-PCR permet de quantifier toutes les molécules d’ADN intactes présentes dans la
solution. Elle ne discrimine pas les bactéries viables des bactéries VBNC ou des bactéries
mortes. Cette propriété permet implicitement de Vérifier le contenu total en bactéries dans
I'eau indépendamment de leur état de viabilité. La v-q-PCR permet de quantifier uniquement
I’ADN appartenant aux bactéries viables. L’ensemble de ces deux techniques assume que la
viabilité bactérienne se traduit par le critére intégrité membranaire. Ainsi seules les bactéries a

paroi integre sont considérées viables.

Le suivi de I’inactivation de la bactérie E. coli tout au long de notre étude est réalisé par la
méthode de culture. En effet, malgré sa limitation (ne détecte pas les VBNC), cette méthode
est utilisée de maniere systématique pour le contrdle en routine de la qualité bactériologique
des eaux. Elle est également la seule a étre reprise dans les normes sur la qualité des eaux
[ISO 6461-1,1986 ; NF EN 9308-3-1999 ; 1SO 6222, 1999].

Ainsi, de maniere a compléter les résultats obtenus par la méthode de culture, on se propose
d’évaluer I’efficacité d’inactivation photocatalytique de la bactéric E. coli via les deux
techniques moléculaires, q-PCR et v-g-PCR. Afin d’évaluer le potentiel de ces techniques,
une solution de référence d’E. coli sera traitée par photocatalyse. L’expérimentation
photocatalytique est conduite dans le montage de laboratoire (décrit dans le chapitre 2), sous
une condition d’irradiation controlée de 35 W.m™ et utilisant le catalyseur Degussa P25 en
suspension. La démarche suivie consiste a determiner et comparer les cinétiques
d’inactivation bactérienne obtenues par la méthode de culture et les deux techniques
moléculaires. Cette comparaison permettra, en particulier, de discriminer les bactéries viables

cultivables (VBC) mesurées notamment par la technique de culture et la totalité des bactéries
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viables (a parois intégres). Elle permettra également de mettre en avant le principal
mécanisme d’inactivation bactérienne par voie photocatalytique, la lyse membranaire. Ce
dernier aspect sera investigué au préalable via une technique de microscopie a épi-
fluorescence, la LIVE DEAD Backlight. Finalement, un modéle cinétique permettant de
reproduire les différentes cinétiques d’inactivation bactérienne obtenues sera proposé. Ce
modele & pour objectif de distinguer les populations bactériennes sensibles de celles
résistantes au traitement photocatalytique.

|- Partie expérimentale

Dans cette étude, I’inactivation bactérienne d’E. coli par photocatalyse hétérogene est étudiée
sous des conditions de fonctionnement maitrisées dans le montage de laboratoire (chapitre 2).
Les mesures des cinétiques d’inactivation sont effectuées via deux techniques de
quantification moléculaire, la g-PCR et la v-g-PCR ainsi que la technique de mesure
conventionnelle par culture. La comparaison des mesures de chacune de ces techniques est
pertinente afin d’apporter plus de précision sur les effets bactéricides du procédé
photocatalytique appliqué. Il s’agit d’apporter des informations sur la viabilité des bactéries
au cours du traitement photocatalytique, en distinguant les cellules dites viables cultivables de
la totalité des cellules potentiellement viables. 11 s’agit également, d’évaluer I’évolution de ces
états au cours de la cinétique photocatalytique. Ceci permettra, par ailleurs, de mettre en avant
le principal mécanisme d’inactivation bactérienne, la lyse membranaire. Ce mécanisme est
mis en évidence au préalable via des observations microscopiques a épifluorescence.

Pour chacune des techniques utilisées, un protocole de laboratoire est établi puis validé. Ces
protocoles permettent d’adapter chacune des mesures a effectuer en fonction des conditions

de fonctionnement mises en ceuvre.

I-1 Conditions d’expérimentation photocatalytique

L’expérimentation photocatalytique est conduite avec le montage de laboratoire fonctionnant
en mode batch et sous une condition d’irradiation controlée. Elle est réalisée sur une
suspension bactérienne d’E. coli d’un volume total de 1 L. La bactérie est mise en suspension
dans la solution de Ringer (pH=6.9) de maniére a obtenir une charge bactérienne initiale égale
a 10" NPP.L™. Le catalyseur utilisé est le Degussa P25. Le matériau est mis en suspension
dans la solution a traiter aprés une étape préalable de sonication (20 min). Cela vise a séparer

les agrégats de poudre de TiO; susceptibles de se former initialement dans la solution a traiter.
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La concentration en catalyseur utilisée est de 1.66 g.L™, ce qui correspond & une configuration
permettant une transmittance maximale du rayonnement a travers le réacteur égale a 10%.

La suspension bactérienne en présence du catalyseur est maintenue agitée dans le réservoir de
stockage. Elle est mise en recirculation par une pompe tout au long du traitement. Au temps
t=0, une densité de flux d’irradiation UV (A = 365 nm) de 35 W.m™ est appliquée & la surface
du réacteur. Les valeurs du pH et de la température de la solution a traiter sont régulierement
mesurées. Le suivi de I’inactivation bactérienne au cours du temps est effectué dans la phase
liquide. Ainsi, avant toute mesure, la poudre de TiO, est séparée systématiquement de
I’échantillon a analyser par décantation durant 20 min. Cette durée a été évaluee

expérimentalement afin de récupérer un maximum de poudre décantée égale a 90%.

I-2 Analyse qualitative par microscopie a épi-fluorescence (Live

Dead Backlight)

[-2-1 Principe
La technique LIVE DEAD est une technique de marquage qui se base sur ’utilisation de
réactifs (fluorochromes) permettant, une fois en contact avec les cellules bactériennes, de les
visualiser et caractériser 1’état physique de leurs parois membranaires (endommagée ou non)
[Pigeot-Rémy et al., 2011 ; Kim et al., 2013]. L’utilisation de cette technique a pour objectif
de mettre en évidence le mécanisme principal de D’inactivation bactérienne par voie
photocatalytique, la lyse membranaire [Malato et al. 2009 ; Pablos et al., 2011 ; Pigeot-Rémy
etal., 2011].
Les réactifs utilisés consistent en une mixture de fluorochromes, le SYTO 9 (couleur verte) et
I’Iodure de Propidium (IP) (couleur rouge). Le SYTO 9, est parfaitement capable de pénétrer
aussi bien les bactéries a parois endommagées (mortes) que les bactéries a parois intégres
(viables). L’IP est, cependant, incapable de pénétrer les cellules intactes. L’observation des
bactéries sous un microscope a épi fluorescence, apres excitation des fluorochromes (A=488
nm), permet ainsi de visualiser les bactéries a parois intégres (supposées viables), émettant
une fluorescence verte et les bactéries a parois endommagées (supposées mortes), émettant

une fluorescence rouge.

I-2-2 Protocole expérimental

Le marquage des échantillons d’E. coli est etabli via le kit Live Dead Backlight (Molecular

Probes, kit L13152) suivant le protocole de laboratoire schématisé sur la figure IV-1.
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Un volume de 40 mL de I’échantillon d’E. coli a analyser est prélevé et centrifugé a 7,000 g
pendant 10 min (centrifugeuse 5430, Eppendorf). Le culot récupéré est lavé dans 20 mL d’une
solution de NaCl concentrée a 0.85% puis suspendu dans un volume de 2 mL de la méme
solution. A partir des 2 mL obtenues, un aliquote de 50 pL est prélevé et mixé avec un
volume équivalent en solution comprenant les deux marqueurs fluorochromes.

Le mixte final obtenu est stocké dans le noir pendant 15 min a température ambiante afin que
les marqueurs interagissent effectivement avec les cellules bactériennes. Enfin, ’ensemble du
mélange marqueurs/bactéries d’un volume total de 100 pL est récupéré sur un filtre en
polycarbonate (0.2 um - Whatman) puis observe sous le microscope a épifluorescence sous un

grossissement 100X.

Lavage culot Lavage culot
20 mL NaCl 2 mL NaCl

0.85% 0.85%

m m 50 pL colorants
m . | f
= 3 | l -
1 Centrifugation 4 5 '

7000g/10min N |

0
g 50 puL Echantillon
Echantillon

Figure IV- 1: Protocole de marquage d’une suspension bactérienne via le kit LIVE DEAD
Backlight: prélévement (1), concentration (2), lavage (3), dilution (4), marquage (5).

La visualisation de la fluorescence émise par les marqueurs introduits dans les échantillons est
réalisée via un microscope a épi fluorescence (BX60-Olympus, Figure 1V-2(a)). Ce
microscope photonique est composé de deux sources de lumiéres. Une lampe halogene pour
étudier les échantillons en transmission comme avec les microscopes de routine classiques.
Une deuxiéme lampe a arc qui possede des raies caractéristiques dans son spectre permettant
d'exciter les fluorochromes utilisés pour marquer I'échantillon.

Le trajet optique de ce microscope (Figure IV-2(b)) comprend différentes lentilles, des
prismes, des cubes de fluorescences, des objectifs et des oculaires et un capteur de type CCD
(Charge-Coupled Device). Le microscope est équipé d’une caméra permettant de visualiser

directement les champs observés sur ordinateur et d'un jeu de filtres. Un premier filtre
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d’excitation permettant de sélectionner les longueurs d'ondes qui vont exciter 1'échantillon. Un
deuxiéme filtre d'émission permettant d'éliminer certaines longueurs d'ondes émises par le

fluorochrome en réponse a l'excitation.

Capteur

Oculai
culaire Filtre barriére
N

——

Miroir
dichroique —— =

\ Source

— Filt lumineuse
Objectif| mire
Objectif| d'excitation

Spécimen

(b)

Figure IV- 2: (a) Microscope a épi fluorescence, (b) Trajet optique.

Les champs microscopiques observés sont directement visualisés sur 1’écran de 1’ordinateur.
Un paramétrage préalable des filtres d’émission et de la caméra du microscope permet
d’optimiser I’intensit¢ de la fluorescence émise par 1’ensemble des cellules sans qu’elles
soient surexposées a l’irradiation. La surface du filtre est visionnée sous un grossissement
100X (lens UPLANFL, Bandpass Chroma filter 31001), puis photographiée.

I-2-3 Validation du protocole
La validation du protocole est réalisée sur deux échantillons contréles (E-) et (E+), préleveés a
partir d’une suspension d’E. coli chargée initialement & 10° NPP.L™. L’échantillon (E-) est
autoclavé a 121°C pendant 10 min de maniere a obtenir 100% de bactéries endommageées.
L’échantillon (E+), contenant 100% de cellules intégres, est conservé. Les deux échantillons
sont traités par le marquage Live Dead suivant le protocole établi puis observés sous le

microscope a épifluorescence.

Les résultats des observations microscopiques des échantillons de contrdles en présence du

mixte Syto 9/P1 sont présentés sur la figure 1V-3.
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La coloration verte des bactéries obtenue dans I’échantillon (E+) confirme que les cellules a
parois intégres permettent la pénétration du fluorochorme Syto 9 (vert) mais bloquent le
passage du fluorochrome PI (rouge). La coloration rouge des bactéries issues de 1’échantillon
(E-) confirme le passage du fluorochrome PI a I’intérieur des cellules endommagées par

I’effet du traitement thermique.

(@) (b)
Figure 1V- 3: Observation sous microscope a épi fluorescence du contréle (E+) (a) ; du
contrdle (E-) (b).

Ces résultats valident le protocole de marquage établi. Ce dernier représente un outil pertinent
qui doit permettre, a priori, de visualiser 1’état d’intégrité membranaire des bactéries au cours

du traitement photocatalytique.

I-3 Analyse quantitative par q-PCR

[-3-1 Principe
La ¢-PCR (quantitative Polymerase Chaine Reaction), appelée aussi réaction de
polymérisation en chaine en temps réel est une technique biologique qui permet la
quantification de la quantité d’ADN génomique des bactéries (viables et mortes) [Nocker et
al., 2007]. Elle permet implicitement d’évaluer la concentration de la totalité des bactéries
présentes dans le milieu. Cette technique qui se base sur la polymérisation en chaine d’acide
nucléique (ADN) est sensible aux faibles concentrations. Avant I’amplification du géne par q-

PCR, il est nécessaire d’extraire I’ADN génomique de la bactérie.
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L ’extraction d’ADN comporte généralement 3 étapes : une lyse des cellules pour libérer
I’ADN, une purification pour le débarrasser de tout artéfact et enfin, une précipitation. La lyse
des cellules peut étre réalisée de manicre chimique grace a ’action d’enzymes qui vont créer
des breches dans les parois cellulaires et de detergents (ex. Triton X100). Cette lyse peut
également étre réalisée de maniere mécanique (choc thermique, ultrason) et peut aussi
combiner une action chimique ou mécanique conjointement [Betelli, 2013]. La purification
consiste en I’élimination des protéines et des autres acides nucléiques (ex. ARN).
L’élimination des ARN se fait, le plus souvent, grace a une enzyme thermostable, la RNase.

L’ ADN purifié est finalement précipité par addition d’un alcool (ex. isopropanol).

L’amplification de I’ADN est réalisée in vitro dans une machine qui permet d’automatiser la
réaction de la polymérisation en chaine, le thermocycleur. Ce dernier est associé a un
spectrofluorimétre. L’amplification se déroule suivant trois étapes: la dénaturation, qui permet
de séparer les brins d’ADN, I’hybridation qui permet d’hybrider des amorces (séquences
d’acide nucléique spécifiques a I’ADN ciblé) sur les brins d’ADN et 1’élongation qui donne
lieu au dédoublement de ces derniers (a travers 1’action d’enzymes polymérases). Chaque
étape est conduite suivant un palier de température qui lui est thermodynamiquement

favorable. Ces paliers sont prédéfinis au préalable dans le thermocycleur.

Initialement, une molécule fluorochrome, le SYBR green, est introduite dans 1’échantillon
d’ADN a amplifier. Cette molécule ne fluoresce qu'une fois fixée sur 'ADN. L’amplification
de I’ADN initiale (quantité recherchée) est réalisée suivant des cycles. La cyclisation permet
d’amplifier en paralléle la fluorescence de la molécule SYBR green jusqu’a ce qu’elle atteigne
un seuil de référence. Le nombre de cycle (Cy), permettant ce niveau de fluorescence, est
appelé ‘Cycle Threshold’. Il permet de retrouver la quantité d’ADN initialement présente dans
I’échantillon en se référant a une droite d’étalonnage exprimant des quantités d’ADN initiales

connues en fonction de valeurs de Ct prédéfinies (ADNinital VS Cy).

I-3-2 Protocole expérimental

I-3-2-1 Extraction/purification de ’ADN
L’extraction est réalisée selon un kit ‘Qiaamp DNA Stool Mini’ fourni par la compagnie
‘Qiagen’. Une seule extraction d'’ADN est effectuee par échantillon selon le protocole suivant.
Un volume de 40 mL de I’échantillon d’E. coli a analyser est incubé 5 min & 95 °C en
présence d’un tampon d'ASL. Cela permet de disperser les bicouches lipidiques des
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membranes cellulaires et de dénaturer les protéines associées aux molécules d'ADN. Apreés
une rapide centrifugation via une centrifugeuse de paillasse (MiniSpin, Eppendorf), le
surnageant obtenu est mixé a un volume d'isopropanol (1v/v), laissé au repos pendant 10 min
a température ambiante ensuite centrifugé a nouveau a vitesse maximale durant 15 min.
Finalement, le culot obtenu est mis en suspension dans de 1’eau Mili-Q puis mélangé a une
solution de RNAse d’une concentration finale de 0.1 g.L™. L’¢échantillon est incubé ensuite a
37°C pendant 10 min. La solution d’ADN obtenue est purifiée suivant les prescriptions du kit

‘Qiagen’ utilisé.

1-3-2-2 Amplification de ’ADN
Les essais d’amplification de I’ADN sont réalisés en triplicatas utilisant des microplaques a
96 puits de g-PCR (Eppendorf). Cette étape est réalisee dans un thermocycleur
Mastercycler®ep Realplex (Eppendorf). Le mélange réactionnel introduit dans le
thermocycleur (25 pL) consiste en une mixture d’une solution d’ADN purifié de 5 pL, de
12.5 pL du colorant fluorescent (EXPRESS g-PCR SYBR Green ER 2X, Invitrogen) et d’une
suspension d’amorces spécifiques a E. coli (ciblant le géne ‘uidA’). Les amorces sont
inoculées a une concentration finale de 100 nM [Heijnen et Medema, 2008]. Suite a une
incubation initiale du mélange réactionnel a 95°C pendant 20s, 40 cycles de dénaturation (15s
a 95°C) puis d'hybridation / élongation (60s a 60°C) sont réalisés. Des témoins contrbles
‘négatifs’ (pas d'ADN ajouté) sont aussi préparés. Pour chaque échantillon d’ADN, deux
dilutions différentes sont amplifiées. Les concentrations initiales des dilutions sont comparées

par paire afin de s’assurer de 1’absence d’une éventuelle inhibition de la réaction de q-PCR.

Pour chaque essai d’amplification, la droite d’étalonnage (ADNinitiat VS Ci) est réalisée en
utilisant des dilutions décimales successives d’une solution de pEX-A de plasmides (Eurofins,

MWG, Operon) de composition connue et contenant la séquence génétique ciblée.

I-4 Analyse quantitative par v-g-PCR

I-4-1 Principe
La v-g-PCR (viability quantitative Polymerase Chain Reaction) est une méthode qui combine
la g-PCR et I’utilisation d’un agent intercalant tel que le monoazide d'éthidium (EMA) ou le

monoazide de propidium (PMA) [Rudi et al. 2005 ; Nocker et al., 2006; Soejima et al. 2007;
Soejima et al. 2008 ; Chang et al. 2009; Chen and Chang 2010]. La photolyse de ces agents en
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présence de molécules d’ADN produit des nitrénes qui se lient de maniére covalente avec les
brins d’ADN [Delgado-Viscogliosi et al. 2005]. Cette liaison forte bloque I’amplification et
donc la quantification de ces derniers (Figure 1V-4).

Le PMA ou PEMA permettent d’inhiber 1’amplification de tout ADN accessible (ADN nu ou
ADN appartenant a des cellules dont la paroi est endommagée). Cependant, ils sont
parfaitement incapables de traverser une paroi bactérienne integre. Ainsi, lors de 1’étape
d’amplification, seule ’ADN appartenant aux cellules integres (supposees viables) est pris en
compte. La combinaison de la g-PCR et du PMA ou EMA permet ainsi une détection

sélective des bactéries viables dans le milieu.

ADN modifié par PMA
non amplifiable par q-PCR

Cellule morte %ﬂ_ﬁ
5% Cellule Teat

; rocd
T e~ Viable S ¥
“ : = E;ﬁg ,?r-ﬁ-;- | s ﬁm
“ i 5 N
PMA /Trradiatio

Figure IV- 4: Principe de la détection sélective des bactéries viables par v-g-PCR utilisant le
PMA.

Cette méthode est complémentaire a la q-PCR. La comparaison entre le résultat de la q-PCR
(ADN total) et celui de la v-g-PCR (ADN des bactéries viables) permet a priori de distinguer

les bactéries viables des bactéries mortes.

I-4-2 Protocole expérimental
L’agent intercalant utilisé dans notre étude est le monoazide de propidium. La solution de
PMA est fournie par la compagnie Biotium (Hauward, CA). Cette solution concentrée
initialement a 20 mM est diluée dans de 1’eau Milli-Q puis stockée a -20°C. Pour chacun des
échantillons d’E. coli a analyser, un aliquote de la solution mere de PMA d’un volume de 10
ML est utilisé. Les manipulations des solutions de PMA sont réalisees sous des conditions

d’éclairage minimal.
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A partir d’un échantillon d’E. coli, un volume de 40 mL est prélevé puis centrifugé a 7,000g
pendant 10 min (Centrifugeuse 5430, Eppendorf). Le culot obtenu est lavé dans une solution
de NaCl (0.85%) puis resuspendu dans 2 mL de la méme solution saline. A partir de cette
solution, deux échantillons d’un volume de 400 pL sont prélevés. Le premier échantillon
qu’on désigne par (PMA+) est mixé a un aliquote de 10 pL de PMA, tandis que le deuxiéme
¢chantillon, qu’on désigne par (PMA-) est conserve.

L’échantillon contenant le PMA (PMA+) est stocké dans le noir pendant 5 min puis exposé a
une lampe halogéne (PMA-Lite™ LED, Biotium) (Figure 1V-5) pendant 5 min afin d’amorcer
I’adhésion du PMA a I’ADN accessible de E. coli. Au cours de I’irradiation, une ventilation
de I’échantillon est maintenue constante afin d’éviter toute élévation de température.
Finalement, les témoins (PMA+) et (PMA-) sont centrifugés a 14.000 rpm pendant 10 min via

une centrifugeuse de paillasse (Minispin, Eppendorf) puis stockés a 20°C.

Figure IV- 5: Amorcage de ['adhésion du PMA aux brins d’ADN par irradiation.

I-4-3 Validation du protocole

Afin de valider I’effet inhibiteur du PMA sur I’amplification de I’ADN auquel il se conjugue,
un protocole de laboratoire est établi. A partir d’une suspension mére d’E. coli fraichement
cultivée et chargée initialement & 10° NPP.L™?, deux aliquotes de 40 mL sont prélevés. L’un
des aliquotes est autoclavé a 121 °C pendant 15 min afin de lyser les cellules bactériennes et
libérer leurs molécules d’ADN. L’autre est conservé. Les deux aliquotes (autoclavé et non)
sont traités par le PMA suivant le protocole expérimental décrit précédemment. Pour chaque
aliquote, deux témoins, a savoir un témoin (PMA+) et un témoin (PMA-) sont obtenus. Une

analyse g-PCR est réalisée sur chacun de ces témoins.

La comparaison des résultats des témoins (PMA+) et (PMA-) de I’aliquote autoclavé montre
une forte réduction (99.9%) du signal d’amplification de ’ADN contenu dans le témoin

(PMA+) comparé au témoin (PMA-). Des réductions similaires de signal de g-PCR sont
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observées dans des travaux antérieurs [Delgado-Viscogliosi et al., 2009]. Les deux témoins,
issus de 1’aliquote autoclavé, contiennent majoritairement de ’ADN nu ou accessible a
I’intérieur de cellules lysées. Ainsi la réduction significative de 1’amplification de I’ADN
observée dans le témoin PMA+ confirme ’action inhibitrice du composé PMA. Par ailleurs,
les signaux d’amplification de ’ADN contenu dans les deux témoins (PMA+) et (PMA-),
issus de I’aliquote non autoclavé, montrent des résultats quasi identiques. Ce résultat confirme
I’incapacité du PMA a pénétrer dans les cellules integres. L’effet inhibitoire du PMA sur
I’amplification de ’ADN nu, ainsi que son incapacité a pénétrer a I’intérieur des cellules
intactes valide le protocole de laboratoire mis en ceuvre pour la détection sélective des

bactéries viables.

I1- Mécanisme d’inactivation bactérienne par voie

photocatalytique

Au vue de la littérature, 1’inactivation bactérienne mesurée au cours du traitement
photocatalytique peut étre due a différents mécanismes d’action. Ces derniers sont 1’effet
combiné du rayonnement UVA et de I’action d’especes radicalaires générées au cours de la
réaction photocatalytique. Les rayonnements UVA sont décrits comme létales envers le
matériel génétique cellulaire [Tyrell, 1973]. Ce type de rayonnement est susceptible d’oxyder
également des lipides constituants les membranes cellulaires ainsi qu’une carbonylation des
protéines responsables du métabolisme respiratoire des microorganismes [Bosshard et al.,
2010; Santos et al., 2013]. D’autres mécanismes sont rapportés dans la littérature ;
destruction de la coenzyme CoA interveanant dans différents métabolismes biochimiques
cellulaires [Matsunaga et al., 1985]; destruction de protéines et de molécules d’ARN
nécessaires a la réplication cellulaires [Saito et al., 1992].

Cependant, le mécanisme le plus communément admis est basé sur l'attaque de la paroi
cellulaire bactérienne par des espéces radicalaires oxygénées tels que les ions hydroxyles OH®
[Malato et al. 2009 ; Pablos et al., 2011]. Les dommages cumulatifs causés par ces espéces
conduisent tout d’abord a la lyse membranaire de la cellule, via une série de peroxydation
lipidiques [Maness et al., 1999] puis, a la destruction progressive des constituants

intracellulaires, tels que les molécules d’ADN.
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I1-1 Mise en évidence de la lyse membranaire

Afin de mettre en évidence ce mécanisme d’action, les microphotographies obtenues par la
technique LIVE DEAD d’échantillons d’E. coli prélevés au debut du traitement
photocatalytique (t = 0 min) puis a 10 min et 22 min d’irradiation sont utilisées. Il s’agit de
mettre en évidence un éventuel endommagement structurel des membranes bactériennes au
cours du processus de dégradation photocatalytique. Les résultats des microphotographies

obtenues sont présentés dans la figure 1V-6.

Au vue de ces microphotographies, il ressort que les cellules observées a t=0 min présentent
une morphologie intacte. Elles se présentent sous la forme de bacille, de 3 um a 5 pum de
longueur et de 0.2 a 0.5 um de largeur. La coloration verte de la totalité des cellules par I’effet

du marqueur Syto9 confirme leur intégrité membranaire initiale.

(a) (b) (©)

Figure IV- 6: Microphotographies d’échantillons d’E. coli traités par marquage LIVE DEAD
et observés sous microscope a épifluorescence au cours du traitement photocatalytique: début
du traitement (t=0 min) (a), & 10 min d’irradiation (b), & 22 min d’irradiation (C).

Au cours du traitement, une apparition de cellules ‘rouges’ est observée, indiquant un
changement d’état dans la structure membranaire cellulaire. La pénétration du fluorochrome
rouge (PI) est le résultat prouvé d’une lyse membranaire permettant au colorant de s’infiltrer a
I’intérieur des cellules. Ce résultat met en évidence le phénoméne de la lyse membranaire par
I’effet photocatalytique. Les observations aux différents temps de traitement permettent, par
ailleurs, de constater une augmentation du nombre de cellules dégradées. Ce résultat est en

accord avec la baisse des concentrations bactériennes mesurées par la méthode de culture
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classique, observée notamment tout au long de cette étude. Il traduit la perte de la cultivabilité

cellulaire au cours du traitement.

I1-2 Cinétiques de dégradation bactérienne

Les cinétiques d’inactivation bactérienne sont établies a partir de conditions définies. Le
traitement est appliqué sur une suspension d’E. coli de charge bactérienne initiale égale & 10
NPP.L™ L’expérimentation photocatalytique est réalisée sous une densité de flux
d’irradiation de 35 W.m™ et utilisant le TiO, Degussa P25 & une concentration optimale de
1.66 g.L".

La méthode de culture utilisée (microplaque MUGI/E. coli) permet d’obtenir des résultats de
concentrations bactériennes dans un intervalle de confiance & 90%. Les concentrations
bactériennes obtenues par g-PCR et v-g-PCR sont calculées a partir de 3 a 6 mesures

expérimentales, en fonction de I'échantillon analyse.

Les courbes d’inactivation bactérienne obtenues au cours du temps d’irradiation par q-PCR,
v-g-PCR et par culture sont présentées sur la figure I1V-7. Ces courbes reportent
respectivement, la cinétique de réduction de I’ADN total présent dans le milieu réactif, celle
de ’ADN des bactéries intégres (qui renseigne implicitement sur la réduction des bactéries

dites viables) et celle des bactéries viables cultivables (VBC).
Les profils cinétiques obtenus par les différentes techniques se distinguent nettement. Ils

montrent que le traitement photocatalytique induit une réduction de la population bactérienne
cible indépendamment de la technique choisie. Ainsi, trois phases peuvent étre distinguées.
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Figure IV- 7: Cinétiques d’inactivation bactérienne d’E. coli en fonction du temps
d’irradiation mesurés par : culture (o), g-PCR (1) et v-Q-PCR (A) ; limite de quantification
par g-PCR (--), limite de quantification par v-g-PCR (--).

La premicre phase apparait sur la période de 0 h a 0.6 h d’irradiation. Lors de cette phase, les
populations bactériennes dites viables cultivables (VBC) et viables décroissent
exponentiellement mais a des vitesses différentes. Elles atteignent un taux de réduction
respectif de 2.3 log et 1.4 log. Par contre, la concentration d'ADN total reste relativement
stable.

Au vue de cette premiére phase, il ressort que la réduction des bactéries cultivables est plus
rapide et de plus grande amplitude que les bactéries viables. Cette tendance permet de
suggérer que les bactéries peuvent étre atteintes par différents degrés de dégradation : L’effet
photocatalytique affecte d’abord 1’état physiologique des bactéries (induction de 1’état
VBNC) puis leur état physique (lyse membranaire). Les mécanismes qui induisent a 1’état
VBNC sont insuffisamment maitrisées [Pinto et al., 2013 ; Carré et al., 2013]. Certaines
études suggeérent qu’il s’agit d’une stratégie des cellules pour résister aux conditions
environnementales difficiles [Oliver, 1993 ; Winfield et Groisman, 2003; Pinto et al., 2013].
La destruction membranaire, qui consiste principalement en une série de peroxydation
lipidique [Maness et al., 1999] est en revanche un phénomene plus lent. La membrane

cellulaire doit subir un certain nombre d’attaques radicalaires avant de se détruire [Malato et
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al., 2009]. D’autres phénomeénes peuvent expliquer cette divergence entre les mesures des
bactéries cultivables et des bactéries viables [Blanco-Galvez et al., 2007 ; Pablos et al., 2011 ;
Zhukova et al., 2012 ; Carré et al., 2013] : une infiltration potentielle de nano particules de
TiO, a lintérieur des cellules lysées [Blanco-Galvez et al.,, 2007] provoquant un
endommagement intracellulaire supplémentaire (sans lyser éventuellement la paroi
membranaire) ; un effet cytotoxique supplémentaire causé par le contact prolongé entre les
bactéries et les particules de TiO; lors de de 1’étape de culture [Zhukova et al. 2012].

Par ailleurs, la stabilit¢ de la quantit¢ d’ADN, mesurée par q-PCR en début
d’expérimentation, suggere que les molécules d’ADN qui font parties intégrantes des cellules
endommagees restent initialement inaccessibles aux radicaux libres générés par la réaction

photocatalytique.

Lors de la deuxiéme phase, sur la plage de 0.6 h a 2.4 h d’irradiation, la quantité d’ADN
commence a décroitre linéairement jusqu’a atteindre un taux de réduction de 1 log, tandis que
les cellules viables se stabilisent. Parallélement, la concentration des cellules viables
cultivables continue a décroitre jusqu’a atteindre un taux de réduction final égal a 2.8 log.
Cette deuxieme phase suggére que les molécules d’ADN sont relarguées dans le milieu
réactif. Elles deviennent alors a la portée des particules de TiO, ce qui augmente
significativement leur taux de destruction. En présence d’une quantité d’especes radicalaires
donnée, une compétition se crée entre les molécules d’ADN accessibles, les composantes
cellulaires ainsi que les sous produits éventuellement formés dans le milieu (cétones,
aldéhydes, acides carboxyliques) [Benabbou et al., 2007 ; Pigeot-Rémy et al., 2011]. Cette
compétition explique potentiellement la diminution puis la stabilisation temporaire de la
vitesse de réduction des bactéries viables.

En fin de cette deuxiéeme phase, il apparait que les mesures obtenues par v-gPCR convergent
vers celles obtenues par g-PCR. Ce résultat permet de conclure que les molécules d’ADN
excrétées dans le milieu réactif sont totalement dégradées. La concentration en ADN totale

mesurée correspond ainsi a celle des bactéries viables.

Finalement, lors de la troisieme phase, sur la plage comprise entre 2.4 h et 3 h, la
concentration des bactéries viables décroit en dessous de la limite de détection tandis que la
quantité d’ADN se stabilise a un taux de réduction final de 1.8 log. Cette tendance est due
éventuellement a la présence de sous produits de dégradation dans le milieu réactif qui

rentrent en compétition avec les cellules bactériennes ciblées [Pigeot-Rémy et al., 2011].
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Au vue de ces résultats, il ressort que 1’action de la photocatalyse hétérogéne sur la bactérie E.
coli semble affecter successivement la cultivabilité de la cellule, son intégrité membranaire et
enfin son ADN génomique. La différence observée entre la mesure obtenue par g-PCR et v-g-
PCR tout au long du traitement a également été décrite dans la littérature [Venieri et al.,
2012]. Elle s’explique par le fait que la q-PCR tient compte aussi bien de I’ADN cellulaire
que de I’ADN nu (ADN intracellulaire accessible ou extracellulaire). Cette réalité physique
inhérente a la g-PCR implique que celle ci ne permette pas d’accéder uniquement aux

bactéries viables. Elle justifie le fort intérét de la v-g-PCR.

I11- Résistance bactérienne au traitement photocatalytigue

La cinétique d’inactivation de la bactérie E. coli par voie photocatalytique est généralement
décrite dans la littérature par trois étapes successives [Marugan et al., 2008 ; Chong et al.,
2010]. Une premicre étape correspondant a un ‘épaulement’ de la courbe. Durant cette étape,
la concentration bactérienne reste quasiment constante pendant un temps de latence
relativement de courte durée. La deuxiéme région est marquée par une décroissance
logarithmique forte de la concentration bactérienne : elle indique que la vitesse de dégradation
suit une loi de premier ordre avec la concentration en especes cibles. Pour finir, la vitesse
d’inactivation décroit considérablement : la courbe marque une stabilisation appelée ‘la
queue’. La concentration bactérienne forme alors un palier. La présence de ces trois régions
est largement observée et décrite dans la littérature [Marugan et al., 2008 ; Malato et al.,
2009]. Elle est représentative de I’inactivation bactérienne ayant cours lors d’un processus de
dégradation dans un procédé de photocatalyse, mais également d’autres POA [Xiong et al.,
1999]. Les mécanismes intrinseques donnant lieu a ces différentes phases sont insuffisamment
connus et maitrisés. L apparition de la phase de latence en début d’expérimentation pourrait
étre le résultat d’une résistance initiale du microorganisme aux attaques radicalaires induites
par la photo réaction. Dans ce cas, la concentration bactérienne commence a décroitre a partir
d’un seuil de dégradation de la cellule [Marugan et al., 2008]. D’autre part, la présence du
palier en fin d’expérimentation est rendue potentiellement a la formation de sous produits de
dégradation [Benabbou et al., 2007 ; Pigeot-Rémy et al., 2011] ou encore, a une nouvelle
résistance développee par les microorganismes cibles au cours du traitement [Berney et al.,
2006].
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Les techniques de quantification bactérienne utilisées dans cette étude informent sur 1’état des
bactéries au cours du traitement photocatalytique, en distinguant les cellules dites viables
cultivables de la totalité des cellules dites viables. Les profils des concentrations obtenus
donnent lieu a des cinétiques bi-phasiques (deux phases de type exponentiel). Cette allure
apparait aussi bien pour le suivi des bactéries viables cultivables que les bactéries viables. Ces
expérimentations, contrairement a ce qui est classiqguement mis en évidence dans la littérature,
ne mettent pas en évidence de phase de latence [Marugan et al., 2008]. Soit elle n’a pas lieu
dans la configuration de notre étude. Soit elle est masquée par un autre phénomeéne qui a lieu
simultanément et qui est plus rapide. Par exemple, le phénomene d’adhésion bactérienne en
début d’expérimentation peut impliquer une décroissance de la concentration due au transfert
des cellules de la phase liquide vers la surface du catalyseur. La mesure de la concentration
bactérienne en présence du catalyseur, appliquée communément dans les travaux, [Matsunaga
et al., 1985 ; Saito et al., 1992 ; Sunada et al., 2003 ; Cheng et al. 2007 ; Pigeot-Rémy et al.,
2011 ] ne permet pas de visualiser la cinétique de décroissance due a I’adhésion. Dans notre
cas, les mesures sont effectuées apreés séparation du catalyseur. L’adhésion bactérienne aux
premiers temps peut ainsi impliquer une diminution supplémentaire de la concentration

bactérienne dans le liquide impliquant éventuellement la disparition de la phase de latence.

Au vue de la littérature, différent mécanismes peuvent donner lieu a une cinétique bi-phasique
[Hellweger et al., 2009]. Hellweger, s’est appuyé sur différentes études qui expliquent les
mécanismes donnant lieu a des cinétiques de décroissance bi-phasiques. 1l rapporte
principalement ce type de cinétique a la présence de deux fractions de populations
bactériennes ayant différentes résistances vis a vis du traitement appliqué. Ces capacités de
résistance sont rapportées éventuellement a une mutation cellulaire, une différenciation non-
génétique des cellules, une variabilité dans le cycle cellulaire ou a une résistance développée
au cours du traitement.

D’autres travaux soulignent ce méme mécanisme pour décrire les processus d’inactivation de
bactéries dans les sols, par voie thermique et par la voie des biocides [Geeraerd et al., 2000 ;
Lambert et Johnston, 2001 ; Watcharasukarn et al. 2009]. En se basant sur ces travaux, les
cinétiques de décroissance bactérienne obtenues dans notre étude par v-q-PCR et culture sont
analysees en assumant la coexistence de deux types de populations bactériennes. Une
premiére population d’E. coli qui serait sensible au traitement photocatalytique. Une
deuxiéme qui serait plus résistante. La démarche suivie consiste a proposer un modele

empirique permettant de distinguer et évaluer la fraction de chacune de ces populations. Il
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s’agit de déterminer puis de comparer ces deux fractions bactériennes dans les deux phases
cinétiques observées. L’objectif est d’établir 1’efficacité du traitement photocatalytique sur

chacune de ces fractions.

Le modéle choisi (Equation [V-1) permet de reproduire les cinétiques bi-phasiques
[Watcharasukarn et al. 2009]. Il assume que chaque phase cinétique correspond a
I’inactivation d’une fraction de population bactérienne de résistance différente. Ce modele

tient compte de la fraction des especes ciblées ainsi que de leurs constantes cinétiques

propres.
C£ — f- e(—Kl-tr) + (1 — f). e(_KZ'tT) Eq V-1
0

Ou Cy est la concentration bactérienne initiale, f et (1-f) sont les fractions des concentrations
des populations bactériennes sensibles et résistantes au traitement et K1, K, sont les constantes

cinétiques de premier ordre des vitesses d’inactivation respectives de ces deux populations.

L’identification des paramétres f, K; et K; est réalisée via le logiciel ‘Matlab’ et se base sur la

minimisation de I’Erreur Relative Moyenne (ERM %) suivant I’équation IV-2:

ERM (%) = -.Y™,

1
n

(MN .100 Eq. IV-2
Cexp

Ou n est le nombre de points expérimentaux, Cey, et C; sont les valeurs respectives des

concentrations expérimentales et simulées par le modeéle.

Les profils des concentrations bactériennes expérimentales mesurées par culture et v-g-PCR
ainsi que les résultats de la simulation sont présentés dans la figure IV-8. Afin de s’assurer de
la bonne reproductibilité des résultats, ’expérimentation photocatalytique est réalisée en
dupliquat. Les traitements sont réalisés sur une suspension d’E. coli de charge bactérienne
initiale de 10" NPP.L™, utilisant le TiO, Degussa P25 & une concentration optimale de 1.66

g.L'1 et sous une densité de flux d’irradiation de 35 W.m™.

160



Temps d'irradiation (h)
1 1.5 2 25 3

1.E-01 _— %&éz}
? " A
O
S 1E-02 -
e
WV&V'MW*Q.‘”‘V O
1.E-03 -
1.E-04

Figure 1V- 8: Mesures expérimentales et simulées (trait continu) de l’inactivation d’E. coli
par photocatalyse hétérogéne utilisant le Degussa P25 et sous irradiation 35 W.m™ par:
culture (A ), répliqudt culture (4) ; v-Q-PCR (®), répliqudt v-Q-PCR (o).

Au vue des profils des concentrations bactériennes obtenus expérimentalement aussi bien par
culture que par v-g-PCR, les mesures de I’évolution de la concentration au cours du
traitement photocatalytique sont reproductibles.

Les profils des concentrations expérimentales et simulées obtenus par les deux techniques
démontrent que le modele cinétique permet une représentation satisfaisante de 1’évolution des
concentrations bactériennes. La bonne concordance (ERM <15%) entre les valeurs des
concentrations expérimentales et théoriques valide le modéle cinétique établi. Elle conforte
également I’éventuelle existence de deux populations bactériennes de résistances différentes

au traitement.

Les résultats décrits par cette loi empirique permettent d’identifier deux populations
bactériennes ayant des résistances différentes vis-a-vis du traitement photocatalytique. Une
premiére population sensible au traitement de fraction f et de vitesse de décroissance régie par
un coefficient de premier ordre Kj ; elle traduit la décroissance de la concentration dés les
premiers instant de traitement. Une deuxiéme population résistante au traitement, de fraction

(1-f) et de vitesse de décroissance caractérisée par un coefficient de premier ordre K;; elle

161



traduit le ralentissement de la vitesse de decroissance et méne a I’apparition d’une

concentration palier Iégerement décroissante.

Les coefficients cinétiques intervenant dans la réaction photocatalytique, identifiés aussi bien

dans le cas des mesures par culture que par v-g-PCR, sont présentés dans le tableau 1V-1.

La comparaison entre les coefficients cinétiques obtenus par culture et v-gPCR montre que la
culture surestime I’effet bactéricide du traitement. Ce résultat est modulé en comparant les
temps de réduction décimale Ty ainsi que les constantes de vitesses d’inactivation K; et K;

des populations bactériennes identifiées par les deux techniques.

Tableau IV- 1: Parametres de régression non linéaire du modele cinétique.

Parametre Modéle Culture v-g-PCR

Ty (h) 0.18 0.85
Constante cinétique fraction résistante 0.66 0.18
(K, h?)

Constante cinétique fraction sensible 21 4.2
(Ko, h?)

Fraction de la population bactérienne 0.009 0.09
résistante

() (copies de géne/ copies de gene)

Fraction de la population bactérienne
sensible 0.991 0.91
(1-f) (copies de géne/copies de géne)

ERM (%) 10 14.2

Le temps de réduction décimal évalué par la technique de culture est 4.7 fois inférieur a celui
obtenu par v-g-PCR. De méme, la technique de culture surestime la vitesse d’inactivation des
populations bactériennes résistantes et sensibles au traitement photocatalytique : les
constantes cinétiques des fractions des populations résistantes (K;) et sensibles (K;) obtenues
par la méthode de culture sont supeérieures a celles obtenues par v-g-PCR d’un facteur de 3.66
et 5 respectivement.

Par ailleurs, les fractions f et (1-f), obtenues indépendamment de la technique de mesure

utilisee, démontrent que la population bactérienne résistante au traitement photocatalytique est
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significativement plus faible que la population bactérienne qui y est sensible. La population
bactérienne résistante évaluée par culture est totalement négligeable et ne représente que 0.9%
de la population bactérienne globale. Ce résultat (bien que limité a I’exploitation d’une seule
expérimentation) tend a montrer qu’il n’est pas nécessaire de prendre en compte deux types
de populations pour décrire correctement les profils de population bactérienne évaluée par
culture. Ceci confirme le sens de I’approche plus physique adoptée lors du second chapitre
pour développer un modéle capable de décrire les profils de populations pour différentes
conditions de fonctionnement. Celle-ci est en effet basée sur I’existence d’un seul type de

population.

Dans le cas de la v-qPCR, la population qualifiée de résistante s’accroit pour atteindre une
valeur qui reste inférieure a 10%. Ainsi, si la technique de culture semble surestimer 1’effet
bactéricide d’un traitement, dans les deux cas, la faible présence de bactéries résistantes au
terme de I’expérimentation confirme I’efficacité d’inactivation bactérienne du traitement
photocatalytique. Ces résultats tendent & démontrer la pertinence d’utiliser les différentes

techniques de quantification afin de qualifier correctement 1’efficacité du traitement appliqué.

Conclusion

L'efficacité du traitement par photocatalyse hétérogene sur la bactérie E. coli est
classiqguement évaluée en utilisant des techniques de culture telles que les microplaques a épi
fluorescence MUG/E. coli [NF EN 9308-3-1999]. Le principe de quantification de cette
technique considere implicitement que la propriété d’une bactérie a étre cultivable dans/sur un
milieu de culture est une caractéristique suffisante pour définir la qualité sanitaire d’un
effluent. Bien que cette méthode de quantification soit aujourd’hui encore la norme dans le
suivie de la population bactérienne d’E. coli, cette hypothése n’est pas toujours vérifiée. En
effet, une bactérie viable mais soumise a des contraintes environnementales (stress, etc.) peut
perdre sa capacité a croitre sur un milieu de culture et entrer dans un état de dormance appelé
état VBNC (viable non cultivable). Ainsi, des cellules viables mais non cultivables dans les
conditions standard utilisées par nos méthodes peuvent exister. Par conséquent, la
quantification de la population bactérienne par culture peut étre biaisée. Elle peut étre

insuffisante pour qualifier un risque sanitaire.
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Dans ce chapitre, l'inactivation de la bactérie E. coli a été réalisée dans le montage de
laboratoire (chapitre 2), utilisant le catalyseur Degussa P25 et opérant sous une irradiation
contrdlée d’une densité égale & 35W.m™. Les concentrations bactériennes dans la phase
liquide au cours du traitement ont été évaluées via trois techniques de quantification
bactérienne: la technique de culture (conventionnellement utilisée), la technique de la g-PCR
(PCR en temps réel) et la technique de la v-g-PCR. Pour chacune des techniques utilisées, un
protocole de laboratoire a ét¢ mis en ceuvre puis validé dans nos conditions particuliéres de

fonctionnement.

Au vue des résultats obtenus, le traitement de photocatalyse induit une réduction des
populations bactériennes cibles quelque soit la technique utilisée. Il met en évidence des
vitesses de modification significativement différentes. Il est apparut que la décroissance des
bactéries dites viables cultivables était nettement plus rapide et de plus grande amplitude que
celle de la totalité des bactéries viables. Par ailleurs, nos résultats ont mis 1’accent sur le
principal mécanisme d’action dans I’inactivation bactérienne par photocatalyse, la lyse de la
paroi cellulaire. Ce phénoméne a été mis en évidence notamment par des observations au
microscope a épifluorescence. Les cinétiques d’inactivation bactérienne obtenues montrent
que le processus d’inactivation bactérienne par photocatalyse est progressif. 1l passe par une
premiere étape lors de laquelle la cultivabilité des cellules est affectée voir annulée. Ensuite,
les attaques radicalaires cumulées entrainent la dégradation de I’intégrité membranaire. Dans
une derniére étape, I’ADN, devenant accessible aux radicaux, est dégradé a son tour. Ces
profils cinétiques peuvent étre observés comme étant le résultat de deux cinétiques
d’inactivation. Ainsi, il a été proposé de traiter ces derniéres par un modele cinétique
empirigue simple. Ce modeéle permet de rendre compte de la coexistence de deux populations
bactériennes présentant des résistances différentes vis-a-vis du traitement photocatalytique:
I’une qualifiée de sensible et I’autre de résistante.

Indépendamment de la technique de mesure utilisée, les fractions obtenues pour chaque
population bactérienne démontrent que la population bactérienne résistante au traitement
photocatalytique est significativement plus faible que la population bactérienne sensible. En
effet, la population bactérienne résistante évaluée par culture et v-gPCR est totalement
négligeable et représente moins de 1% et 10% de la population bactérienne globale
respectivement. Ce résultat a montré qu’il n’était pas primordial de prendre en compte deux
types de populations pour décrire correctement les profils d’inactivation bactérienne évaluée

par culture. Ainsi, si la technique de culture semble surestimer I’effet bactéricide de la
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photocatalyse, la faible présence de la population bactérienne dite résistante au terme de
I’expérimentation a permis de confirmer I’efficacité d’inactivation bactérienne du traitement

photocatalytique.

L hypothése de I'induction de I'état VBNC de la bactérie E. coli remet en question I'utilisation
de la culture comme unique moyen d’évaluation de l'effet bactéricide de la photocatalyse. De
ce fait, I’utilisation de techniques, telles que les techniques moléculaires, apparait comme un
moyen de caractérisation trés complémentaire en vue d’atteindre le nombre total (réel) de
cellules viables (cultivables et non cultivables). Ces techniques permettent d’affiner ainsi
I’évaluation de I'efficacité bactéricide du traitement photocatalytique, mais plus généralement

de tout traitement a finalité bactéricide.
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CONCLUSION GENERALE

Le traitement d’effluents contenant des microorganismes persistants en sortie de station
d’épuration a été abordé avec comme objectif d’estimer les possibilités d’une opération de
désinfection par un procédé d’oxydation avancée, la photocatalyse hétérogéne solaire. Ce
procédé d’oxydation avancée est essentiellement envisagé comme procédé tertiaire en
complément de la filiére de traitement classique, par nature insuffisante pour 1’élimination des
microorganismes persistants. Sur la base de cette ligne directrice, le travail a été structuré en

quatre parties distinctes ayant chacune une finalité bien identifiée.

Dans un premier chapitre et compte tenu du nombre de paramétres intervenant dans le
processus de photocatalyse hétérogene, il était important de définir a partir de la
bibliographique le principe de fonctionnement de cette technique, les paramétres dont elle
dépend, ses domaines d’application mais aussi les points critiques liés a sa mise en oeuvre.
L’utilisation du rayonnement solaire comme source d’irradiation UV, qui permet de s’inscrire
parfaitement dans une logique de développement durable, constitue un enjeu réel pour assurer
un développement industriel de cette technologie. Cependant 'utilisation directe d’une telle
source d’énergie implique des contraintes importantes qu’il est nécessaire de prendre en
considération et de maitriser. Ces contraintes sont liées d’une part a la faible ressource utile en
terme de densité de flux (domaine UV ; constituant seulement 5% du rayonnement solaire
total) et d’autre part a sa variabilité et discontinuité. L’optimisation de 1’utilisation de la
ressource lumineuse est ainsi déterminante. De maniere identique, il convient de savoir gérer
les discontinuités et prévoir leur impact sur les performances du procédé de traitement. Les
axes de recherche indispensables au développement de cette technologie sont donc : i)
I’optimisation du couple procédé/médias photocatalytique; ii) la mise en place d’un modéle
mathématique robuste permettant de prédire le fonctionnement de ce type de procédé. C’est

dans ce cadre que s’est inscrit la suite de ce travail.

Dans un deuxieme chapitre, une méthodologie a ainsi été proposée ayant comme finalité de
définir les conditions de fonctionnement et les performances d’un procédé de désinfection par
voie photocatalytique. Les travaux ont été appliqués sur une bactérie de référence,
‘Escherichia coli’, mise en suspension dans un milieu modele (milieu de Ringer). Le suivi de

la concentration bactérienne au cours des expérimentations a eté effectué par une méthode de
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culture, conventionnellement utilisée, la microplague MUG/E. coli. L’acquisition d’un
ensemble de données expérimentales suffisamment représentatives a permis une comparaison
directe des performances bactéricides de différents catalyseurs & base de TiO,. Au-dela de
cette comparaison, ces travaux avaient pour objectifs d’évaluer I’affinité de la bactérie cible
vis-a-vis des différents médias puis, de définir un modele mathématique représentant le
fonctionnement d’un pilote de désinfection par voie photocatalytique et dans différentes
conditions opératoires.

Dans cette étude, trois catalyseurs a base de TiO, ont été retenus, a savoir le TiO, Degussa
P25, le TiO, VP Aeroperl P25/20 présentés sous forme de poudre et le média Ahlstrom Grade
1048. La méthodologie suivie a consisté a étudier les propriétés d’adhésion bactéries/matériau
en fonction des différentes mises en forme. Pour chaque matériau une courbe d’équilibre
d’adhésion a été définie. Ceci a permis de mettre en évidence la réalit¢ du phénomene
d’adhésion puis, de quantifier sa participation a la baisse de la concentration bactérienne lors
des essais de désinfection. Les cinétiques d’inactivation bactérienne ont été systématiquement
déterminées expérimentalement pour les différentes formes de catalyseurs sur une gamme
d’irradiations allant de 5 W.m™ & 35 W.m™. Les résultats obtenus ont convergé vers ceux
rapportés dans la littérature dans la mesure ou les performances bactéricides des suspensions
(Degussa P25 et VP Aeroperl) ont été supérieures (facteur 1.5) a celles du catalyseur
supporté. En termes d’efficacité de désinfection, ceci a permit de mettre en avant le réle
déterminent du parametre surface spécifique dans le cas des catalyseurs en poudre et celui du
taux de recouvrement dans le cas du catalyseur supporte.

Les expérimentations photocatalytiques ont été réalisées dans une boucle de laboratoire
fonctionnant en mode batch et dans des conditions d’irradiation contrdlées et correspondant
approximativement au rayonnement solaire. Ce choix a permis de travailler en parallele a la
définition d’un modele cinétique et I’identification pour chacun des médias des parametres
cinétiques a priori représentatifs des capacités de désinfection sous rayonnement solaire. Ce
modele implique un couplage entre deux phénomeénes de base qui coexistent : le phénomeéne
de transfert de masse (adhésion bactérienne) et la réaction photocatalytique subséquente. Une
fois validé, le modéle cinétique établi a permis de mettre en place des simulations de
I’évolution bactérienne au cours d’un traitement photocatalytique aussi bien dans la phase
liguide que dans la phase en adhésion. Ces simulations ont permis de dissocier les
phénomeénes qui coexistent et d’évaluer leur contribution relative dans le processus global

d’inactivation bactérienne.
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Par ailleurs, réaliser des expérimentations en conditions dites réelles (irradiation solaire ;
effluent réel) constituait un objectif & part entiere de notre travail. La réalisation de telles
expériences est en effet la seule maniére de se confronter a la réalité du fonctionnement d’un
procédé de désinfection solaire en sortie d’une station d’épuration. Ainsi, des
expérimentations ont été réaliseées sur la bactérie cible dans un pilote solaire de plus grande
échelle et fonctionnant en mode batch. L’inactivation bactérienne a été étudiée d’abord, dans
le milieu modele et ensuite dans un effluent réel. Dans le cas d’une opération d’inactivation
bactérienne dans un milieu mod¢le, le transfert du traitement photocatalytique d’une petite
échelle vers une échelle plus importante a été opérationnel et a mis en évidence la faisabilité
de D’application d’une telle technologie sous des conditions de rayonnement solaire. A
contrario, il est apparu que le processus de désinfection dans un effluent réel dépendait
étroitement de sa composition complexe. Ainsi la transposition des résultats acquis dans le cas
d’un milieu modele vers un effluent réel est loin d’étre triviale et nécessitera une étude a part

entiére qui constituera une prolongation de ce travail.

Les résultats obtenus dans le systéme batch sont difficilement transposables a des procédés
plus pratiques (fonctionnant en flux continu). Le passage du fonctionnement en mode batch
vers le mode continu s’est donc avéré fort pertinent. Ainsi, dans un troisiéme chapitre, on
s’est proposé d’étudier I’inactivation de la bactérie E. coli dans un procédé de traitement
photocatalytique en mode continu et utilisant le catalyseur supporté. Les travaux ont porté
initialement sur la conception, la mise en route et la caractérisation d’un pilote original
permettant le fonctionnement en régime permanent. Les expérimentations photocatalytiques
réalisées dans ce pilote avaient pour vocation d’apporter des informations complémentaires
sur les étapes du processus de désinfection (phase d’adhésion, dégradation). Il s’agissait, par
ailleurs, de recueillir les cinétiques d’inactivation bactérienne dans des conditions maitrisées,
afin d’évaluer le potentiel de la photocatalyse pour une application de désinfection en flux
continu. Ces travaux visaient particulierement a étudier 1’action de la photocatalyse sur
I’inactivation bactérienne en régime permanent en fonction de deux parameétres opératoires
régissant le processus du traitement : la densité de flux d’irradiation et le temps de séjour
moyen dans la boucle de traitement étudiée.

Les resultats de désinfection obtenus ont mis en évidence la capacité de la photolyse ainsi que
de la photocatalyse a inactiver la bactérie E. coli en régime permanent. Il est ressorti que le
procédé de désinfection dans de telles conditions de fonctionnement était fort dépendant de la

densité de flux d’irradiation et du débit d’écoulement. Le taux d’abattement maximal (96%) a
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été obtenu pour les valeurs de densité d’irradiation et de temps de séjour les plus éleveées.
Finalement, I’approche suivante s’agissait de valider la possibilité de prédire les cinétiques
d’inactivation bactérienne obtenues dans le systeme ouvert a partir de la loi cinétique définie
au préalable dans le systeme fermé. L’identification des jeux de parametres cinétiques
permettant de représenter au mieux les profils de concentrations bactériennes dans le procédé
continu a permis de valider la démarche suivie. Néanmoins, des différences sont apparues
pour les coefficients cinétiques entre le régime batch et continu. Ces différences ont été
rapportées a la géométrie et a la conduite des expérimentations, mais aussi aux conditions
initiales de fonctionnement, en particulier 1’état initial de la surface du catalyseur. Elles ont
permis de conclure que ce sont les résultats issus du procédé continu qui permettaient

d’approcher le mieux la réalité du processus de désinfection.

Pour identifier le degré de dégradation des bactéries, il existe différentes techniques de
quantification bactérienne basée sur un ou plusieurs critéres de viabilité. Cet état de viabilité
peut étre associé a la capacité de la bactérie a se multiplier sur un milieu de culture, comme il
peut étre lié a 1’état physique des cellules bactériennes (intégres ou endommagées). Ainsi, une
bactérie qui serait indétectable par la méthode de culture ne représente pas nécessairement une
bactérie morte. Le choix de la méthode de suivie « de la viabilité de la bactérie » au cours du
procédé photocatalytique est donc un facteur clef a considérer. Selon la méthode de
quantification, la viabilité des bactéries peut étre percue difféeremment et les informations
apportées donneront des lectures différentes de 1’efficacité du traitement appliqué. Ainsi, de
maniere a compléter les résultats obtenus par la méthode de culture (utilisée tout au long de
notre étude) on s’est proposé, dans un quatrieme et dernier chapitre, d’évaluer I’efficacité
d’inactivation photocatalytique de la bactérie E. coli via deux techniques moléculaires
complémentaires, la q-PCR et la v-g-PCR. Ces techniques permettent de quantifier I’ADN
moléculaires total et I’ADN des bactéries intégres successivement. Le but de cette étude était
d’apporter plus de précision sur les effets bactéricides du procédé photocatalytique. Il
s’agissait d’apporter des informations sur 1’état « réel » des bactéries au cours du traitement
photocatalytique. La démarche suivie a consisté a déterminer et comparer les cinétiques
d’inactivation bactérienne obtenues par la méthode de culture et les deux techniques
moléculaires. Cette démarche a permis de discriminer les bactéries mesurables par la méthode
de culture (Viable cultivable, VBC) de la totalité des bactéries viables (bactéries integres).
Elle a permis, par ailleurs, de mettre en avant le principal mécanisme d’inactivation

bactérienne par voie photocatalytique, la lyse membranaire.
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Les résultats de comparaison obtenus ont montré que la décroissance des bactéries dites
viables cultivables était nettement plus rapide et de plus grande amplitude que celle des
bactéries viables totales. La technique de culture semblait ainsi surestimer I’efficacité
bactéricide du traitement photocatalytique. 1l a été démontré en plus que le processus de
dégradation par photocatalyse est progressif. Il passait par une premiere étape, lors de laquelle
la cultivabilité des cellules est affectée ensuite, par une deuxiéme étape, ou les attaques
radicalaires entrainaient le phénomene de la lyse cellulaire et enfin une derniere étape de
destruction des molécules d’ADN. Ainsi, dans une derni¢re démarche, on s’est proposé de
traiter les profils cinétiques obtenus par un modeéle cinétique empirique. Ce modéle a permis
de rendre compte de la coexistence de deux populations bactériennes présentant des
résistances différentes vis-a-vis du traitement photocatalytique. 1l a permis également
d’estimer la part de chaque population puis d’évaluer [D’efficacité de son traitement
photocatalytique.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction de la population bactérienne résistante,
évaluée en fin d’expérimentation par culture (=1%) et par v-q-PCR (=10%) est négligeable.
La faible présence de la population bactérienne résistante au terme du traitement a permis de

valider ainsi I’efficacité bactéricide de la photocatalyse.

Les résultats présentés dans ce mémoire montrent la faisabilité du procédé de désinfection par
voie photocatalytique. Elles ont permis, a partir de résultats expérimentaux, d’établir un
modeéle cinétique capable de décrire le fonctionnement du processus dans différentes
conditions d’irradiation. Néanmoins, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées
pour compléter cette étude. L’identification des parametres cinétiques ayant permis la mise en
place du modéle a été réalisée a partir de cinétique d’inactivation bactérienne dans un milieu
modele (milieu de Ringer). L’utilisation de la loi cinétique établie pour une application a plus
grande échelle nécessiterait une étude supplémentaire permettant d’¢largir sa validité a des
effluents de composition plus complexe. Par ailleurs, les résultats prometteurs obtenus pour
le catalyseur Ahlstrom ont confirmé I'intérét et les nombreuses perspectives de travail a
effectuer sur le développement de médias catalytiques. L’optimisation du support afin
d’améliorer la capacité d’absorption du rayonnement (support 3D) ainsi que 1’amélioration
des propriétés catalytiques du photo-catalyseur pour de meilleures performances
(élargissement de la bande d’absorption au domaine du visible) sont des pistes sérieusement

a envisager.
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Une question importante se pose également autour de la capacité des bactéries dégradees a se
régénérer une fois qu’elles se retrouvent de nouveau dans des conditions environnementales
favorables. En effet, il apparait que les bactéries, comme tout étre vivant, mettent en ceuvre
des mécanismes de réparation cellulaires instantanes au cours du traitement photocatalytique.
Ainsi, elles sont plus ou moins capables (en fonction de leur degré de dégradation) de se
régénérer et de retrouver leur activité metabolique initiale. Des expérimentations
complémentaires seraient ainsi envisageables afin de s’assurer de I’efficacité a terme du
procédé photocatalytique. Il s’agit d’étudier I’évolution bactérienne a [’étape de post-
traitement. Enfin, ’ensemble des expérimentations et modélisation a été réalisé avec une
bactérie de référence, E. coli. Il conviendra donc d’étendre et de conforter ces résultats a
minima et de maniere systématique aux trois autres types d’indicateurs d’efficacité de
traitement présents dans les normes actuelles, les entérocoques fécaux, les spores de

bactéries anaérobies sulfito-réductrices et les Phages ARN F-spécifiques.
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RESUME

L’étude présentée dans ce mémoire s’inscrit dans le cadre de la réutilisation des eaux usées traitées par un
procédé d’oxydation avancée (AOP), la photocatalyse hétérogene. Ce procédé, couplant le rayonnement UV et
l'utilisation d’un photocatalyseur (TiO;) au sein d’un réacteur, est envisagé comme procédé de traitement
tertiaire pour la désinfection des effluents dis secondaires. Les expérimentations photocatalytiques ont été
réalisées sur une bactérie cible, E. coli. Elles ont été conduites en mode batch puis en mode continu. Les
expérimentations en mode batch ont été réalisées sous irradiation contrélée puis solaire. Les données
expérimentales acquises sous irradiation contr6lée ont permis la comparaison des performances bactéricides de
différents catalyseurs. Elles ont conduit en paralléle a la définition d’un modéle cinétique représentatif de la
capacité bactéricide de chaque média. Ce modéle tient compte de la densité de flux d’irradiation et de
Pinterraction bactéries/catalyseur. Les expérimentations solaires ont permis de valider le modele cinétique sous
irradiation solaire puis, d’étudier I’inactivation bactérienne dans un effluent réel. Par ailleurs, le potentiel
bactéricide du traitement photocatalytique en régime permanent a été évalué. Le fonctionnement du procédé
continu a été parfaitement décrit par un modele cinétique se basant sur la loi initialement définie en mode batch.
Finalement, I’inactivation d’E. coli a été évaluée par différentes techniques de quantification bactérienne. Cela a
permis d’apporter des informations sur 1’état de viabilité des bactéries au cours du traitement photocatalytique et

de décrire le mécanisme principal d’inactivation bactérienne par voie photocatalytique, la lyse membranaire.

Mots clés : Photocatalyse hétérogéne, Deésinfection solaire, Catalyseur en suspension, Catalyseur supporte,

Adhésion bactérienne, Cinétique de désinfection, Modéle cinétique.

ABSTRACT

The study presented in this paper is part of the reuse of treated wastewater by advanced oxidation process
(AOP), the heterogeneous photocatalysis. This process, coupling the UV radiation and the use of a photocatalyst
(TiO,) in a reactor, is envisaged as tertiary treatment process for disinfection of said secondary effluent.
Photocatalytic experiments were performed on a target bacterium, E. coli. They were conducted in batch and
continuous mode. The experiments in batch mode were performed under controlled irradiation and sunlight. The
experimental data obtained under controlled irradiation allowed the comparison of the bactericidal performance
of different catalysts. They led in parallel to the definition of a representative kinetic model of the bactericidal
capacity of each medium. Solar experiments were used to validate the kinetic model under solar irradiation and
then to study the bacterial inactivation in a real effluent. Furthermore, the potential of the photocatalytic
bactericidal treatment at steady state was evaluated. The operation of the continuous process has been thoroughly
described by a kinetic model based on the kinetic law originally defined in batch mode. Finally, inactivation of
E. coli was evaluated by different bacterial quantification techniques. This has made it possible to highlight the
main mechanism of the photocatalytic bacterial inactivation, the membrane lysis. It provided information about

the "real” state of the bacteria viability during the photocatalytic treatment.

Keywords: Heterogeneous Photocatalysis, Solar disinfection, Suspended catalyst, Supported catalyst, Bacterial

adhesion, Disinfection kinetic, Kinetic model.



