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Introduction Générale

A dégradation de la qualité de l'air intérieur est une question d’intérét public depuis
maintenant plusieurs années déja. Différentes sources de polluants ont été identifiées et
répertoriées par ’Organisation Mondiale de la Santé. Selon I’OMS, la pollution d’origine

biologique, alliant essentiellement I’humidité et les micro-organismes, est 'une des principales. En
effet, en conditions favorables, certains micro-organismes sont capables de relarguer de grandes
quantités de particules, qui présentent un danger pour la santé humaine. Si aucune corrélation
n’existe a ce jour entre la présence de micro-organismes et le degré de dangerosité pour les
occupants, I’exposition & ces contaminants toxiques sur le long terme est bien associée a différents
symptomes respiratoires et cutanés de type allergies, irritations, voire des infections superficielles
et systémiques... La pollution de l'air intérieur entraine des impacts économiques et sociaux
importants. En 2015 en France, le Sénat a lancé une commission d’enquéte sur le cotit économique
et financier de la pollution de lair, incluant la pollution de lair intérieur. Le rapport d’enquéte
fait notamment référence aux études de 'ANSES' et de 'OQAI?, dans lesquelles le cofit de
la pollution de ’air intérieur a été estimé a 20 milliards d’euros par an. Sur le plan Européen,
le poids total imputable a la dégradation de la qualité de 'air intérieur est estimé a 2 millions
d’EVCI?® par an. A Iéchelle mondiale, POMS rapporte qu’il s’agirait de 4,3 milliards de morts

dues a la pollution de 'air intérieur.

De nombreuses études ont rapporté qu’en conditions favorables, les matériaux de construc-
tion pouvaient devenir la cible de contaminations microbiennes importantes. Les conditions
d’humidité, de température et de nutrition optimales sont atteintes sans peine dans les bati-
ments anciens, les batiments mal isolés, non étanches, mal ventilés et/ou ayant subi des dégats
des eaux. La prolifération sur les matériaux de construction constitue, dans ces conditions, une

véritable source secondaire de contamination aérienne.

Depuis cette prise de conscience, des stratégies sont mises en place afin de limiter la prolifé-
ration et améliorer la qualité de l'air intérieur. Des recommandations pour des bonnes pratiques
sont émises comme 'aération journaliere des logements. Néanmoins, dans les zones urbaines, I’air
extérieur est lui-méme tres chargé en polluants. Par ailleurs, aujourd’hui la tendance pour la
construction des logements neufs ou la rénovation des batiments anciens est aux batiments basse

consommation (BBC) : pour limiter les déperditions énergétiques, les batiments sont congus pour

1. Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de ’environnement et du travail

2. Observatoire de la qualité de ’air intérieur

3. Espérance de Vie Corrigée de I'Incapacité. Il s’agit d’une méthode d’évaluation de ’espérance de vie en
bonne santé, exprimé comme le nombre d’années perdues en raison d’une mauvaise santé, d’'un handicap ou d’un
déces précoce.
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présenter de trés bonnes performances thermiques (isolation, étanchéité a l’eau, et a I’air). Pour
compenser cela, des systemes en dehors des systéemes de ventilation doivent étre mis en oeuvre
pour assurer une qualité de 'air intérieur satisfaisante. Dans ce contexte, des dispositifs de pu-
rification de lair intérieur sont déja commercialisés, tels que des dispositifs de filtration de ’air
(filtre HEPA), des dispositifs chimiques (ioniseurs..) etc. Ces solutions sont néanmoins parfois
difficiles a mettre en ceuvre dans des batiments existants, trop onéreuses, ou consommatrices
d’une grande quantité d’énergie.

Dans ce contexte, la fonctionnalisation des matériaux de construction pour limiter, voire
inhiber, la prolifération des micro-organismes a leur surface est une des solutions envisageables.
L’idée générale de cette étude est de développer des dispositifs passifs de type revétement, qui ne
nécessitent pas d’apport d’énergie spécifique et qui sont capables de conférer aux matériaux de

construction des propriétés antimicrobiennes. Deux technologies sont explorées dans ce travail :

(i) la photocatalyse, dont le principe de fonctionnement repose sur l'irradiation d’un photoca-
talyseur par une source lumineuse pour engendrer des réactions d’oxydoréduction permet-

tant de dégrader la matiere organique a leur surface ou dans un proche environnement,

(ii) V'utilisation de molécules bio-sourcées a chaines carbonées, les monoglycérides, présentant

des propriétés antimicrobiennes naturelles.

L’utilisation du procédé de photocatalyse pourrait étre une réponse pertinente au pro-
bleme de contamination microbienne des matériaux. Le principe repose sur 'excitation d’un
semi-conducteur par une irradiation lumineuse. L’énergie recue engendre la création de paires
électrons-trous qui vont oxyder ou réduire les composés organiques adsorbés en surface du semi-
conducteur. La plupart des semi-conducteurs sont généralement activés par un rayonnement
de longueur d’onde située dans les ultra-violets mais des produits dopés sont développés selon
différents procédés pour les rendre activables par un rayonnement visible. Dans tous les cas, le
processus peut étre utilisé comme un dispositif passif, activé par la lumiére naturelle (solaire)
ou par des lumieéres d’intérieur.

Cette technique présente, par définition, 'avantage de ne pas consommer le catalyseur pen-
dant les réactions. Toutefois, la mise en ceuvre du photocatalyseur est un parametre fondamental
de son efficacité. L'utilisation de particules de TiO, photocatalytique (TiO, sous sa forme ana-
tase) est assez répandue : offrant une grande surface spécifique, elles ont montré des efficacités
importantes mais elles nécessitent généralement des techniques spécifiques d’immobilisation sur

support (membrane, réacteur, etc) dont certaines sont relativement complexes et cotiteuses.

La photocatalyse a montré son efficacité sur une large variété de produits en phase aqueuse
ou gazeuse, pour des applications aussi diverses que I’épuration de l'air (abattement des NOx,
NO, composés organiques volatils - COV - ...) ou le traitement des eaux usées (dégradation
des effluents organiques, acides, aldéhydes, micro-organismes ...). Elle est en outre caractérisée
par la non sélectivité des especes dégradées mais les réactions de dégradation ont une efficacité
variable en fonction des especes considérées. La littérature sur la désinfection photocatalytique
rapporte des taux de dégradation importants en conditions de laboratoire, ou, afin de fournir
un rendement maximal, le photocatalyseur (généralement du TiO,) est disposé de facon a offrir

la plus large surface active possible, sous une irradiance tres élevée, dans des conditions bien

10
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éloignées de celles que l'on retrouve en situation réelle dans un environnement intérieur. Les
dispositifs mis en oeuvre, généralement des réacteurs, visent a épurer des flux d’air ou d’eau,
par l'intermédiaire de petites surfaces actives et d’une lumiere spécifique. Par ailleurs, ce type
de dispositif n’exploite pas le potentiel de surface active que constitue les grandes surfaces
intérieures comme les murs et les plafonds de nos batiments. Dans le domaine du Génie Civil, une
solution est notamment développée depuis quelques années : les ciments photocatalytiques, qui
incluent directement les particules de titane dans leur formulation. Ce sont des dispositifs moins
coliteux, car ils ne nécessitent pas de processus particulier mais il faut en contrepartie accepter la
perte d’une certaine quantité de catalyseur, qui se retrouve perdue dans la masse du matériau.
Le développement de revétements de surface présente a contrario 'avantage d’optimiser les
quantités de photocatalyseurs accessibles. C’est notamment le cas des verres autonettoyants, ou

de certaines peintures a base de TiO,.

Meéme si la solution photocatalyse est innovante et offre de nombreux avantages pour lutter
contre la prolifération de micro-organismes, certaines limites peuvent étre soulignées. En effet,
en tant que matiére premiere, le titane est fortement consommé par des secteurs comme 1’aéro-
nautique. Le dioxyde de titane est également trés utilisé comme pigment pour sa couleur blanche
dans l’industrie de la peinture, du papier, des plastiques... Le probléme de la disponibilité de la
ressource se posera a terme, d’autant plus que le développement de technologies et de filieres de
recyclage du titane n’en est qu’a ses balbutiements.

Par ailleurs, les rendements de la photocatalyse peuvent étre limités en conditions réelles
(notamment en fonction de la qualité de I’éclairage ou de la disponibilité des particules).

Il est également important de souligner ’aspect sanitaire, par la présence de nanoparticules

qui, sous forme pulvérulente, peuvent étre relarguées dans l’environnement.

Ainsi, nous avons également voulu explorer une alternative a la solution photocatalyse. L uti-
lisation de molécules bio-sourcées telles que les monoglycérides (ou monoesters de glycérol)
comme agent de surface est également une méthode envisageable pour répondre a la probléma-
tique de contamination des matériaux de construction. Ce type de molécules, déja utilisé dans
I'industrie agroalimentaire comme agent émulsifiant, pourrait étre directement appliqué sur les

matériaux de construction pour leur conférer des propriétés antimicrobiennes.

Ainsi, les objectifs principaux de cette these étaient : (i) de développer des dispositifs passifs
de type lasures, formulées a base de particules photocatalytiques de TiO, ou de monoglycérides,
(ii) de quantifier la résistance a la prolifération microbienne offerte par ces revétements dans des
conditions réalistes de mise en ceuvre et (iii) de contribuer a la compréhension des mécanismes
d’action de ces revétements.

Pour répondre a ces objectifs, une approche expérimentale a été adoptée afin de lever I'un
des principaux verrous de ce travail, a savoir le développement des méthodologies d’évaluation
microbiologiques pour ces revétements particuliers. Différentes stratégies d’évaluation ont été
mises en place au moyen d’expériences en batch. Il s’agit de mesures de ’activité antibactérienne

et de la résistance & la formation de biofilms.

Le chapitre 1 présente un état de 'art sur la prolifération microbienne sur matériaux de

construction en environnement intérieur. Cette étude bibliographique est centrée sur les sur-

11
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faces des matériaux de construction colonisées par des micro-organismes. L’exposé présente les
méthodes de prélevements et d’analyses utilisées dans la littérature, ainsi que les différents
micro-organismes identifiés le plus souvent sur différents types de matériaux. Les normes et dis-
positifs expérimentaux visant a 1’évaluation de la prolifération microbienne sur les matériaux
de construction sont également traités. Finalement, 1’étude apporte une synthese des différents
facteurs déterminants pour la croissance microbienne sur matériau.

La suite du chapitre bibliographique présente les éléments nécessaires a la compréhension des
phénomeénes qui régissent la désinfection photocatalytique. Le principe général de la photocata-
lyse est d’abord présenté, puis 'application du procédé sur la dépollution d’origine biologique
est détaillée. La derniere partie de la revue de littérature se concentre sur la présentation des
esters de glycérol, molécules aux propriétés antimicrobiennes intéressantes, qui sont notamment

utilisées dans l'industrie agro-alimentaire depuis plusieurs années.

Le chapitre 2 introduit les matériels et méthodes utilisés dans cette these pour 1’évaluation
des propriétés antimicrobiennes des différents matériaux et de leur mécanismes d’action. Tout
d’abord, les matériaux, les souches bactériennes et les milieux et réactifs utilisés au cours de
cette étude sont présentés. Ensuite, les protocoles des différents essais menés pour 1’évaluation
des propriétés antimicrobiennes sont détaillés. Ils comprennent :

— P’évaluation de 'activité antibactérienne,

— P’évaluation du caractére super-hydrophile photo-induit,

I’évaluation de la formation de biofilm,

I’évaluation de la prolifération microbienne par contamination naturelle.

Concernant les méthodes mises en ceuvre pour ’évaluation des propriétés antibactériennes
de particules de TiO, seules, la stratégie d’évaluation est axée sur l’adaptation de méthodes
standardisées permettant de déterminer ’activité antibactérienne de surfaces telles que des cé-
ramiques photocatalytiques.

Ne disposant pas du recul nécessaire pour s’assurer d’'une efficacité suffisante avec les pho-
tocatalyseurs dopés et activables en visible (toujours objets de recherche et développement), et
étant donné la difficulté expérimentale des essais mis en ceuvre, des photocatalyseurs activables
en UV, connus pour étre efficaces, ont été utilisés. Néanmoins, afin de se rapprocher des condi-
tions d’éclairement réalistes en environnement intérieur, une faible irradiance a été choisie pour
activer les réactions photocatalytiques : 2,5 & 5 W/m?.

Le chapitre 3 fait d’abord le point sur I'activité antibactérienne de particules de TiO, com-
merciales, sans activation photocatalytique par mise en contact avec une suspension bactérienne
dans le noir. Les essais sont basés sur les normes concernant ’évaluation des surfaces antimi-
crobiennes (ISO 27447, 2009; JIS Z 2801, 2010). Par la suite, I’étude se concentre sur efficacité
du TiO, activé par une source d’'UV et détaille les différents facteurs méthodologiques qui in-
fluencent l'activité antibactérienne induite par photocatalyse sur E. coli (souche de référence

indiquées dans les deux normes citées).

Le chapitre 4 expose les travaux réalisés pour I’évaluation des propriétés des revétements.
L’objectif principal est de développer et d’étudier l'efficacité des revétements antimicrobiens

pour matériaux de construction.
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Introduction Générale

La premiére partie traite des lasures photocatalytiques. Il s’agit de (i) quantifier les propriétés
antibactériennes des lasures, en relation avec certaines propriétés de surface et (ii) contribuer
a la compréhension des mécanismes d’action de la photocatalyse sur les micro-organismes. La
deuxieme partie se concentre sur ’évaluation des monoglycérides bio-sourcés. L’objectif est ici
de mener une série d’essais afin de cibler la gamme d’efficacité des molécules et d’observer leurs

caractéristiques en tant que revétement pour matériaux de construction.

L’évolution des angles de contact sur différents matériaux recouverts de lasure photocataly-
tique est abordée. Ces essais préliminaires renseignent sur le caractére hydrophile/hydrophobe
des lasures, qui est un parametre fondamental de I’adhésion des micro-organismes. Ensuite, 1’ac-
tivité antibactérienne est déterminée par une série d’essais selon la norme (JIS Z 2801). Enfin, il
s’agit d’exploiter la méthodologie d’évaluation de la formation de biofilm, mise en place dans le
chapitre 2. La stratégie d’évaluation repose sur deux méthodes d’analyse complémentaires : une
méthode de dénombrement par culture et une méthode d’observation au microscope a épifluores-
cence. Des observations complémentaires au microscope électronique a balayage ont été réalisées
afin de fournir des informations sur la morphologie du développement bactérien (organisation
et aspect des cellules bactériennes, biofilm, etc.).

La derniére partie du chapitre 4 est consacrée a ’exploration des caractéristiques antimicro-
biennes de monoglycérides (MG). Trois types d’essais sont mis en place afin de déterminer : (a)
le potentiel bactéricide en suspension (NF EN 1040, 2006), (b) I'activité antibactérienne en tant
que support (JIS Z 2801, 2010) et (c) la résistance & la prolifération par contamination naturelle

sur matériaux de construction.

Le mémoire s’achéve par une conclusion générale dressant un bilan du travail mené et des

perspectives qui en résultent.
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Chapitre 1. Etude Bibliographique

1.1 Introduction

La dégradation de la qualité de l'air intérieur est une problématique qui suscite un intérét
majeur dans nos sociétés industrialisées, et ce depuis déja plusieurs années. La pollution d’origine
biologique, provoquée par 'humidité et la présence de micro-organismes dans des environnements
confinés, est I'une des principales causes de la dégradation de ’air intérieur. Leur prolifération
sur les parois intérieures et le relargage de particules ou molécules toxiques aéroportées peuvent
entrainer de sérieux risques pour la santé des usagers.

Ainsi, I'objectif principal de ce travail est de développer des moyens de lutte contre la conta-
mination et la prolifération microbienne sur les matériaux de construction a l'intérieur des bati-
ments. Une des solutions pertinentes a envisager réside dans la fonctionnalisation des matériaux
de construction.

Dans notre cas, I'idée générale est de développer des dispositifs passifs de type revétement, ne
nécessitant pas d’apport d’énergie spécifique, capables de conférer aux matériaux de construction
des propriétés antimicrobiennes.

Différentes technologies sont explorées : (a) la photocatalyse, dont le principe repose sur
Iirradiation d’un catalyseur par une source lumineuse, les réactions chimiques engendrées sont
de nature oxydoréductrice et permettent la dégradation de la matiére organique environnante,
et (b) l'utilisation de molécules bio-sourcées aux propriétés hygroscopiques et tensioactives in-

téressantes, qui en font de bons candidats comme produits antimicrobiens.

Le but de ce chapitre est d’établir les bases des connaissances actuelles, nécessaires a la

compréhension, au développement et & 1’étude de tels produits.

La premiére partie présente un état de l’art de la contamination microbienne a l'intérieur
des batiments. Dans un premier temps, quelques données générales sur les micro-organismes
sont présentées, ainsi que le contexte et les enjeux de la contamination de 'air intérieur. Les
différentes méthodes de prélevement microbien sur matériaux et d’analyse des micro-organismes
utilisées dans la littérature sont ensuite synthétisées. Dans un deuxiéeme temps, les parameétres
d’essais et les normes existantes ayant pour objet 1’étude de la prolifération microbienne en
conditions de laboratoire sont abordés. Cette partie se termine sur une synthese des facteurs

déterminants de la croissance microbienne sur matériaux de construction.

La deuxiéme partie de ce chapitre vise a introduire une des technologies considérées : la
photocatalyse. Les mécanismes de fonctionnement du processus photocatalytique ainsi que les
principaux facteurs influencant I’efficacité des réactions photocatalytiques sont présentés. En co-
hérence avec 1'objet de ce travail, les études mettant en ceuvre des particules photocatalytiques
d’oxyde de titane sont plus particulierement détaillées. L’application du processus pour l'inhi-
bition de la prolifération des micro-organismes est également traité, en incluant une description

des principaux mécanismes mis en jeu.

La troisieme et derniere partie se concentre sur le deuxieme type de solution envisagée :
I'utilisation de molécules d’ester de glycérol bio-sourcées comme agent de surface. Cette partie
regroupe une description générale des monoglycérides et un point bibliographique sur 'activité

antimicrobienne des acides gras et de leurs esters et sur leurs mécanismes d’action.
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Chapitre 1. Etude Bibliographique

1.2 Prolifération microbienne sur matériaux de construction a

I’intérieur des batiments

1.2.1 Généralités sur les micro-organismes
1.2.1.1 Classification

Vers la fin des années 70, les recherches de Carl Woese et Georges Fox sur ARN riboso-
mique ont permis de déterminer que tous les organismes vivants pouvaient étre classifiés en trois

domaines : les Archaea, les Bacteria et les Eucarya, représentés sur la figure 1.1.

Bacteria Archaea Eucarya
Crenarchaeota | Euryarchaeota Ciliates
Green nonsulfur bacteria | ) Green plants
- . 12 Animals Funai
Gram-positive bacteria Thermoproteus 11 9
10 13 Flagellates

Proteobacteria

9 . -
Pyrodictium Microsporidia

Cyanobacteria

|
|
|
|
|
|
Flavobacteria |
Thermotogales

9 -Thermococcales

10 - Methanococcales
11 - Methanobacteriales
12 - Methanomicrobiales
13 - Extreme halophiles

Figure 1.1 — Arbre phylogénétique universel, adapté de Woese et al. (1990).

L’utilisation de la taxonomie permet de décrire et classer les organismes vivants afin de les
comparer les uns aux autres. Il s’agit de les placer dans des niveaux taxonomiques hiérarchisés.
Les organismes de chaque taxon partagent des caracteres spécifiques et cette hiérarchisation
non chevauchante permet d’inclure ces caractéres et un nouvel ensemble de caracteres plus res-
trictifs. Il est ainsi possible de nommer différents organismes sans avoir recourt a une description
précise de ’ensemble de leurs caractéres. Le tableau 1.1 présente une partie de la classification

hiérarchique des étre vivants, rapportée a ’espece bactérienne Escherichia coli.

Rang Exemple
Domaine (Regne) Bacteria

Phylum (Division) Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece FEscherichia coli

Tableau 1.1 — Classification taxonomique et exemple de noms. Le domaine et la division sont
également visibles sur la figure 1.1 précédente.
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Chapitre 1. Etude Bibliographique

1.2.1.2 Bacteria - Les Bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes procaryotes ', généralement unicellulaires et & paroi
rigide, capables de croitre et se multiplier par scissiparité aux dépens de substances nutritives.
Les bactéries sont abondantes dans le sol, l’'eau et l'air. On les retrouve également dans le
corps des organismes vivants. L’architecture d’une cellule bactérienne, mise en exergue suite a
la découverte et au développement du microscope électronique dans les années 30, est présentée

sur la figure 1.3.

Les bactéries se meuvent généralement grace a des flagelles (1 & 3 selon les especes) et leurs
dimensions varient considérablement selon les especes. En effet, si la taille moyenne des bactéries
est comprise entre 1 pm et 5 pm, les plus petites especes mesurent 0,1 pm, quand les plus grosses
peuvent atteindre 500 pm. Ainsi, les plus petites ont une taille inférieure a celle de gros virus et

les plus grandes peuvent atteindre la taille d’une algue.

Par ailleurs, les bactéries peuvent prendre différentes formes caractéristiques, les trois prin-
cipales étant : les formes sphériques (cocci), les formes cylindriques ou en béatonnets (bacilles,
vibrions) et les formes spiralées (spirilles, grandes bactéries), shématisées sur la figure 1.2. Les
bactéries peuvent se regrouper entre elles de différentes fagons. On retrouve ainsi des arrange-
ments par paires (diplocoque, diplobacille, etc.), en amas ou “grappe de raisin” (staphylocoque)

et en chainette (streptocoque).

0O
O

Bacilles Cocci Spirilles

Figure 1.2 — Représentations schématiques des trois formes principales des bactéries.

Les bactéries disposent d’un complexe de membranes, de parois et macromolécules associées
qui présentent des fonctions et structures diverses, leur permettant de s’adapter aux conditions
plus ou moins hostiles de leur environnement. De part l'infinité des environnements existants
sur notre planéte, on retrouve en conséquence une infinité de types d’enveloppes bactériennes. I1
est important de différencier deux composants de la structure cellulaire : la membrane cytoplas-
mique, élément commun et nécessaire régissant les processus métaboliques essentiels (respiration,
photosynthese, etc.) et la paroi, située immédiatement a l'extérieur de la membrane cytoplas-

mique, plus rigide et ayant un role protecteur contre les agressions : agents pathogenes, gradients

1. Les organismes procaryotes sont des étres vivants caractérisés par ’absence de noyau et d’organites (le plus
souvent).
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Membrane )
cytoplasmique Paroi Capsule

l

Pili sexuel

—_——————

&

ADN - acide

désoxyribonucléique - Ribosomes
chromosomique

(noyau bactérien) 337

ADN plasmidique

Fimbriae

Flagelle

Figure 1.3 — Schéma d’une cellule procaryote, adapté de Leclerc et al. (1995)

de concentration de soluté entre l'intérieur de la cellule et son environnement... Sur la base des
travaux développés par Christian Gram en 1884, on peut séparer les bactéries en deux groupes
distincts, différentiables par la couleur prise par les cellules apres réalisation de la coloration de
Gram : les bactéries a Gram positif colorées en violet et les bactéries a Gram négatif colorées

€Il rouge ou rose.

La figure 1.4 présente deux schémas correspondant aux deux types d’enveloppes bactériennes.
Les parois des bactéries & Gram positif sont simplement formées d’une épaisse couche de pepti-
doglycane (polymere de dérivés glucidiques et d’acides aminés) de 20 & 80 nm d’épaisseur tandis
que les parois des bactéries & Gram négatif sont plus complexes et contiennent une fine couche
de peptidoglycane (2 & 7 nm), dans un espace périplasmique variable selon les espéces (pouvant
aller jusqu’a 75 nm) et une membrane externe (7 & 8 nm) composée entre autre de nombreux
lipopolysaccharides (LPS). En microbiologie, on désigne généralement par le terme d’enveloppe
cellulaire ou paroi cellulaire (cell wall) I’ensemble des structures situées a l'extérieur de la
membrane plasmique.

D’autres structures existent, notamment chez les mycobactéries et les mycoplasmes (sans
paroi).

La couche de peptidoglycane confere a la cellule sa rigidité, lui permettant de maintenir sa
forme et sa pression interne. On considere généralement que cette couche joue un role majeur
dans la protection des cellules vis-a-vis des agressions extérieures méme s’il s’agit d’une couche
trés poreuse, permettant de laisser passer des particules de 2 nm (Demchick et Koch, 1996).
Notons que cette couche de peptidoglycanes constitue pres de 90% de la paroi cellulaire des

bactéries a Gram positif et seulement 10% de la paroi des bactéries & Gram négatif.
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Acides lipotéchoiques

Acides ]
téchoiques Membrane
B I externe
Peptidoglycanes -| - Espace
— |_périplasmique
Espace L et peptidoglycanes
périplasmique L 3
Membrane | | Membrane
cytoplasmique cytoplasmique

Phospholipides

(a) (b)

Figure 1.4 — Schéma d’enveloppes bactériennes : (a) Gram +, (b) Gram -, adapté de Prescott et al.
(2010, chap. 3, p.57)

1.2.1.3 Fungi

Les Fungi, également appelé Mycetes, constituent un taxon qui regroupe les organismes ap-
pelés plus communément champignons. Il s’agit d’organismes uni- ou pluricellulaires eucaryotes,
c’est a dire pourvus de véritables noyaux, dont un exemple est visible sur la figure 1.5. Leur
paroi contient de la cellulose et de la chitine et ils sont dépourvus de chlorophylle et de mobi-
lité. La reproduction des champignons peut étre sexuée ou asexuée et se fait par la production
de spores, qui présentent généralement des caractéristiques de résistance remarquables. Les or-
ganismes fongiques sont généralement constitués de cellules végétatives allongées et cloisonnées
appelées hyphes. Plusieurs hyphes peuvent s’associer pour former une structure filamentaire plus
épaisse : le mycélium, qui possede un grand pouvoir de pénétration et de dissémination dans le

substrat colonisé.

Paroi
Membrane

cytoplasmique

ADN

Membrane
nucléaire

Noyau

Organites cellulaires
(mitochondries,
appareil de golgi, ...)

Figure 1.5 — Schéma morphologique d’une cellule eucaryote
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1.2.1.4 Nutrition et croissance microbienne

D’un point de vue nutritif, les cellules microbiennes peuvent étre classées selon leur besoin
en carbone, en énergie et en électrons (Tableau 1.2). De méme, une dizaine d’éléments chimiques
(C, O, H, N, S, P, Mg, K, Ca, Fe) leur sont nécessaires.

Plusieurs facteurs environnementaux ont une influence sur la croissance des micro-organismes

et peuvent I’entraver, I'inhiber ou la favoriser :

— la température : elle a une forte influence sur la multiplication microbienne et le méta-
bolisme ; chaque micro-organismes présente une plage de température optimales pour sa
viabilité et sa croissance (thermophile, mésophile, ...)

— le pH : le développement des moisissures et levures peut se réaliser dans les environnements
acides (autour de 3-6) tandis que celui des bactéries est favorisé dans les milieux neutres
a légérement alcalins (autour de 7-7,5). Toutefois, ces gammes de pH sont relativement
plus larges selon les organismes (de nombreuses bactéries sont capables de se développer
dans des environnement extrémes, trés acides ou tres alcalins). On parle d’organismes
acidophiles ou basophiles ;

— l'oxygéne moléculaire : c’est également un facteur prépondérant dans la classification
des bactéries et permettant d’appréhender différents groupes : les aérobies stricts qui ont
besoin d’oxygene libre pour pouvoir se développer, les anaérobies stricts ne tolérant pas
l'oxygene libre, les aéro-anaérobies ou anaérobies facultatives pouvant se multiplier avec
ou sans oxygene libre et les micro-aérophiles qui ne peuvent croitre qu’en présence d’une
faible tension d’oxygene ;

— Pactivité de ’eau, a,, indiquant la disponibilité en eau d’un milieu (solide ou liquide)
pour des réactions chimiques ou un développement microbien. L’activité de I’eau se définie,
a I’équilibre hydrique, comme le rapport entre la pression de vapeur d’eau sur la pression de
vapeur saturante a la méme température. Pour les matériaux, elle correspond a ’humidité
relative a I’équilibre. Les micro-organismes se développent préférentiellement lorsque les
valeurs de a,, sont élevées et voisines de 1. Dans les aliments ou les matériaux, la valeur
limite de a,, permettant le développement des micro-organismes est généralement estimée
autour de 0,60 (Prescott et al., 2010).

1.2.1.5 Biofilms

Depuis les années 40, les chercheurs ont remarqué que les micro-organismes étaient plus
souvent retrouvés fixés sur des substrats (organismes sessiles) que flottant librement en milieux
aqueux (organismes planctoniques) (Prescott et al., 2010). En effet, sous certaines conditions
environnementales, la majorité des communautés microbiennes se développe au sein d’une struc-
ture tridimensionnelle complexe dans laquelle les cellules adhérentes sont enveloppées dans une
matrice extracellulaire polymérique (Extracellular Polymeric Substance - EPS). L’ensemble de
cette organisation, généralement appelée biofilm, fournit aux micro-organismes une résistance
particuliere vis-a-vis des agressions physiques et chimiques telles qu'un traitement désinfectant
ou un changement brutal des conditions environnantes (Costerton et al., 1994; Davies et al.,
1998; Prescott et al., 2010).

22



Chapitre 1. Etude Bibliographique

. Types
Besoins ...
nutritionnels

Source de carbone
CO,4 Autotrophes
Composés organiques Hétérotrophes

Source d’énergie

Lumineuse Phototrophes

Chimique Chimiotrophes
Source d’électrons

Minéral Lithotrophes

Organique Organotrophes
Facteurs de croissance

Non exigeant Prototrophes

Exigeant Auxotrophes

Tableau 1.2 — Tableau synthétique des différents types nutritionnels (Leclerc et al., 1995; Prescott
et al., 2010)

Les biofilms sont un moyen de colonisation extrémement répandu, pouvant se former sur

n’importe quelle surface.

Le cycle de formation d’'un biofilm est un phénomeéne relativement complexe, incluant de
nombreuses étapes, du pré-conditionnement du substrat par les molécules ambiantes jusqu’au
détachement des organismes (Montana State University, 2015; Prescott et al., 2010). On peut
cependant le schématiser en 3 étapes principales, représentées sur la figure 1.6 : (i) adhésion
au support, (ii) la maturation du biofilm, correspondant a la sécrétion de polysaccharides, de
protéines, d’ADN et d’autres polymeres et a la multiplication cellulaire, et (iii) le détachement

cellulaire, permettant la contamination de nouvelles surfaces.

Figure 1.6 — Schéma de formation d’un biofilm (Montana State University, 2015)
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1.2.2 Contamination microbienne a l’intérieur des batiments

Cette partie concerne la problématique de contamination et de prolifération des micro-
organismes dans ’environnement intérieur. Elle cible plus particulierement les matériaux de

construction.

1.2.2.1 Pollution de I’air intérieur

La pollution de I’air intérieur est un probleme de santé publique grave et une cause majeure
de morbidité? et mortalité dans le monde entier (4,3 millions de morts chaque année). En
Europe, le poids total des maladies dues & ’air intérieur est d’environ 2 millions ’EVCI? par
an (EnVIE, 2009). En 2006, ’Organisation Mondiale de la Santé (Bureau régional pour ’Europe)
lancait I’élaboration de lignes directrices pour ’amélioration de la qualité de l'air intérieur et
présentait les 3 types de pollution intérieure les plus significatives en termes de risques pour la
santé publique (WHO, 2006) :

— les polluants biologiques (humidité et moisissures) (WHO, 2009),

— les polluants chimiques (produits sélectionnés) (WHO, 2010),

— les polluants issus de la consommation de combustibles intérieurs (WHO, 2014).

La présence de populations microbiennes dans les environnements intérieurs humides est
I'une des principales causes de la dégradation de l'air intérieur et contribue fortement au Syn-
drome du Batiment Malsain (Sick Building Syndrome - SBS) ainsi qu’aux maladies reliées au
batiment (Building Related Iliness - BRI) (Cooley et al., 1998; Li et al., 1997). Ces deux notions
sont apparues depuis quelques années déja dans le domaine de la santé environnementale. Le
syndrome du batiment malsain regroupe une combinaison de symptomes tels que maux de téte,
fatigue chronique, irritation des yeux, difficultés respiratoires, etc. qui affectent les occupants
d’un batiment et qui sont susceptibles d’étre causés par les polluants de l'air intérieur. Ces
symptomes ont tendance a disparaitre lorsque les personnes touchées quittent le batiment. Les
maladies reliées au batiment sont désignées sous le sigle BRI en anglais mais n’ont pas d’équi-
valent francais. Il s’agit d’un terme qui s’applique aux maladies cliniquement diagnostiquées ou
aux effets néfastes sur la santé (maladie du légionnaire, réactions allergiques) pour lesquelles un
lien de causalité est bien défini entre les polluants de I’air intérieur d’un batiment spécifique et

les troubles de la santé qui résultent d’une exposition (Seltzer, 1994).

En Europe du nord et en Amérique du nord, on estime entre 20 et 40% la prévalence* de
moisissures dans les batiments (CSHPF, 2006). Plusieurs centaines d’espéces bactériennes et
fongiques on déja été identifiées et une trentaine de genres sont retrouvés régulierement en mi-
lieu intérieur (CSHPF, 2006; Gutarowska et Zakowska, 2002; Méheust, 2012; Nolard et Beguin,
2003). On retrouve principalement des champignons tels que Cladosporium sphaerospermum,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Alternaria alternata, Sta-

chybotrys chartarum et des bactéries a Gram négatif ainsi que des mycobactéries a I'intérieur

2. Le taux de morbidité correspond au nombre d’individus atteints par une maladie dans une population
donnée et pendant une période déterminée.

3. Espérance de Vie Corrigée de I'Incapacité.

4. La prévalence est ici un terme statistique qui exprime le nombre de fois qu’un événement a été observé dans
un milieux déterminé, & un moment donné ou pendant une certaine période.
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d’habitations et autres batiments. Certaines de ces espeéces font partie des espéces pathogenes
potentiellement dangereuses listées par le Conseil Supérieur de I’'Hygiéne Publique de France
et I’Association Santé Environnement France (ASEF, Mars 2012; CSHPF, 2006; Reboux et al.,
2010). Selon Mendell et al. (2011), méme si aucune relation causale de ’humidité et des moisis-
sures sur des troubles de la santé des occupants n’a pu étre démontrée a ce jour, leur association
avec plusieurs problémes de santé a bien été mise en évidence (Fung et Hughson, 2003; Mendell
et al., 2011). Certaines de ces maladies sont par ailleurs déja répertoriées par I'organisation

américaine Institute of Medicine.

Les micro-organismes sont capables de produire des contaminants aéroportés tels que des
spores, des allergénes, des toxines, entre autres métabolites qui contribuent a la dégradation de
la qualité de l'air intérieur et peuvent entrainer de sérieux risques pour la santé des occupants
(Andersson et al., 1997; Bellanger et al., 2009; Dillon et al., 1999; Nielsen et al., 2004; Samson
et al., 1994; Santucci et al., 2007; Spengler et Chen, 2000; Torvinen et al., 2006; Tuomi et al.,
2000). Une exposition fréquente & ces contaminants, par inhalation ou, dans une moindre mesure
par contact ou ingestion, peut conduire a de nombreux troubles de la santé tels que des effets
irritatifs et toxiques, des infections superficielles, systémiques, des allergies et d’autres probléemes
respiratoires et cutanés (ASEF, Mars 2012; Flannigan et al., 2001; Parat et al., 1995; Williamson
et al., 1997). L’impact économique et social qui en résulte est considérable (Gutarowska et
Piotrowska, 2007; Mudarri et Fisk, 2007; Peat et al., 1998; Peltola et al., 2001). Aux Etats-Unis
par exemple, Mudarri et Fisk (2007) ont estimé que plus de 4,5 millions de cas d’asthme étaient
dus a une exposition a I’humidité et aux moisissures, conduisant a un cotlit annuel d’environ
3,5 milliards de dollars. En Pologne, il s’agit de plus de 8 millions de personnes qui sont exposées

a des mycotoxines et des allergenes (Gutarowska, 2001).

Selon Squinazi (2002), la présence de micro-organismes dans ’air intérieur a quatre origines
principales :

— "'Homme, par ’émission de gouttelettes salivaires et nasales et de squames cutanés;

— la dissémination atmosphérique de micro-gouttelettes provenant notamment de réservoirs

d’eau contaminés (douches, nébulisateurs, etc.) ;
b b )

les poussieres mises en suspension dans I’air, induites par ’activité dans les batiments;
— les surfaces humides, qui deviennent des lieux de prolifération microbienne important, une
fois contaminées par I'ouverture des locaux ou par tout contact avec une source porteuse

de micro-organismes (humain, animal, vétements, poussiéres, etc.).

Les matériaux de construction peuvent aisément devenir des lieux de prolifération micro-
bienne, notamment lorsqu’ils sont soumis & des conditions humides récurrentes ou a des évene-

ments mouillants accidentels et contribuer ainsi a la dégradation de la qualité de Dair intérieur.

1.2.2.2 Contamination de surfaces vs. contamination aérienne

Depuis plusieurs années, de nombreuses études ont été consacrées a 1’évaluation directe de
la pollution de 'air par prélevements aériens afin d’estimer les risques pour la santé des usa-
gers (Goérny, 2004; Gutarowska et Piotrowska, 2007; Pasanen, 2001; Portnoy et al., 2004). Le

degré d’exposition a ces contaminants microbiens et les risques associés sont liés & une large
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gamme de parametres, tels que les genres/especes de micro-organismes (qui déterminent une
partie des contaminants), le mode d’exposition (inhalation, contact avec la peau, les yeux, in-
gestion) et les conditions environnementales (convection, température, etc.), la superficie totale
de la croissance microbienne, 'aérosolisation des contaminants, etc. (Doll, 2002). De nombreux
auteurs ont suggéré que les prélevements aériens seuls ne suffisaient pas a décrire la totalité
de la flore microbienne présente a l'intérieur des batiments, en particulier dans les batiments
endommagés par l'eau (Andersen et al., 2011; Lappalainen et al., 2001; Raw et al., 1999). 11 a
notamment été montré que l'identification des micro-organismes issus de prélévements directs
sur matériaux de construction permettait de fournir des informations pertinentes sur les sources
potentielles de contaminants microbiens aéroportés (Madsen et al., 2005; Raw et al., 1999). En
outre, les especes produisant des spores mucilagineuses qui restent préférentiellement attachées
a des substrats nécessitent 'utilisation de méthodes d’échantillonnage de surface, afin de dresser
un inventaire de la biodiversité microbienne le plus complet possible (Raw et al., 1999).

Bien que les communautés microbiennes sur les surfaces ne soient pas directement corré-
lées aux problemes de santé des occupants, le Conseil Supérieur d’Hygiene Publique de France
recommande 1’échantillonnage direct sur matériaux de construction en plus des prélévements
aériens, afin d’évaluer au mieux la prolifération microbienne & l’'intérieur des batiments et les
risques associés (CSHPF, 2006).

L’étude des micro-organismes qui proliferent a la surface des matériaux de construction
est donc indispensable. Cependant, les techniques de prélevement et d’analyse disponibles sont
nombreuses, tres diverses, et elles ont un impact les résultats observés. La partie suivante fait le

point sur ces méthodes.

1.2.3 Meéthodes de caractérisation de la prolifération microbienne sur maté-
riaux de construction

L’objectif de cette partie est de présenter les différentes méthodes d’échantillonnage et d’ana-
lyse de la littérature utilisées pour I’évaluation de la prolifération microbienne sur matériaux
de construction. De nombreuses techniques sont disponibles mais il n’y a pas vraiment de pro-
tocole d’essai spécifique standardisé, ni de recommandation particuliere pour les matériaux de
construction ce qui explique la grande variété des méthodes employées et potentiellement les
écarts parfois observés dans les résultats. Concernant le prélevement et I’analyse d’échantillons,
seules les études concernant les matériaux de construction sont reportées ici. Pour le préleve-
ment, les méthodes utilisées in situ et en conditions expérimentales en laboratoire sont décrites.
Certaines études comparatives de 'efficacité des méthodes de prélevement sont également rap-

portées.

1.2.3.1 Méthodes de prélévement

S’il existe de nombreuses méthodes de prélevement de populations microbiennes sur sur-
face solide, telles que I’écouvillonnage, le prélevement par adhésif ou par gélose de contact, le
processus de collecte in situ sur matériaux de construction ne fait pas l'objet de procédure
standardisée. En outre, bien que plusieurs de ces méthodes aient été testées afin d’évaluer leur

rendement de collecte sur matériaux inertes et non poreux (verre, acier, plastique, etc.), peu
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d’études se focalisent sur les matériaux de construction plus poreux et rugueux comme le bé-
ton, les enduits, les mortiers, les plaques de platre. Au regard de ces problématiques, le groupe
de travail "Moisissures dans I'habitat” du Conseil Supérieur de ’'Hygiéne Publique de France
a établi un consensus sur la méthodologie des prélevements et préconise 'utilisation, lors d’in-
vestigations microbiologiques sur les surfaces de ’environnement intérieur, d’au moins deux des
techniques d’échantillonnage suivantes : écouvillon, échantillonnage en vrac, adhésif, impression
(gélose contact) (CSHPF, 2006).

La Figure 1.7 montre la fréquence d’utilisation dans la littérature des différentes techniques

retrouvées dans des études menées sur matériaux de construction (pour 33 études considérées).

Méthodes Réf.
Autres Ecouvillon (20; 21; 38; 41; 67; 82; 155;
Impression 5% Ecouvillon 181; 238; 255)
13% 22% Vrac (12; 37; 38; 82; 109; 115; 119;
122; 128; 155; 205-207; 224;
Adhésif 226; 228; 242; 274; 281; 282)
18% Adhésif (12; 35; 75; 109; 203; 255; 297;
306)
2% Envrac Impression (105 20; 34; 109; 203; 255)
Carré de moquette  (267)
Filtre & vide (37)

Figure 1.7 — Méthodes d’échantillonnage utilisées dans les études sur matériaux de construction.
Pourcentage sur 33 études.

1.2.3.1.1 Ecouvillonnage : L’écouvillonnage consiste & frotter une surface contaminée i
I’aide d’une tige a "brosse" cylindrique. Il s’agit d’une méthode relativement peu cotiteuse et
applicable en toutes circonstances. L’écouvillon est généralement choisi lorsque les techniques
adhésives ou d’impression (géloses contact) ne peuvent étre utilisées du fait d’un acces difficile a
la surface (Beguin et Nolard, 1994; Santucci et al., 2007). Cette méthode est adoptée dans diffé-
rents études (Bellanger et al., 2009; De Muynck et al., 2010; Ellringer et al., 2000; Lappalainen
et al., 2001; Reboux et al., 2009), généralement pour réaliser des prélevements dans les angles
de murs ou sous les seuils de fenétres. Plusieurs auteurs font état de I'influence de nombreux
facteurs sur l'efficacité du prélevement, tels que la manipulation de 'opérateur (CSHPF, 2006),
le type d’écouvillon utilisé (coton, mousse, viscosine, polyester, nylon) et s’il est humidifié ou
non (Edmonds et al., 2008; Edmonds, 2009; Méheust, 2012; Rose et al., 2004).

En outre, une étude de Buttner et al. (2007) met en avant I'influence majeure du type de
matériaux sur lefficacité du prélevement. Les auteurs comparent les rendements de collectes par
écouvillon et par éponge sur différents matériaux apres inoculation artificielle. La quantification
des micro-organismes est réalisée par PCR® et le rendement est obtenu en divisant le nombre
de cellules bactériennes prélevées sur matériaux par le nombre de cellules préalablement inocu-
lées. Les auteurs expliquent que les efficacités ainsi estimées sont affectées par la technique de
prélevement elle-méme et par la surface du matériau support. En effet, les valeurs de rendement

les plus élevées sont trouvées sur matériaux lisses, non rugueux et/ou non-poreux : 52 % et

5. Voir partie 1.2.3.2 sur les différentes méthodes d’analyse
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47 % pour le verre et 29 % et 11 % pour le bois laminé, en utilisant 1’écouvillon et 1’éponge
respectivement. En comparaison, les rendements trouvés sur béton sont seulement de 0,8 % et
0,7 %.

1.2.3.1.2 Echantillonnage en vrac : L’échantillonnage en vrac est une méthode de préle-
vement destructive consistant a gratter, racler ou carotter une petite quantité de matériau, de
lordre du gramme (0,3 - 5 g), directement & partir de surfaces & analyser. C’est la méthode de
préléevement la plus utilisée pour I’évaluation de la contamination de surface (Figure 1.7). L’iso-
lement des micro-organismes prélevés par échantillonnage en vrac peut étre effectué de deux
maniéres : (i) mise en culture directe de I’échantillon prélevé ou (ii) mise en culture d’une sus-
pension obtenue par dilutions successives (Miller, 2001). Dans le deuxiéme cas, I’échantillon est
d’abord plongé dans un liquide physiologique ou rincé a 'aide de solutions de récupération sui-
vant divers protocoles afin d’en extraire les micro-organismes ; des étapes de dilution sont alors
possibles avant ensemencement. Si I'isolement n’est pas requis, I’échantillon peut également étre
analysé par une autre méthode (chimique ou moléculaire) ou directement observé au microscope
(Andersson et al., 1997).

1.2.3.1.3 Méthodes adhésives : Ces méthodes reposent sur le principe de 'application
d’un adhésif sur la surface a échantillonner, de préférence plane et non humide. Il est alors
possible de mettre en culture les micro-organismes adhérents, en appliquant I'adhésif sur un
milieu gélosé (Gravesen et al., 1998; Nielsen et al., 1998; Wiktor et al., 2009) ou bien de les
observer directement au microscope afin de les identifier ou les dénombrer (Andersson et al.,
1997; Boutin-Forzano et al., 2004; Doll, 2002; IEA, 1991; Santucci et al., 2007; Yamaguchi et al.,
2002).

1.2.3.1.4 Méthode d’impression (gélose contact) : Dans ce cas, un milieu de culture
est directement appliqué contre la surface a prélever pendant une période suffisante pour per-
mettre le transfert des micro-organismes. Les plaques d’impression sont ensuite protégées des
contaminations aériennes par un couvercle et incubées (Andersen et al., 2011; Beguin et Nolard,
1994; Bouillard et al., 2005; Gravesen et al., 1998; Nielsen et al., 1998; Santucci et al., 2007).
Certains travaux ont montré que le pouvoir de transfert varie en fonction de divers parametres,
notamment du temps et de la pression exercée lors du contact (CSHPF, 2006; Santucci et al.,
2007). Afin d’éviter ces écueils, les applicateurs retrouvés de nos jours dans le commerce sont

généralement standardisés pour un temps et une pression définis.

1.2.3.1.5 Autres méthodes : Dans leurs travaux, Shirakawa et al. (2003) utilisent la mé-
thode de prélevement du carré de moquette, issue des travaux de Mariat et Adan-Campos (1967)
dans lesquels il s’agit de frotter un carré de laine stérilisé contre la surface & examiner. Cette
technique est généralement utilisée en médecine, pour le prélevement de fungi dans le cas de
mycoses. L’ensemencement se fait en appliquant le carré de moquette directement sur un milieu
gélosé.

Une autre étude, de Brown et al. (2007), évalue l'efficacité d’une méthode de prélévement par

aspiration de spores de Bacillus atrophaeus. La surface contaminée est aspirée au moyen d’une
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pompe a vide et les spores sont retenues sur un filtre & air HEPA. L’évaluation de D'efficacité est
basée sur le quotient du nombre d’'UFCS récupérées par cette méthode sur le nombre d’'UFC
récupérées directement sur un échantillon témoin en acier inoxydable (plongé dans un liquide
physiologique). Les résultats obtenus montrent des efficacités entre 19 % et 29 % sur de l'acier
inoxydable, des panneaux muraux peints, de la moquette et du béton. Les auteurs précisent que
ces différences d’efficacité entre matériaux ne sont pas statistiquement significatives. La méthode
n’apparait pas aussi efficace que ’écouvillonnage sur surface non poreuse, cependant, elle semble
permettre une meilleure récupération a partir des surfaces poreuses et permet d’échantillonner
de bien plus grandes surfaces. Les auteurs soulignent les limites de détection calculées entre 105

et 160 UFC pour 100 cm? échantillonnés pour ces matériaux.

Certains auteurs insistent sur la nécessité de standardiser les protocoles de prélevement des
micro-organismes sur matériaux de construction (Bellanger et al., 2009; Brown et al., 2007;
CSHPF, 2006; Hyvérinen et al., 2002; Santucci et al., 2007). En effet, les résultats obtenus
sont dépendants des étapes durant le préléevement, rendant les résultats des différentes études
difficilement comparables et expliquant sans doute la difficulté d’interprétation par rapport aux
risques sanitaires.

La littérature ne montre que peu d’études comparatives des différentes méthodes de préle-
vement sur matériaux de construction et peu de travaux sur l'influence du type de surface sur
Iefficacité du prélevement. De méme, I'influence de I'espece, du stade d’adhésion et du processus
de formation de biofilm des micro-organismes sur le rendement de collecte n’a également été que

peu étudié.

1.2.3.2 Meéthodes d’analyses

Qu’il s’agisse de quantifier ou d’identifier les espéces présentes sur un échantillon, les diffé-
rentes méthodes d’analyse microbiologique existantes sont relativement nombreuses et variées.
Ainsi, le choix d’une technique préférentiellement a une autre dépend généralement du temps et
du cotit de réalisation, mais aussi de I’'objectif de I’étude. La partie suivante présente une descrip-
tion des principaux types de méthodes d’analyse que 1’on retrouve dans la littérature traitant de
la prolifération microbienne sur matériaux de construction. Sont considérés : les méthodes par

culture, les méthodes par observation, les méthodes chimiques et les méthodes moléculaires.

1.2.3.2.1 Meéthodes par culture : La culture de micro-organismes peut étre réalisée en
amont de toute technique d’analyse permettant I’évaluation quantitative et/ou qualitative de
micro-organismes sur des surfaces. La réalisation d’une culture n’est pas obligatoire : elle dépend
du choix de I'expérimentateur et de I’objectif de ’étude. Toujours est-il que la nature du milieu
a un impact majeur sur la croissance des micro-organismes. Certains milieux, selon leur nature
chimique, peuvent étre utilisés pour isoler des espeéces en favorisant leur développement au
détriment d’autres groupes de micro-organismes (on parle alors de milieu sélectif). Samson et al.
(1994) ont publié des recommandations sur le choix du type de milieu en fonction de I’analyse

a réaliser et des micro-organismes a étudier.

6. Unité Formant Colonie
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De maniére générale, les méthodes par culture sont largement utilisées et recommandées
par différentes normes. Du point de vue quantitatif, il est possible d’évaluer, aprés un temps
d’incubation défini, le nombre d’Unité Formant Colonie (UFC) qui se sont développées sur un
milieu gélosé. Ce nombre est alors assimilé au nombre de cellules microbiennes initialement
présentes sur ’échantillon et peut étre rapporté a une masse, un volume ou encore une surface
donnée. Bien que les méthodes directes d’identification et de dénombrement apres culture soient

assez simples a mettre en ceuvre, elles sont dans la plupart des cas relativement chronophages.

Depuis quelques années, I’ensemble de la littérature s’accorde a dire que 'utilisation exclu-
sive de méthodes d’analyse basées sur la culture de micro-organismes n’est pas suffisante pour
caractériser au mieux la contamination d’un échantillon, car elle se heurte a de nombreux biais.
En effet, les méthodes basées sur une culture sont généralement plus sensibles & la qualité du
prélevement effectué que les techniques d’analyse directe (Reboux et al., 2009); d’autre part,
elles ne rendent compte que d’une fraction des micro-organismes présents dans I’échantillon ini-
tial (CSHPF, 2006; Fox et Rosario, 1994; Lawton et al., 1998; Miller et al., 1988; Pasanen et al.,
1997; Perfil "ev et al., 1969; Rylander, 1998; Santucci et al., 2007; Saraf et al., 1997; White et al.,
1977). Elles ne permettent pas, par exemple, de détecter les microorganismes & croissance tres
lente ou viables non cultivables (Allion, 2004; Besnard, 2002; Gutarowska et Piotrowska, 2007;
Hyvérinen et al., 2002; Santucci et al., 2007) ; elles ne rendent compte que des formes actives,
toujours capables de croitre sur les milieux disponibles mais pas des formes inactives mais en-
core viables ou actives mais non cultivables. Par ailleurs, du fait d’'une grande variation dans
les besoins nutritifs et environnementaux d’une population microbienne a 'autre, la réalisation
de plusieurs cultures distinctes s’avere généralement nécessaire pour isoler des micro-organismes

(avant identification par exemple) et entraine donc une charge de travail plus conséquente.

Une campagne de prélevements de Santucci et al. (2007) montre que les profils fongiques re-
trouvés apres une mise en culture a la suite d’un prélevement par écouvillon ou impression sont
différents de ceux retrouvés par observation directe apres un prélevement a ’adhésif. L’identifica-
tion des genres apres une culture permet de retrouver 87 % des profils identifiés par observation
directe. En revanche, ’observation directe ne permet de retrouver que 42 % des genres identifiés

apres une culture.

Sur le plan quantitatif, les écueils des méthodes par culture correspondent généralement
a une sous-estimation de la population et surtout des ratios entre especes. Du point de vue
qualitatif, les avantages résident dans les possibilités d’isolement, d’identification des souches

par observation visuelle, et surtout de conservation pour une étude secondaire.

1.2.3.2.2 Méthodes d’observation : Les méthodes d’observation,macro ou microscopique,
permettent d’estimer quantitativement des populations microbiennes par dénombrement direct
(cellules, propagules fongiques ”, etc.) par coloration plus ou moins spécifique ou par marquage
fluorescent suivi d’analyses d’images (Figure 1.8). L’identification fongique est possible jusqu’au
niveau du genre ou de 'espece (cf tableau 1.1, p. 18) par reconnaissance de caractéres morpholo-

giques typiques. De maniere générale, une telle expertise nécessite du personnel qualifié (CSHPF,

7. Organe de dissémination et de reproduction (hors fruits et individus issus de la reproduction sexuée).
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2006; Santucci et al., 2007). Les travaux de Samson et al. (2004) et Flannigan et al. (2001) sont
souvent cités pour les descriptions détaillées d’especes fongiques, visibles sur la figure 1.9, et leur
identification par observation.

Du fait de morphologies assez peu diversifiées, il est tres rare de réaliser I'identification de
cellules bactériennes par observation. Il est toutefois possible de classer des individus selon la
morphologie (Bacilles, cocci, ...) et la coloration de Gram (vu précédemment), mais 'identifi-
cation au niveau du genre ou d’une espéce n’est généralement réalisée qu’au moyen d’analyses

biochimiques (par galeries) ou moléculaires.

Figure 1.8 — Observation au microscope & épifluorescence (x40) de Listeria monocytogenes 10357 (A :
cellule en phase stationnaire de croissance ; B : Témoin de désinfection; C : Test de désinfection).
DAPI : coloration de toutes les cellules, SYTOX : coloration des cellules mortes. (Allion, 2004).

(a) (b)

Figure 1.9 — Illustration de la morphologie typique des genres Aspergillus (a) et Cladosporium (b)
(Samson et al., 2004).

Les méthodes d’observation directe basées sur 'utilisation de microscopes et de différents
marqueurs peuvent rendre compte de la totalité de la flore adhérente a une surface ou récupérée,
qu’il s’agisse de cellules cultivables, non cultivables, viables ou mortes.

La microscopie optique (a fond blanc, noir, a contraste de phase et & fluorescence) par
exemple, permet de dénombrer ou de détecter les cellules microbiennes sur un substrat jusqu’a

une résolution de 0,2 pm environ (Prescott et al., 2010). On peut en outre y associer 'utilisation
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d’hématimetres, tels que la cellule de Malassez et la cellule de Neubauer, souvent utilisés par
les microbiologistes. Ces cellules consistent en une lame de verre quadrillée en chambres de
numération. Apreés dépdt d’une suspension et sédimentation des micro-organismes, il s’agit de
compter directement le nombre de cellules dans chaque chambre, relativement au volume ou
a la surface, afin d’estimer la concentration initiale de la suspension (Murtoniemi et al., 2003;
Pasanen et al., 2000; Wiktor et al., 2009).

Ces dernieres années, des études en microbiologie se servent de microscopes a épifluores-
cence. Leur principe repose sur ’excitation par ultraviolets d’un composé fluorochrome fixé aux
microorganismes. Cette technique quantitative et qualitative présente I'avantage d’étre rapide
et de donner une bonne estimation de la biomasse adhérente a un substrat (Allion, 2004), de la
densité de spores en suspension (Murtoniemi et al., 2003). Elle permet également la différentia-
tion par l'utilisation de marqueurs spécifiques. Son utilisation peut s’avérer avantageuse pour
I’analyse de matériaux de construction car elle ne nécessite pas, contrairement au microscope
optique, de support d’observation transparent. Dans ses travaux, Allion (2004) a mis au point
un protocole rapide permettant d’évaluer in situ la viabilité de micro-organismes par marquage
direct des cellules adhérentes. Cependant, elle ne permet pas de distinguer les cellules dans des
amas trop importants, I’estimation quantitative devient difficile pour les champignons a un stade
de développement filamentaire et certains organismes peuvent résister au marquage. Par ailleurs,
certains matériaux peuvent étre auto-fluorescents et perturber les observations. Les travaux de
Méheust (2012) combinent I’épifluorescence et la technologie de cytométrie en flux, employée
par exemple dans I'estimation de la contamination des eaux, pour quantifier la population fon-
gique d’échantillons de surface prélevés dans un hopital. Le principe repose sur le défilement a
grande vitesse des cellules au travers d’un faisceau laser. L’information est alors obtenue grace
a l'analyse des signaux lumineux ré-émis par les cellules. Cette technique permet également la
différentiation viable/non viable par marquage différentiel mais elle n’est pas envisageable pour
tout type d’environnement car la poussiére contenue dans un échantillon peut venir perturber

le signal de détection.

Enfin, les microscopes électroniques (a transmission, a balayage, confocal) sont égale-
ment utilisés dans la littérature. Au méme titre que les microscopes a épifluorescence, ils ne
nécessitent pas de substrat transparent et sont, de ce fait, souvent utilisés sur les matériaux de
construction. Ils permettent par exemple d’observer I’endommagement de matériaux induit par
la pénétration d’hyphes fongiques (Gu et al., 1998; Wiktor et al., 2009). Ils rendent également
possible I'estimation du nombre de propagules fongiques a partir de bandes adhésives (Andersson
et al., 1997) ou encore 'observation directe de la croissance microbienne sur substrat (Pasanen
et al., 1992). Adan (1994) par exemple, a réalisé des observations en microscopie électronique a
balayage a basse température pour étudier la croissance fongique sur des enduits gypseux. Se-
lon d’autres travaux, la préparation d’échantillons par cryogénisation garantirait une meilleure
préservation que par fixation chimique ou autre méthode conventionnelle (Beckett et al., 1984;
Beckett et Read, 1986; Samson et al., 1991). La microscopie confocale est un outil plus récent

permettant une observation en 3 dimensions. Le marquage des cellules est également possible.
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1.2.3.2.3 Méthodes chimiques : Les méthodes chimiques permettent ’analyse de divers
parametres liés aux micro-organismes. Elles sont le plus souvent utilisées afin d’estimer I'activité
métabolique et donner ainsi une information sur la toxicité potentielle d’'une population micro-
bienne présente sur un substrat. Les méthodes exposées ci-apres se référent plutot a des travaux
d’ordre qualitatif ou quantitatif, en termes de contamination et de prolifération microbienne sur
matériaux de construction, plutoét qu’en termes d’effet toxique. Généralement, ce type d’ana-
lyse repose sur le principe de I’évaluation de composés chimiques issus de cellules microbiennes.
Toute la pertinence des méthodes chimiques réside alors dans le choix des éléments a étudier.

On distingue généralement deux cas de figures :

Mesure des composants structuraux de cellules microbiennes tels que les composants
du mycélium pour les champignons (chitine, ergostérol) (Gutarowska, 2010; Pasanen et al.,
1999; Szponar et Larsson, 2000), 'adénosine triphospohate (ATP), qui est une molécule
productrice d’énergie ou encore les polysaccharides constituant les parois cellulaires (/3-
D-glucane) (Andersson et al., 1997). La quantité de composants peut étre assimilée aux
nombres de micro-organismes ou corrélée avec une espece microbienne. Ces méthodes sont
également appropriées lorsque les micro-organismes sont sous forme "inactive" ou non culti-
vable. Depuis les travaux de Seitz et al. (1979), la mesure de U'ergostérol est classiquement
utilisée dans I’'industrie agro-alimentaire et, comme le montre le Tableau 1.3, pour I’étude
de la contamination des matériaux de construction. Selon certains auteurs, elle représen-
terait une bonne estimation de la biomasse fongique (Pasanen et al., 1999), du nombre de
spores (Schniirer, 1993) et du nombre d’'UFC (Gutarowska et Zakowska, 2002). Toutefois,
bon nombre d’études font remarquer que le taux d’ergostérol mesuré a partir de matériaux
dépend de nombreux facteurs, tels que le type de matériau, sa teneur en eau mais aussi
I'espece, 1'age ou encore les conditions de croissance des organismes concernés (Bjurman,
1994; Pasanen et al., 1999; Schniirer, 1993). Selon Nout et al. (1987), estimation de la
biomasse fongique in situ ne pourrait pas étre réalisée par une quantification comparée de
I’ergostérol produit par des champignons en culture, car son taux serait trop dépendant

des facteurs d’essais (dge des souches, milieu utilisé, flux d’air).

Mesure des composés directement produits par les micro-organismes tels que le mo-
noxyde d’azote (Murtoniemi et al., 2003) ou les différentes toxines (endotoxines, myco-
toxines, etc.) et autres métabolites (Andersen et al., 2002; Andersson et al., 1997; Tuomi
et al., 2000). Il s’agit d’une évaluation indirecte de l'activité métabolique ou biologique des
organismes, permettant théoriquement d’en déduire la population microbienne. Ce type
de méthode est généralement utilisé afin de mesurer la quantité d’éléments potentielle-
ment déléteres (métabolites ou composés volatils) et d’estimer le pouvoir pathogene de
I’environnement échantillonné et les risques sur la santé qui en résultent.

L’étude de Tuomi et al. (2000) précise toutefois que, dans la plupart des cas, la présence
de certaines espéces fongiques n’est pas corrélée avec la présence des composés attendus.
En outre, différents métabolites peuvent étre produits par une méme espece, comme c’est
le cas pour Stachybotrys chartatum (Andersen et al., 2002). La production peut intervenir
a des moments spécifiques de la croissance des organismes : les métabolites secondaires,
par exemple, sont généralement produits en fin de phase de croissance. Ainsi, I’étude des

composés produits renseigne plutot sur 1’état cellulaire a un instant ¢ que sur le nombre
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réel de micro-organismes.

Concernant l'identification, apres culture et isolement des micro-organismes, des méthodes
biochimiques sont également utilisées. On retrouve notamment les galeries type API, dont le
principe s’appuie sur les réactions substrats/micro-organismes (Bouillard et al., 2005; Guta-
rowska, 2010). Il existe également des protocoles d’identification et de dosage dits "immunolo-
giques" (immuno-chimiques), basés sur I'interaction d’un antigéne microbien avec un anticorps
spécifique (animal ou humain) préalablement marqué, qui permettent de détecter et de quan-
tifier les complexes antigene-anticorps alors formés. Dans leur étude traitant de la croissance
de micro-organismes sur des plaques de platre, Murtoniemi et al. (2003) utilisent notamment
un kit ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), afin d’estimer le taux de cytokine. La
méthode LAL (Lysat d’Amebocytes de Limule) peut également étre utilisée sur matériaux de
construction ; elle est notamment adoptée par Andersson et al. (1997) comme mesure des endo-
toxines présentes sur des matériaux endommagés par 'humidité. L ’utilisation de kits pour ces

deux méthodes est intéressante de part la relative facilité de mise en ceuvre et le faible cofit.

Le Tableau 1.3 présente une synthese bibliographique des différents composés chimiques et
des méthodes de quantification utilisées pour estimer la contamination de surfaces. On notera
que les appareils de dosage couramment utilisés dans la littérature comprennent généralement
la chromatographie (sur couche mince, en phase liquide & haute performance, en phase gazeuse,
ionique) généralement associée a une spectroscopie de masse pour 'identification et/ou la quan-

tification.

1.2.3.2.4 Méthodes moléculaires : Les méthodes d’analyse utilisant la technologie de
biologie moléculaire reposent sur le principe de l'isolement de séquences ADN (ARN) précises,
de maniére a cibler un géne et/ou un phénotype particulier, caractéristique d’une espéce, d’un

genre ou d’une famille d’organismes.

Depuis sa découverte dans les années 80 par K. Mullis, la Réaction de Polymérisation en
Chaine (PCR en anglais) est devenue un outil quasiment incontournable de la caractérisation
des micro-organismes (Prescott et al., 2010).

Les méthodes utilisant le principe de la PCR permettent de détecter, d’identifier et méme
de quantifier (Rt-PCR, en temps réel) les micro-organismes présents dans un échantillon. Leur
principe repose sur I'utilisation d’amorces, qui vont venir délimiter des sections de brins ADN

spécifiques a une espéce particuliere ou un plus large groupe de micro-organismes.

Ces méthodes peuvent étre cofliteuses mais présentent l'avantage d’étre rapides et considérées
tres sensibles. Elles permettent également de s’affranchir du biais de la culture, en ciblant aussi
bien les especes cultivables que non-cultivables présentes dans un échantillon mais ne distinguent
pas les cellules viables des cellules mortes. Dans une étude sur la contamination fongique dans
les habitations ayant subi des dégats d’humidité, Bellanger et al. (2009) détectent ’espece Sta-
chybotrys chartarum sur les surfaces des parois de 21 logements en utilisant la PCR en temps
réel, tandis que ’espéce n’est isolée qu’une seule fois avec une méthode par culture. Cette ap-

proche nécessite, d’'une part, une idée des especes en présence et d’autre part, une banque de
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Composants Méthodes dosage Organismes Références
Endotoxines LAL* Bactéries (12)
CLHP’,CCM °, R
Mycotoxines CG Y, CG-SM*, Fungi (11 32;1’) 281;
SM-ESI/
Monoxyde d’azote (NO) Griess Y Fungi (197)
Glucanes LAL, Hydrolyse " Fungi (12; 118)
Chitine Hydrolyse, CI® Fungi (118)
(116; 119;
Ergostérol CLH%S%%’ CG, Fungi 122; 204; 206;
) 226; 274)
. , Bactéries
Acide gras 3-Hydroxylés CG-SM Gram - (274)
ATP/ Bioluminescence Bactéries (67)

Tableau 1.3 — Synthése bibliographique des études utilisant le dosage de composants/composés
chimiques pour estimer la contamination microbienne.

Lysat d’Amebocite de Limule
Chromatographie en phase Liquide a Haute Performance
Chromatographie sur Couche Mince
Chromatographie en phase Gazeuse
CG-Spectroscopie de Masse
Ionisation par Electronébuliseur
Méthode reposant sur I'utilisation du réactif de Griess, permettant de déterminer les micro-organismes
qui possédent une nitrate réductase
h. Estimation des glucanes (sucres réduits) et de la chitine (différence entre quantité de sucres réduits
totale et la quantité de sucre réduits apres élimination de la glucosamine, constituant principal de la chitine.
Mesures réalisées sur des micro-organismes cultivés apres plusieurs jours d’incubation)
i. Chromatographie lonique
j. Adénosine Triphosphate

Q= P RO TR

données génique des micro-organismes afin de choisir les séquences a isoler et, lorsque c’est le
cas, les amorces correspondantes. Ainsi, certains auteurs choisissent de balayer une large gamme
d’organismes, en ciblant la séquence ADNr 16S (Andersson et al., 1997; Gurtner et al., 2000;
Murtoniemi et al., 2003; Rintala et al., 2002) présente chez les procaryotes (18S pour les eu-
caryotes), tandis que d’autres études ciblent des régions plus spécifiques telle que les régions
ITS (Internal Transcribed Spacer) pour certains champignons (Bougoure et al., 2005; Gardes
et Bruns, 1993; Midgley et al., 2007; Slippers et al., 2007; Torzilli et al., 2006)). Ces études sur
les fungi mettent en exergue l'intérét de coupler la PCR avec des techniques de caractérisation,
telles que le Polymorphysme de longueur des fragments de restriction (ou RFLP - Restriction
Fragment Length Polymorphism), qui permettent d’ajouter un degré de spécificité a la recherche.
De nouveaux outils permettent, a I’heure actuelle, une analyse globale de ’ADN présent dans
un échantillon avec une évaluation a la fois quantitative et qualitative (séquenceur haut débit
MiSeq...).

Selon différentes études, les analyses moléculaires donneraient une vue de la communauté
microbienne plus complete que les méthodes de culture utilisées seules (Buttner et al., 2007,
Gurtner et al., 2000).

Les méthodes d’analyse microbiologique sont relativement nombreuses et variées. Par ailleurs,
quelle que soit la méthode adoptée, il est essentiel de distinguer deux approches d’analyse : le

ciblage d’especes bien spécifiques ou 'analyse globale de population. Le ciblage est généralement
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plus long et nécessite d’avoir une idée des espéces en présence. L’analyse globale est plus rapide,
mais elle présente une limite de détection beaucoup plus élevée, qui comporte le risque de ne pas
détecter des populations présentes en plus petite quantité. Dans les années 90 par exemple, des
études ont montré que 'utilisation de la PCR, couplée a une électrophoréese sur gel en gradient de
dénaturation (DGGE) permettait de détecter des populations microbiennes représentant jusqu’a
1 % de la communauté totale (Murray et al., 1996; Muyzer et al., 1993). Dans I'hypothése ou
cette communauté totale représente 10 cellules microbiennes, cette technique permet donc de
détecter des populations de 10* cellules, mais toute population constituée par un nombre de
cellules inférieur n’est pas détectée. Pour y remédier, il faut avoir recourt a ’approche par
ciblage d’espéces, ou par séquencage de geénes (méthodes moléculaire) soit par utilisation de

plusieurs milieux sélectifs (culture et observations).

Dans I’ensemble, différentes méthodes sont disponibles pour 1’échantillonnage et ’analyse
des populations microbiennes sur les matériaux de construction. Les résultats d’études sont
généralement dépendants des méthodes sélectionnées. Par exemple, un milieu de culture peut
promouvoir la croissance d’une espéce au détriment d’une autre et conduire a masquer une partie
des micro-organismes lors de la mesure. Concernant les processus d’échantillonnage et d’analyse,
une attention particuliere doit étre portée sur la manipulation des échantillons (contamination).
De nombreux auteurs signalent le besoin d’une standardisation des méthodologies d’étude, la
comparaison des résultats étant rendue difficile notamment devant le nombre de méthodes dis-
ponibles pour I’évaluation quantitative et qualitative de la contamination d’un échantillon. Des
criteéres tels que la surface échantillonnée, le milieu de culture, la méthode de prélevement, etc.
doivent étre standardisés pour évaluer la contamination microbienne des matériaux de construc-

tion.

1.2.4 Etat de I’art sur des campagnes de prélévement in situ et synthése des

micro-organismes identifiés

Depuis la fin des années 90, des campagnes d’études in situ ont été réalisées dans un objectif
d’appréhender au mieux les liens entre micro-organismes de ’environnement intérieur et dangers
pour la santé des occupants. Bien que des corrélations directes entre échantillons et maladies
des occupants soient tres difficiles & établir, des associations moisissures/humidité/problemes
respiratoires sont relevées dans de nombreuses études (Fisk et al., 2007, 2010; Mendell et al.,
2011) ainsi que la contribution de certaines especes aux Building-Related Ilinesses (BRI) (Pestka
et al., 2008).

D’autre part, plusieurs auteurs soulignent que ’estimation du niveau de contamination des
matériaux de construction fournirait une bonne image des sources de danger potentiel pour
les personnes exposées, que ce soit par l'identification ou par la quantification des especes,
des genres et des contaminants (Andersson et al., 1997; Hyvérinen et al., 2002; Lappalainen
et al., 2001). En outre, l'association de certains contaminants microbiens a des matériaux de
construction spécifiques donnerait, si elle était établie, des informations hautement utiles en

terme de prévention.

La littérature fait ressortir différents facteurs susceptibles d’étre impliqués dans la conta-

mination des matériaux de construction tels que I'humidité et la nature des matériaux (plaque
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de platre, gypse, papier-peint, mortier, peinture, etc.). Il convient de souligner que la plupart
des études disponibles dans la littérature se concentrent sur les batiments humides et/ou les
matériaux ayant subi un dégat des eaux (ou dégat imputable & 'humidité) lors d’investigations
sur la présence de micro-organismes. L’ensemble des auteurs s’accorde a dire que ’humidité est
un facteur prépondérant de la contamination et du développement microbien sur les surfaces,
en favorisant a la fois la concentration et la diversité des micro-organismes sur les matériaux
(Andersson et al., 1997; Boutin-Forzano et al., 2004; Santucci et al., 2007).

Divers travaux ont été menés sur les corrélations entre le type de matériau et les micro-
organismes identifiés. Les espeéces appartenant au genre Penicillium sont les micro-organismes
les plus souvent rencontrés, tous types de matériaux confondus (Andersen et al., 2011; Andersson
et al., 1997; Doll, 2002; Hyvérinen et al., 2002; Rintala et al., 2002; Tuomi et al., 2000). Les
especes du genre Aspergillus sont généralement retrouvées sur des matériaux céramiques (béton,
mortier), des peintures et colles (Andersen et al., 2011; Doll, 2002; Hyvéarinen et al., 2002). On
mentionne également la forte occurrence de Stachybotrys, en particulier 'espece S. chartarum,
dans les matériaux gypseux. Selon Andersson et al. (1997), le développement massif et inattendu
de Stachybotrys dans un environnement si peu pourvu de nutriments serait imputable a une
relation synergique avec des fixateurs de diazote, également identifiés en grande quantité dans
ces matériaux. Des mycobactéries et des Streptomycetes sont aussi largement retrouvés dans ces
matériaux (Andersson et al., 1997; Rintala et al., 2002; Torvinen et al., 2006). Il est important
de noter que certains travaux rapportent des associations entre les micro-organismes et le lieu
d’échantillonnage plus qu’avec la nature du matériau. Les emplacements d’échantillonnage tels
que "murs", "plafonds", "sols" sont indiqués mais aucune information qualitative des surfaces
n’est précisée (Bellanger et al., 2009; Reboux et al., 2009; Santucci et al., 2007).

Le Tableau 1.4 présente une synthese des différents genres identifiés in situ (habitation, école
ou autres batiments) sur divers matériaux a partir de 9 études trouvées dans la littérature. Les
méthodes d’identification sont également détaillées. Il ne s’agit pas d’une liste exhaustive, mais
bien des micro-organismes qui sont isolés et identifiés le plus fréquemment sur des échantillons
de surface de I'intérieur des batiments.

Les genres Cladosporium, Penicillium, Aspergillus et Stachybotrys sont isolés le plus fréquem-
ment, toutes techniques, toutes conditions environnementales et tous types de matériau-support
confondus. Cette classification des moisissures les plus souvent identifiées sur surfaces trouve
écho dans le rapport de "International Energy Agency (IEA, 1991). Des résultats similaires sont
observés sur des échantillons aériens. Les especes associées sont le plus généralement C. sphae-
rospermumn, P. chrysogenum, A. niger, A. versicolor, S. chartarum. Certaines d’entre elles, de
part leur role allergisant et toxique reconnu, font notamment partie des especes potentiellement
pathogenes listées par le Conseil Supérieur d’Hygiéne Publique de France et par 1I’Association
Santé Environnement France ASEF (Mars 2012); CSHPF (2006); Reboux et al. (2010).

Finalement, selon la méthodologie adoptée, I’étude microbiologique d’échantillons de ma-
tériaux de construction provenant de l’environnement intérieur permet de révéler plusieurs
informations vis-a-vis des communautés microbiennes présentes. Les observations sur terrain
fournissent également des informations sur les potentiels facteurs d’influence de la prolifération

microbienne tels que le lieu, 'humidité et le type de matériau. Ces hypotheses peuvent alors étre
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étudiées, confirmées ou réfutées dans le cadre d’essais en laboratoire. Les conditions expérimen-
tales d’essais en laboratoire permettent d’évaluer 'impact de nombreux parametres influencant
la croissance microbienne (%HR, température, éléments nutritifs, etc.) et requierent, de ce fait,

une attention particuliere.

1.2.5 Protocoles en laboratoire : Exposition de matériaux de construction a

des micro-organismes

Outre les campagnes de préléevement in situ, des essais de croissance microbienne en labora-
toire sont également nécessaires afin d’appréhender les phénomenes régissant le développement
des micro-organismes sur les matériaux de construction. Plusieurs types d’essais peuvent étre
réalisés, selon que l'on souhaite mettre en avant l'effet (antimicrobien) biocide d’un matériau
ou simplement observer sa résistance naturelle au développement microbien. Le choix de cer-
tains parameétres expérimentaux tels que les souches microbiennes, I’hygrométrie, la technique

d’inoculation, etc., dépendent du type d’essai a mener.

1.2.5.1 Méthodes standardisées

La croissance microbienne en général et fongique en particulier peut étre extrémement longue
(de plusieurs jours a plusieurs mois), c’est pourquoi les textes recommandent généralement des
conditions de croissance optimales, i.e. humidité relative élevée, température autour de 30°C et
apport nutritif, afin de limiter le temps de lecture et d’interprétation des résultats. Toutefois,

cette démarche se distingue des conditions de croissance naturelle.

Le Tableau 1.5 donne un apercu de quelques normes existantes sur des essais de croissance
microbienne en laboratoire. Le tableau compare les paramétres de chaque norme et type de
test (activité antibactérienne, résistance fongique, bio-détérioration, etc.). Les résultats sont
généralement obtenus par inspection visuelle des surfaces inoculées ou par mesure de variation de
masse des échantillons. Il est intéressant de noter les valeurs relativement élevées de températures

et d’humidités recommandées, quelque soit le type de test.

Les normes sur lactivité antibactérienne recommandent généralement de courtes périodes
de test (quelques heures) et le contrdle de la surface contaminée est obtenu par étalement de
I’inoculum sur une surface bien définie. Pour les surfaces hydrophobes, il est proposé 'utilisation

d’un film ou d’une lamelle de verre.

1.2.5.2 Sélection des souches

Des souches microbiennes peuvent étre choisies car elles correspondent & un “standard”,
comme c’est le cas pour la bactérie F. coli, a un critere de résistance, lorsque ’'on veut tester
un matériau antimicrobien par exemple, ou encore a une espece ou un genre que l’on retrouve
fréquemment dans les campagnes de prélevements in situ. Les souches utilisées au cours d’un
essai peuvent provenir d’une collection identifiée, telle que I'Institut Pasteur, on parle alors de
souches de collection ou de référence, mais elle peuvent également provenir de prélevements in
situ, on parle dans ce cas de souches sauvages. Les travaux d’Allion (2004) semblent indiquer que

la nature des souches, de collection ou sauvage, pourrait avoir une influence sur la composition

39



-

Chapitre 1. Etude Bibliographique

9I10)RIOR] T STESS, P SOULIOU SOYUAINIP P 9SAYJUAS — G*T Ned[qe],

SoUTRUIAS 99UTIIR)UO0D (uorBa1 uojes (*-'somyurad ‘sense) IerjIown opIoIduOo] (0¢)
41 %0L ‘Do0C  ©SO[98 Ins 100IIp 10BIUO)) o[nIgW d21INe No) supw/hiion] vndidg op uonjearesold op sympoid  ‘enbryejsiduoy sogd  FOFST ANH X
SoUTRUIAS QUIIRIUOD [0S ("o90 ‘somjured ‘seinser) SOWISIURSI0-0I0TUI (c0¢)
ze-8 %0L ‘DLT un suep JUSTASSTNOJUL 9[0011I07 XNBAILIDY ‘[oINjRU [0§  SIO( Op UOIIeAIasyId op s3Mpold Xne 90UR)SISIY 208 ANA dX
wns0qolb wWnIUL0IIDY))
“WNsoMoIUNS Wn) 10U J
‘40)0218490 "}/ sonbrequo anbrye)siduoy jope (¥8) AF1-AdA
Sourewos j %46 ‘D,0€ uorjestiodes ‘snavyf y ‘aabru Y syuswedinby : enbrneuoIgy ‘UO1)RIOLIDIOP-OIg AVOOYNHA
“dds wnaiodsoppy) -dds wniporuag
QULLOL1IUOUL WINILDST,Y] “UINLDILDYD
(orejuoUOUTOIIATD sfiagoqfiyonyg -dds snypbiadsy SINoLIYJUI onbrje)siduoy jogo (¢1)
Seurewss j %86 ‘D oCE QIqUIRTD) QUUSLIPY : DOAR QUIMIRIUOD ‘XNOLId) [0S UOI}ONIISUOD 9P XNBLISIRIA ‘UOT1RIOLIIIP-OIL 62€9 d ISV
(oreyuomwouuoaiaue  “ds wnypowuag ‘wobiu Y ‘suvinynd “y (¥1)
Seurewss j %86 ‘DoCE QIqUIRTD) SUUSLIYY : DOAR QUIMIRIUOD ‘XNOLID) [0G SINOLIPIUT STUSUIDIIADY onbrye)sIduo] 1opH €,2¢ d WISV
(e11910%q) DSOUIINLOD SDUOULOPTAST
‘synootaaLq s1sdorun)ndodg
‘suppnypnd wnepsqOaUNY
‘sms0qoib 1) ‘suaain WNIPDII0LL)
SoUTRUIAS %S6 uorjestiodes no 2901400 S92AUWLONIIIDJ “UOLOJOIYIO " J anbrye)siduoy jope (z02)
v < ‘0,8€-02 931no8 op j0do( ‘awnsomorunf g ‘snatiay Yy ‘usbiu Y sonbryserq ‘uorjerollop-org 98 OSI NA AN
IDIUULOUNIUA
D]]215Q9]3] senbrjATe)RO007d QUUSLIO)ORTIUR (ge1)
Ug-uy - 91903 op 10do ‘SmaUnp G ‘4100 i SIN9ONPUOD-TWLS : sonbrurerd)) 9NATIOY L¥¥2.8 OSI
("090 ‘sonbruregd
‘xnejowr ‘senbriserd) QUULLIOIORIIUR (9¢1)
Y ¥e %06°D5€ 933103 9p jodo SN2UND g 409 "5 UoLIDIoRqrIue XNeLnjeN PUATPY 108¢ Z SIr
oang HH%'O.L uorjenoouy SoWISTURII0-0IDTJAL XNerI)en resso p odAT, SOUILION]

40



Chapitre 1. Etude Bibliographique

de la structure pariétale et pourrait de facto affecter leur comportement bio-adhésif et vis-a-vis

de certains désinfectants.

1.2.5.3 Technique d’inoculation

Les méthodes d’inoculation retrouvées dans la littérature different selon les auteurs. La
figure 1.10 présente les techniques les plus répandues et leur fréquence d’utilisation sur une
vingtaine de publications. Le dépdt de goutte (par pipette) et la vaporisation sont généralement
les moyens les plus utilisés. La pipette permet de déposer une quantité précise de cellules en
suspension sous forme de gouttelette a la surface des matériaux (Chang et al., 1995; De Muynck
et al., 2010; Giannantonio et al., 2008; Hoang et al., 2010; Karunasena et al., 2001; Shirakawa
et al., 2003), tandis que la vaporisation, en voie séche ou humide, produit une répartition re-
lativement homogene mais en quantité moins précise, sur une surface plus grande en limitant
la phase aqueuse (Brown et al., 2007; Ehrich et al., 1999; Gu et al., 1998; Gutarowska et Za-
kowska, 2002; Vacher et al., 2010). Pour palier les défauts d’homogénéité et/ou d’étalement
(surfaces hydrophobes) rencontrés avec I'inoculation par dépdt de goutte, certaines normes pré-
conisent 'utilisation d’un film transparent ou d’une lamelle de verre & appliquer directement sur
I'inoculum, de maniére & standardiser la surface de répartition des cellules (ISO 27447, 2009;
JIS 7 2801, 2010).

Ecouvillon
10% Non renseigné
Vaporisation / e 20%

aérosol
30%

40%
Dépot de goutte

Figure 1.10 — Techniques d’inoculation utilisées en laboratoire, pour des essais sur matériaux de
construction. Pourcentage du nombre d’utilisation sur 20 publications.

Dans ses travaux sur la résistance fongique de finitions intérieures, Adan (1994) conteste
I'utilisation de suspensions aqueuses pour 'inoculation en expliquant que 'utilisation d’un ino-
culum liquide peut créer un déséquilibre hydrique initial entre le substrat poreux et I’air adjacent
et ainsi fournir des conditions d’humidité favorable & la croissance fongique mais non représen-
tative de la réalité. Il inocule donc en transférant des conidies seches par brossage de la surface

des échantillons & 'aide d’un écouvillon sec stérile.

Hoang et al. (2010) ont développé une technique d’inoculation "naturelle" au cours de laquelle

des matériaux humidifiés sont exposés a l'air ambiant d’un logement résidentiel pendant 10
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jours. Cette méthode est semblable a I'utilisation d’une chambre environnementale, au sein de
laquelle les échantillons ne sont pas directement inoculés par l'expérimentateur, mais par la
production de spores des micro-organismes présents dans le sol terreux de la chambre. Dans ce
type de contamination, les protocoles recommandent la réalisation d’un test de “virulence” de
la chambre, qui consiste généralement & placer une boite de Petri gélosée et mesurer le temps
qu’il faut pour observer le recouvrement total du milieu de culture par les micro-organismes
(ASTM D 3273, 2012; XP ENV 807, 2001). Ces tests de virulence garantissent le niveau de

contamination des échantillons par voie aérienne.

1.2.5.4 Conditions d’incubation

L’incubation correspond & la période de ’essai pendant laquelle les micro-organismes sont
en contact avec le matériau. Parallelement & la nature méme du matériau, les conditions d’in-
cubation telles que I’hygrométrie, la température, etc. ont un impact direct sur leur croissance.
Le tableau 1.6 synthétise les différents parametres de conditions d’incubation retrouvés dans la

littérature pour des essais de prolifération microbienne sur matériaux de construction.

Une humidité relative de l'air élevée favorise la croissance fongique et bactérienne pendant
les essais. L’ensemble des normes d’essais de croissance microbienne recommande une humidité
relative des chambres environnementales (ou des étuves de test) entre 70% et 97%, selon les
essais (CF Tableau 1.5). Au cours d’essais de courtes durées (quelques heures), I'inoculation
est généralement réalisée avec un milieu aqueux, par pipettage ou vaporisation. Dans ce cas,
le maintien d’une humidité relative élevée permet d’éviter le dessechement de I'inoculum. Dans
les autres cas, une humidité relative élevée contribue a maintenir des conditions de croissance
optimales pour les micro-organismes afin de réduire au minimum la durée de 'essai. Les dif-
férents dispositifs de régulation de I’humidité relative de lair utilisés sont de nature variable :
solution salines (Chang et al., 1995), vermiculite (Wiktor et al., 2009), récipient rempli d’eau
(De Muynck et al., 2010), systéme spécifique avec controle du flux d’air (Nielsen et al., 2004),
etc. Toujours dans un objectif de croissance optimale pour réduire la durée des tests, il est
parfois nécessaire de préparer les matériaux en amont. Les normes sur la prolifération fongique
recommandent notamment de placer les échantillons en atmosphere controlée avec une humidité
relative supérieure a 50% pendant plusieurs jours avant test. Plusieurs études mettent en place
de tels conditionnements (Chang et al., 1995; Gutarowska et Zakowska, 2002; Hoang et al., 2010;
Nielsen et al., 2004; Shirakawa et al., 2003). Ce processus de préparation est une étape clef dans

les études de contamination microbienne des matériaux de construction.

La croissance microbienne dépend aussi fortement des températures cardinales (Prescott
et al., 2010), qui correspondent aux températures minimale, maximale et optimale de croissance
et sont spécifiques a un genre ou une espece. Les normes recommandent majoritairement des
températures selon les espéces choisies (Tableau 1.5). L’essai est alors mené dans un incubateur
a une température le plus souvent supérieure a 25°C, mais il peut également étre mis en ceuvre
a température ambiante pour satisfaire aux conditions de terrain. La variable est alors la durée

de l'essai.
L’apport d’une source nutritive (gélose, bouillon, etc.) sur un substrat permet un développe-
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ment microbien pérenne et un processus de croissance accéléré mais s’éloigne des conditions de
croissance naturelle. En revanche, ’absence de source nutritive ajoutée permet de se rapprocher
des conditions de terrain mais le développement microbien est incertain et beaucoup plus long.
En outre, les résultats qui peuvent étre observés a la suite d’un essai avec ou sans apport nutritif
n’apportent pas la méme information.

La norme NF EN ISO 846 (1997) décrit notamment deux essais différents. Dans un cas, les
éprouvettes sont au contact des micro-organismes en présence d’un milieu nutritif incomplet
(sans source de carbone), afin d’observer la résistance intrinseque du substrat au développement
microbien : les micro-organismes ne peuvent croitre qu’au détriment du matériau. Dans 'autre
cas, leur développement est favorisé par I’apport d’un milieu nutritif complet : toute inhibition

traduit alors un effet & minima fongistatique® du matériau.

1.2.5.5 Matériaux

Le Tableau 1.6 présente différents types de matériaux utilisés dans les travaux de conta-
mination artificielle. On retrouve quelques études réalisées sur béton et mortier, papier-peint,
dalles de faux plafond, mais ce sont les matériaux a base de gypse qui sont les plus fréquem-
ment utilisés. Il est important de noter que tres peu d’études se basent sur la caractérisation
physicochimique et la caractérisation de surface des matériaux pour justifier leur choix ou ten-
ter d’expliquer les mécanismes d’adhésion et de prolifération a leur surface. Généralement, les
matériaux choisis sont ceux retrouvés en environnement intérieur, selon la région géographique
de I’étude. Ces matériaux sont soit prélevés sur site, soit achetés neufs chez un fournisseur. En
outre, la plupart des essais sont essentiellement centrés sur la prolifération microbienne en terme
de toxicité, de résistance des matériaux ou d’effet antimicrobien ; ils sont rarement menés pour
décrire et expliquer les interactions substrats/organismes qui entrent en jeu lors du processus de

croissance microbienne.

1.2.6 Bio-réceptivité des matériaux - Facteurs déterminants

Cette partie décrit les différents facteurs de croissance microbienne mis en exergue dans des
travaux en laboratoire. Les résultats pointent en particulier le role prépondérant de 'eau et de

la composition chimique et du pH des matériaux.

1.2.6.1 Activité de ’eau - Humidité relative a 1’équilibre

Le role déterminant de I’eau sur la croissance microbienne fait 'unanimité dans la littérature.
Selon 'TEA (1991), la sensibilité d’un substrat a la contamination microbienne dépend dans une
large mesure de l'activité de 'eau. L’activité de l'eau, a,, d'un solide (ou d'un liquide) est
directement liée au potentiel aqueux, qui affecte la pression exercée sur la cellule d’un micro-
organisme (Brown, 1976; Scott, 1957). Lorsque 1’équilibre hydrique est atteint dans un systeme,
I’activité de I'eau est définie comme le ratio de la pression partielle de vapeur sur la pression de
I'eau pure (pression de vapeur saturante), i.e. 1/100 de 'humidité relative a I’équilibre (HRE) &

une température donnée.

8. Qui inhibe le développement fongique
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Le terme "activité de 'eau" est largement répandu, en particulier dans le domaine de la sécu-
rité alimentaire. Elle est relativement facile a mesurer et son impact significatif sur la croissance
microbienne est étudié depuis de nombreuses années (Ayerst, 1969; Corry, 1987; Gibson et al.,
1994; TEA, 1991; Leong et al., 2006; Mugnier et Jung, 1985; Parra et Magan, 2004; Sautour
et al., 2001). On estime que la croissance microbienne n’est plus limitée par I'activité de 1'eau
pour des valeurs de a,, supérieures a 0,7 (jusqu’a 1, qui est sa valeur maximale) pour la plupart
des micro-organismes (Brown, 1976; IEA, 1991; Pitt et Christian, 1968). Le développement de
la contamination commencerait autour de 0,8 pour des moisissures fréquemment rencontrées
sur matériaux de construction, comme le montre le tableau 1.7. Il est essentiel de retenir que
I'activité de I'eau et la température sont inter-dépendants. Il a notamment été montré qu’une
augmentation de la température conduit a une réduction du niveau de a,, requis par certains
micro-organismes pour croitre (Ayerst, 1969; Grant et al., 1989). La disponibilité en eau a éga-

lement une influence majeure sur la production de spores et mycotoxines (Li et Yang, 2004).

Colonizer group aw range  Classification Fungal example
Colonisateurs >0.8 Xerophilic/ Penicillium chrysogenum, and
primaires Xerotolerant  Aspergillus versicolor : les plus
(fungi ambiants) communs; A. fumigatus,

A. niger, A. sydowii, A. ustus,
FEurotium spp.,

P. brevicompactum, P. commune,
P. corylophilum, P. palitans,
Paecilomyces variotii, and
Wallemia sebi

Colonisateurs 0.80-0.9 Mesophilic Alternaria spp., Cladosporium spp.,

secondaires FEpicoccum nigrum, Phoma spp.,
and Ulocladium spp.

Colonisateurs >0.9 Hydrophilic Chaetomium globosum, Fusarium,

tertiaires Memmnoniella echinata,

(fungi Rhizopus stolonifer,

dégats dus a l'eau) Stachybotrys chartarum,

Trichoderma spp. (T. atroviride,
T. citrinoviride, T. harzianum,
and T. longibrachiatum)

Tableau 1.7 — Fungi se développant sur matériaux de construction et valeurs d’activité de ’eau a,,
requise pour leur croissance (Li et Yang, 2004)

Dans les travaux qui traitent de la contamination microbienne de matériaux de construction,
les auteurs raisonnent plutdt en terme d’HRE (Boutin-Forzano et al., 2004; Johansson et al.,
2012, 2013; Nielsen et al., 2004; Pasanen et al., 2000). Les matériaux de construction deviennent
vraisemblablement la cible de prolifération microbienne lorsque les valeurs d’HRE sont supé-
rieures a 70% pour les matériaux a base de bois, 85% pour les matériaux gypse et autour de
90-95% pour les matériaux cimentaires (Johansson et al., 2005; Nielsen et al., 2004).

Les travaux de Johansson et al. (2012) fournissent différentes gammes de %HR critiques
(valeurs permettant la croissance microbienne aprés 12 semaines d’incubation) selon la nature
des matériaux. Ils soulignent également 'influence de la température, du temps d’incubation et
des critéres d’évaluation de la croissance fongique sur les résultats de tels essais.

Adan (1994) rapporte quant & lui une augmentation significative du taux de développement

de P. chrysogenum au cours d’essais sur des matériaux gypseux lors du passage de 86%HR & 97%.
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De nombreux auteurs suggerent que la croissance fongique reste minimale sous des conditions
non mouillantes autour de 85-95%HR et montrent que les événements mouillants (inondation,
fuite d’eau, condensation, etc.) favorisent a la fois la germination, la prolifération et la diversité
des moisissures sur les matériaux de construction (Black et Straube, 2007; Doll, 2002; Pasanen
et al., 1992,, 1991).

D’autres études soulignent également que la mesure d’HRE peut étre utilisée comme indica-
teur du risque de contamination microbienne sur matériaux de construction dans les batiments
ayant subi des dégits des eaux (Boutin-Forzano et al., 2004; Pasanen et al., 2000). Pasanen et al.
(2000) rapportent notamment que 'HRE des matériaux renseigne plus sur la disponibilité en
eau pour les micro-organismes que ne le fait la teneur en eau des matériaux. D’autres auteurs
ont aussi développé des modeles mathématiques utilisant ’humidité relative comme parametre
principal pour la prédiction de prolifération des moisissures (Adan, 1994; Isaksson et al., 2010;
Sedlbauer, 2001, 2002; Thelandersson et Isaksson, 2013; Viitanen et al., 2010).

1.2.6.2 Composition chimique

Les éléments ou composés chimiques entrant dans la composition des matériaux colonisés
constituent une source nutritive potentielle & méme de favoriser le développement des micro-
organismes (Adan, 1994; Lugauskas et al., 2003; Santucci et al., 2007; Vacher et al., 2010).

D’autres études, de Hoang et al. (2010) et Gutarowska (2010), indiquent que les matériaux
a base de cellulose, qui peut étre métabolisée par certains micro-organismes, sont plus sensibles
a la colonisation que les matériaux inorganiques (gypse, mortier, béton, etc.). Outre la compo-
sition chimique, Hoang et al. (2010) précisent que l'apport externe de poussieres, de composés
organiques, etc. sur une paroi peut également constituer une source nutritive et qu’il s’agit d’un
facteur augmentant le risque de colonisation, méme sur des matériaux qui n’y sont pas ou peu
sensibles naturellement, tel que le placoplatre. De la méme maniere, I’ajout d’une source de
carbone (carboxyméthylcellulose) ou de certaines peintures émulsions par exemple, peut four-
nir des nutriments induisant aussi une réduction du niveau de a,, nécessaire a la croissance de
moisissure (Ayerst, 1969; Grant et al., 1989).

A contrario, la composition chimique de certains matériaux et leurs propriétés physiques
peuvent constituer un facteur perturbant le développement microbien. Les récents travaux de
Dalod (2015) ont notamment mis en évidence I'impact de la composition chimique sur la coloni-
sation de ciments par les micro-algues Klebsormidium flaccidum. Dalod observe que les ciments
alumineux ont tendance a mieux résister a la colonisation que les ciments Portland ordinaires,
a la fois en conditions accélérées de prolifération en laboratoire (essai de ruissellement et en
conditions réelles). Notons que dans le cas des ciments alumineux, le mécanisme a l’origine de la
résistance a la prolifération des micro-organismes a leur surface n’est pas encore bien appréhendé
(Hérisson et al., 2014; Lavigne et al., 2015).

1.2.6.3 pH

La plupart des bactéries préferent les pH neutres. Ainsi, a court terme, les matériaux ci-
mentaires, avec des pH plutot alcalins (autour de 12-13) sont relativement peu sensibles a la

colonisation. Néanmoins, avec le temps, la carbonatation réduit le pH de ces matériaux vers des
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valeurs plus faibles, autour de 9, et permet ainsi un développement microbien a leur surface.

Quelques études traitent de la contamination de mortiers ayant subi une exposition a des
conditions de carbonatation accélérée et montrent que leur bio-réceptivité s’en trouve considé-
rablement augmentée (Dalod, 2015; Shirakawa et al., 2003; Wiktor et al., 2009; Wilimzig et
Bock, 1994). Ces matériaux, normalement peu enclins au développement microbien, deviennent
alors, dans des conditions environnementales favorables (généralement une forte humidité) la
cible d’une forte contamination.

L’étude de Tran et al. (2012) confirme également le réle prépondérant du pH vis-a-vis de
la colonisation de mortiers par des algues phototrophes. Dans ces travaux, la colonisation des
mortiers carbonatés survient plus tét (15 a 20 jours) et se propage plus rapidement : la conta-
mination totale de la surface des mortiers (100%) est atteinte apres 90 jours environ sur mortier

sain et apres seulement 30 jours sur mortier carbonaté, soit une propagation 3 fois plus rapide.

1.2.6.4 Propriétés de surfaces

Il est largement répandu que la contamination et la croissance microbienne sur les matériaux
de construction sont conditionnées par la présence en quantité suffisante de nutriments et d’eau
disponible. Il convient également de souligner que la plupart des matériaux de construction sont
caractérisés par une porosité et une rugosité en surface élevées, leur conférant des propriétés
particuliéres vis-a-vis des phases d’adsorption. Lorsque ’humidité relative de I’environnement
est élevée ou lorsque survient un événement mouillant, les matériaux poreux et/ou rugueux
peuvent devenir de véritables réserves d’eau pour les micro-organismes et leurs micro-cavités
peuvent offrir de vastes surfaces ou croitre (Hoang et al., 2010). La rugosité de surface et la
porosité peuvent en outre favoriser 'attachement et la rétention de nutriments apportés par
lactivité dans les batiments (poussiéres, vent, frottement, etc.).

L’étude de Tran et al. (2012) démontre également l'influence de la rugosité sur la colonisation
de mortier par les algues. Les auteurs observent que les échantillons rugueux sont colonisés
bien plus rapidement que les échantillons lisses. Les aspérités favorisent l'attachement et la
croissance des algues (Deruelle, 1991; D’Orazio et al., 2014; Tran et al., 2012). Ces résultats ont
également été observés sur certains types de ciment dans les récents travaux de these de Dalod
(2015). L’auteur précise toutefois que la rugosité de surface n’a qu’une faible influence devant
la porosité totale et la composition chimique des ciments. D’un autre c6té, Adan (1994) observe
que la diminution de la rugosité de finition au gypse accélere la croissance fongique, avec un effet
plus marqué pour les valeurs faibles de rugosité. Il suggere que les zones d’interfaces fongiques
sont alors agrandies, ce qui promeut les processus interactifs. Néanmoins, il note un léger retard
dans la croissance fongique pour les échantillons gypseux avec de faibles porosités (E/C<0,6),
traduisant une diminution probable de la disponibilité des nutriments. Notons que la notion de

rugosité, dans I’étude de Adan (1994), est a considérer a ’échelle cellulaire.

Tous ces travaux semblent supporter ’hypotheése de Coppock et Cookson (1951) sur l'exis-
tance d’une relation entre la croissance microbienne et la porosité et éventuellement la distribu-
tion de la taille des pores des substrats, méme si aucune corrélation claire n’a encore été établie

aujourd’hui.

Plusieurs études se sont déja concentrées sur les phénomenes mis en jeu lors de I’adhésion de
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micro-organismes a des matériaux non poreux, tels que des métaux, des verres, des plastiques,
etc (Allion, 2004; Busscher et al., 1984; Chavant et al., 2002; Fletcher et Loeb, 1979) et sur les
mécanismes de ’adhésion bactérienne aux biomatériaux et les interactions matériaux-bactéries
(Katsikogianni et Missirlis, 2004). De maniere générale, les phases mises en jeu lors de 1'étape
d’adhésion (premiére étape du biofilm) sont largement décrites dans la littérature. Ces travaux
mettent en évidence le role prépondérant des réactions physicochimiques et électrochimiques
qui peuvent avoir lieu entre le substrat et les organismes. L’état de l'art de Katsikogianni et
Missirlis (2004) souligne les facteurs déterminants de I’adhésion microbienne, notamment les
caractéristiques surfaciques du matériau support :

— la composition chimique,

— la charge surfacique,

— ’hydrophobicité

— la configuration physique de surface (porosité et rugosité)
Cependant, ce genre d’étude n’a été que tres peu ou pas menée sur les matériaux de construc-
tion, leur nature poreuse et leur comportement vis-a-vis de ’eau rendant leur analyse plus
complexe. On retrouve toutefois certains logiciels commerciaux qui fournissent des courbes de
croissance en fonction de I'hygrométrie et du type de matériaux. Cependant, ces modeles ne
tiennent pas nécessairement compte des especes impliquées et des parametres déterminant liés
aux matériaux (pH, propriété de surfaces, ...). Aussi, le manque d’information sur les inter-
actions organismes-matériaux de construction ne permet pas d’appréhender correctement les
mécanismes du développement microbien sur ces matériaux, et rend les interprétations et les

prédictions de prolifération relativement difficiles.

1.2.7 Conclusion

L’étude de la prolifération microbienne sur matériaux de construction est souvent proposée
comme une étape nécessaire dans le contexte de la dégradation de la qualité de 'air intérieur
par les micro-organismes. Des investigations in-situ sont menées pour dresser une image de la
flore microbienne qui s’y développe et identifier les potentiels contaminants pouvant affecter la

santé des usagers.

De nombreuses méthodes d’échantillonnage et d’analyse sont utilisées dans les études sur la
contamination de matériaux de construction. L’écouvillonnage, les méthodes par adhésif et les
méthodes par gélose contact sont des méthodes initialement développées en microbiologie pour
des surfaces lisses et ne sont pas nécessairement adaptées a ce genre de matériau rugueux et
poreux. Les quelques études traitant de leur rendement sur le béton ont montré des rendements
de récupération tres faibles comparativement a I’acier ou au verre. Il est important de souligner
le réel besoin d’adapter et de standardiser les méthodologies d’évaluation, en diversifiant les
techniques par exemple, afin de rendre compte des populations microbiennes qui colonisent les
matériaux de construction avec le plus de précision possible. En outre, ’ensemble des méthodes
d’analyse disponibles (basées sur la culture et/ou 'observation, chimiques, moléculaires) offre un
large panel de systémes d’évaluation selon la stratégie de I’étude. Une standardisation serait utile
dans le choix de la méthodologie & adopter en fonction de divers parametres tels que I'objectif

de I’étude, le type de matériau, le lieu et la surface de prélevement, etc. A notre connaissance, il
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n’y a pas, a ce jour, de consensus sur une stratégie d’évaluation de la contamination microbienne

sur matériaux de construction.

La littérature présente d’ores-et-déja une liste de micro-organismes, dont certains sont po-
tentiellement toxiques (allergénes), qui colonisent les surfaces en fonction de plusieurs facteurs
comme le type de matériau et ’humidité. Les micro-organismes les plus souvent identifiés sur
matériaux de construction dans ’environnement intérieur, toutes techniques confondues, sont
les champignons Cladosporium, Penicillium, Aspergillus et Stachybotrys et des bactéries a Gram
négatif, des bacilles a Gram positif et des mycobactéries. Les essais en laboratoire permettent
d’avoir une meilleure compréhension des phénomenes qui gouvernent le développement micro-

bien sur matériaux de construction.

Des normes ont déja été développées pour évaluer la résistance a la prolifération et I'activité
antimicrobienne de certains matériaux mais peu sont adaptées aux matériaux de construction
comme les plaques de platre ou les matériaux cimentaires, généralement caractérisés par une
grande porosité, une rugosité de surface, et des compositions chimiques bien spécifiques. Ces
normes recommandent habituellement des conditions qui favorisent la croissance microbienne
pour réduire les temps d’essais, i.e. une hygrométrie élevée (température et humidité) et un
apport nutritif, mais qui peuvent s’éloigner des conditions réelles de I’environnement intérieur.
Les méthodes d’évaluation proposées sont généralement basées sur 1'observation visuelle et le

comptage des UFC.

Dans ’ensemble, la littérature s’accorde sur le role prépondérant de I’eau sur la croissance
microbienne : la croissance sur matériaux de construction est favorisée pour des valeurs d’activité
au dessus de 0,75. La composition chimique et le pH des matériaux influencent également la crois-
sance microbienne. Il est important de noter que tres peu d’informations sont disponibles sur une
corrélation entre la nature, I'intensité de la prolifération microbienne et la nature minéralogique
et chimique des matériaux dans le contexte de la prolifération sur les matériaux a l'intérieur
des batiments. En outre, la caractérisation des interactions physico-chimiques substrat/micro-
organismes ainsi que des phénomenes propres a leur adhésion sur ces matériaux n’est pas encore
étudiée. Ce manque d’information est une grande lacune vis-a-vis de la compréhension et de la

prédiction du développement microbien sur ce type de matériau particulier.
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1.3 La photocatalyse comme solution pour la dépollution de

I’air et des surfaces

Dans le contexte de la dégradation de 'air intérieur et de la prolifération de micro-organismes
sur les matériaux de construction, 'utilisation de la photocatalyse est envisagée comme une
solution simple, efficace et peu cotiteuse. La partie suivante se concentre tout d’abord sur une
description générale du principe de la photocatalyse, des divers photocatalyseurs existants et
sur les principaux facteurs d’influence de la réaction. Par la suite, I'application du procédé
pour I'inactivation de micro-organismes est présentée ainsi que son efficacité et ses mécanismes

d’action.

1.3.1 Généralités
1.3.1.1 Principe

La photocatalyse est un cas particulier de la catalyse hétérogene. Il s’agit d’'un procédé
d’oxydation avancé (POA ou AOP - Advanced Ozidation Process) au cours duquel la formation

d’entités chimiques tres réactives va permettre de décomposer la matiere organique environnante

Le principe de la photocatalyse repose sur ’absorption d’un photon, issu d’une irradiation
lumineuse, par une molécule ou un substrat photocatalytique et qui conduit & un état d’excitation
électronique. Le processus peut avoir lieu en phase gazeuse, aqueuse ou au sein d’un liquide
purement organique. Comme pour la catalyse hétérogene, il comprend cing étapes principales
(Herrmann, 2005) :

1. Transfert des réactifs du fluide (liquide ou gaz) vers la surface du photocatalyseur
2. Adsorption d’au moins un des réactifs
3. Réaction dans la phase adsorbée :
(a) Absorption de photons par le semi-conducteur
(b) Création de paires électrons-trous
(c) Réactions de transfert d’électrons
4. Désorption des produits

5. Départ des produits de 'interface

1.3.1.2 Description du phénomeéne

De maniere générale, le processus de photocatalyse repose sur la théorie des bandes, qui
consiste en la modélisation des valeurs d’énergie que peuvent prendre les électrons d’un solide
(Figure 1.11). Les niveaux d’énergie permis sont classés en différents intervalles, ou bandes
internes, comprenant la bande de conduction et la bande de valence. Les bandes interdites
(GAP en anglais) constituent les valeurs d’énergie que les électrons d’un atome ne peuvent pas
prendre. Selon la répartition des bandes d’énergie, cette théorie permet de schématiser les diffé-
rences de comportement électrique entre un isolant, un semi-conducteur et un conducteur. Par
convention, ils sont caractérisés par la largeur de leur bande interdite, égale a la différence entre

les énergies de la bande de conduction et de la bande de valence. Les photocatalyseurs sont
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situés dans la catégorie des semi-conducteurs, qui possedent des bandes interdites relativement
réduites. Ainsi, lors d’une irradiation lumineuse d’énergie suffisante, un photon d’énergie supé-
rieure a ’énergie de la GAP est absorbé par le photocatalyseur et entraine le "saut" d’un électron
de la bande de valence vers la bande de conduction, provoquant par conséquence ’apparition
d’un trou dans la bande de valence (appelé également lacune électronique). On décrit alors le

phénomeéne comme la création d’une paire électron-trou, visible sur la figure 1.11.

Irradiation lumineuse Semi-conducteur Matiere organique
(phase gazeuse,

_ Réduction aqueuse,
o microorganismes)

Bande de
conduction h, >= E,

P

‘.  Possibles
. recombinaisons Dégradation
\ des charges dela
> matiere organique

-

Bande
interdite
(GAP)

Bande de | |
valence

h, = énergie de l'irradiation lumineuse Oxydation
E, : énergie de la bande interdite

A,qs et D,gs : Accepteurs et Donneurs

d'électrons adsorbés en surface du semi-conducteur

Figure 1.11 — Schéma de principe de la photocatalyse.

Les charges ainsi formées peuvent se recombiner (recombinaison en surface ou a lintérieur
du volume) pour redonner la neutralité au systéme et ainsi transformer 1’énergie photoélectrique
en énergie thermique (chaleur) ou bien migrer vers la surface afin de réagir avec les donneurs ou
accepteurs d’électrons environnants, O, et H,O par exemple, préalablement adsorbés par le semi-
conducteur. Les réactions chimiques engendrées sont de nature oxydoréductrice et conduisent a
la formation de radicaux libres d’une grande instabilité et pouvant intervenir dans un processus

de dégradation de la matiere organique adsorbée a la surface du photocatalyseur.

Les réactions illustrées par la figure 1.11 peuvent étre décrites par les équations 1.1 a 1.3

suivantes :

> Epg (eV)

hy
Semi—conducteur e” +h? (1.1)

e + Aads Az;(;s
h+ + Dads D;(Is

Si les électrons-trous ne réagissent pas, ils peuvent se recombiner suivant la réaction 1.4

e~ +h" —— Chaleur (1.4)
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Lorsque les électrons réagissent avec le dioxygene, ils entrainent la formation de superoxydes
qui, par la suite, peuvent aussi générer de nouveaux radicaux perhydroxyles HOO*™ et hydroxyles

OH"™ selon les relations 1.5 & 1.8 suivantes :

et +(0y),qs — 03~ (1.5)
03~ +H" — HOO" (1.6)
2HOO* — 0O, + H,0, (1.7)

H,0, — 20H" (1.8)

Les trous réagissent avec les donneurs tels que I'eau, les ions HO™ ou les espéces organique,

notés R, adsorbées en surface, visible sur les équations 1.9 & 1.11 :

H,0,, +h" — H* + OH* (1.9)
OH-,, +ht — O, + OH,, (1.10)
R4 +ht — Ry, (1.11)

D’apres les équations précédentes, il convient de souligner ’action de la photocatalyse sur un
environnement organique proche par deux moyens : (i) réactions directes avec les électron/trous
a la surface du photocatalyseur, (ii) réactions indirectes, par le biais des radicaux hautement

réactifs.

L’efficacité du processus photocatalytique est théoriquement définie comme le rendement
quantique, c’est-a-dire le nombre d’éveénements engendrés par I’absorption de photons. Les diffé-
rents phénomenes qui le régissent sont de natures tres complexes et font intervenir des parametres
difficilement mesurables tels que la dispersion photonique a la surface d’un semi-conducteur.

L’hypothese de I’absorption de la totalité du rayonnement lumineux est souvent considérée
dans la littérature (Linsebigler et al., 1995) et l'activité est alors assimilée a la quantité de pro-
duits formés par oxydoréduction. Les divers facteurs qui vont réguler cette quantité de produits
formés sont : I’énergie photonique incidente, la surface spécifique du photocatalyseur, sa nature,
les especes environnantes, les conditions hygrométriques, etc. Il est a noter que la recombinaison
des charges a l'intérieur du photocatalyseur constitue, de maniere générale, un véritable frein a

lefficacité photocatalytique.

1.3.1.3 Facteurs d’influence

Il existe une grande quantité de parametres qui ont un impact sur le processus photoca-
talytique (Figure 1.12) (Beydoun et al., 1999; Bhatkhande et al., 2002; Fox et Dulay, 1993;

Herrmann, 2005; Mills et Le Hunte, 1997). La listes des facteurs d’influence présentée ci-dessous
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n’est pas exhaustive, elle se concentre essentiellement sur quatre parametres majeurs : la bande

d’énergie, la nature du photocatalyseur, la taille des particules et 1’énergie photonique incidente.
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Figure 1.12 — Influence des différents parametres physiques qui gouvernent la cinétique de la
photocatalyse. Ou r est le taux de réaction; (a) masse du catalyseur; (b) longueur d’onde; (c)
concentration initiale du réactif; (d) température; (e) flux énergétique. (Herrmann, 2005)

1.3.1.3.1 Bandes d’énergie :

Généralement, le pouvoir oxydoréducteur d’un semi-conducteur est d’autant plus grand que
son GAP est grand. Plus précisément, les transferts de charges qui ont lieu entre un semi-
conducteur et les espeéces adsorbées en surface sont gouvernés par la position (I’énergie) des
bandes du semi-conducteur et par le potentiel d’oxydoréduction des especes adsorbés. Pour que
ces transferts soient thermodynamiquement possibles, le potentiel des accepteurs doit étre plus
positif que le potentiel de la bande de conduction et le potentiel des donneurs doit étre plus
négatif que le potentiel de la bande de valence.

Pour donner un exemple, la figure 1.13 présente les positions des bandes d’énergie de plusieurs
semi-conducteurs. L’échelle de gauche représente 1’énergie interne tandis que 1’échelle de droite

affiche le potentiel d’oxydoréduction par rapport a 1’électrode standard a hydrogene.

1.3.1.3.2 Nature du photocatalyseur :

Selon Bhatkhande et al. (2002), tout solide qui peut déclencher une réaction en présence
de lumieére et qui n’est pas consommé par l'’ensemble des réactions est considéré comme un
photocatalyseur. Les photocatalyseurs sont des semi-conducteurs particuliers. Toujours d’apres

Bhatkhande et al. (2002), le photocatalyseur idéal devrait étre photo-réactif, activé par la lumiere
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Figure 1.13 — Position des bandes d’énergie de différents semi-conducteurs (Linsebigler et al., 1995)

visible et/ou proche UV, biologiquement et chimiquement inerte, photo-stable (c’est-a-dire non
sujet a la photocorrosion), non toxique et enfin, bien évidemment, peu cotiteux. Carp et al.
(2004) rajoutent qu’il doit également générer des paires électrons-trous hautement énergétiques
et qu’il doit avoir une durée de vie globale élevée.

Différents composés peuvent étre utilisés comme photocatalyseurs (TiO,, ZnO, WO4, CdS,
ZnS, SrTiO5, SnO,y, WSe,, Fe,O4, etc.) mais c’est le dioxyde de titane (TiO,) qui est le plus
utilisé. Il présenterait notamment les meilleures performances photocatalytiques et un rendement

quantique toujours maximal (Herrmann, 2005).

Le dioxyde de titane (TiO,) se trouve sous trois formes cristallographique : 'anatase et le
rutile, de forme tétragonale, et la brookite, de forme orthorombique. L’anatase est moins stable
thermiquement mais se forme a des températures plus faibles que les deux autres formes (<
600 °C), ce qui pourrait expliquer sa plus grande surface spécifique (Herrmann, 2005). C’est
la seule forme qui posséde des propriétés photocatalytiques. L’énergie de la bande interdite de
I’anatase est de 3,2 eV, ce qui lui permet d’étre activée par des photons de longueur d’onde
d’environ 388 nm, rayonnement situé dans les ultraviolets. Certaines études font état d’une
synergie entre anatase et rutile, au sein d’un photocatalyseur commercial contenant un mélange
des deux formes dans certaines proportions (70-80 % anatase, 20-30 % rutile) (Agustina et al.,
2005; Ohno et al., 2001, 2003). Ce phénomene serait a l’origine de la grande efficacité du produit,

supérieure a celle obtenue avec I’anatase pure.

1l existe des photocatalyseurs qui sont dopés, selon différentes technologies, afin d’augmenter
le spectre de longueur d’onde sur lequel ils sont normalement activés. Certains TiO, dopés sont
ainsi activables par une lumiere émise dans le spectre visible. Ces technologies sont encore en

cours de développement et leur efficacité n’est généralement pas comparable aux photocataly-
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seurs non-dopés.

Les figures 1.14 et 1.15 présentent les résultats d’abattement de NOx et NO de deux poudres
de TiO, photocatalytiques commerciales, une poudre de TiO, conventionnelle (activable en UV)
et une dopée, testées dans le cadre d’un projet de recherche portant sur la dépollution de I'air
intérieur par photocatalyse (projet DAIP) mené au sein du LMDC (Dompoint et al., 2013). La
figure 1.14 présente les résultats sur les poudres de TiO, seules et la figure 1.15 présente les
résultats obtenus avec les poudre de TiO, incluses dans une lasure. La lampe plein spectre est
caractérisée par un rayonnement comparable au rayonnement solaire, avec une quantité d’UV
similaire. Les lampes fluorescentes sont des tubes classiques, que I'on retrouve typiquement dans
I'environnement intérieur mais qui contiennent une petite part d’UV (voir tableau 1.8, présentant
les résultats d’irradiance de ces lampes pour différentes longueurs d’ondes dans les conditions

d’essais).
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Figure 1.14 — Taux de dégradation obtenus sous différents illuminants pour les TiO, conventionnels
ou dopés (C-TiO,) dispersés dans de I'eau (Dompoint et al., 2013).

Concernant les essais sur TiO, seuls (non inclus en lasure), les résultats indiquent des valeurs
d’abattement similaires pour les deux types de dioxyde de titane (conventionnel et dopé). Une
légere baisse d’efficacité est visible pour les essais avec la lampe fluorescente sans filtre UV.

Lorsque les UV sont filtrés, les deux photocatalyseurs donnent des valeurs d’abattement tres
faibles, inférieures a 12%.

Concernant les lasures photocatalytiques (Figure 1.15), la lasure formulée a base de TiO,
conventionnel montre de meilleures performances lors de 'expérience avec la lampe plein spectre.
Pour les deux lasures, on observe de fortes diminutions de I’abattement des gaz avec les lampes
fluorescentes, méme sans filtre UV.

Ainsi, les deux types de dioxyde de titane, conventionnel et dopé, ont des activités pho-
tocatalytiques similaires lorsqu’ils sont utilisés seuls. Lorsqu’ils sont inclus en lasure, le TiO,
conventionnel montre des performances supérieures au TiO, dopé. Les deux TiO, montrent une

diminution de l'efficacité lors d’une irradiation par lampe fluorescente classique.
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Figure 1.15 — Taux de dégradation obtenus sous différents illuminants pour les TiO, conventionnels
ou dopés (C-TiO,) formulés en lasures (Dompoint et al., 2013).

Cette étude indique notamment que certaines techniques de dopage du dioxyde de titane,
dans le but de le rendre activable par lumiere visible, sont encore en développement. Pour la suite
de I’étude, ces conclusions nous ont orienté vers le choix d’'un photocatalyseur conventionnel,

afin de s’assurer une efficacité optimale lors des essais mis en ceuvre.

1.3.1.3.3 La taille des particules :

Elle a également une importance significative sur le rendement photocatalytique. Théorique-
ment, un ordre de grandeur nano-métrique permet d’obtenir des surfaces spécifiques relative-
ment élevées, un potentiel oxydo-réducteur important et conduit, de facto, a une augmentation
de l'activité du photocatalyseur. Une diminution de la taille des particules réduit notamment
la probabilité de recombinaison de charges en volume. L’optimum, résultant d’une combinaison
de facteurs opposés comme la surface spécifique, la dynamique des porteurs de charges et I'ab-
sorption lumineuse, varie selon les études de 10 & 14 nm (Koci et al., 2009; Zhang et al., 1998)

jusqu’a 40 nm (Almquist et Biswas, 2002).

1.3.1.3.4 L’énergie photonique :

Il a été montré que le rendement de la réaction photocatalytique augmentait proportion-
nellement au flux énergétique incident (Carp et al., 2004; Herrmann, 2005). Intuitivement, plus
I’énergie photonique apportée est élevée, plus grand est le taux de réaction. Jusqu’a environ
250 W/m?2, les paires électrons-trous sont consommées plus rapidement par réaction chimique
que par recombinaison mais la recombinaison des charges devient dominante au-dela de cette
valeur (Figure 1.12). Cette valeur est toutefois largement supérieure aux valeurs retrouvées en
extérieur par journées ensoleillées, autour de 30 W/m? (BloB et Elfenthal, 2007; Fujishima et
Zhang, 2006) et par journées nuageuses, entre 5 et 10 W/m? (Hiisken et al., 2009; Martinez
et al., 2011).

A titre d’information, le tableau 1.8 présente différentes valeurs d’irradiance utilisées lors
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d’essais d’inactivation photocatalytique en laboratoire et les valeurs d’irradiances mesurées en

conditions réelles (a lextérieur et a l'intérieur).

Irradiances utilisées en laboratoire

Eclairement Irradiance (W/m?) Réf.
lampe UV 4 (Sunada et al., 1998)
lampe UV 10-15 (Sunada et al., 2003)
lampe UV 10 (Kikuchi et al., 1997)
lampe solaire 500-1000 (Gumy et al., 2005)

Irradiances mesurées en conditions réelles

Eclairement Irradiance (W/m?) Réf.
ext. cond. ensoleillée 30 (Bl68 et Elfenthal, 2007)
(Fujishima et Zhang, 2006)

ext. cond. nuageuse 5-10 (Martinez et al., 2011)
(Hiisken et al., 2009)

int. (néon classique) 0,3 (Dompoint et al., 2013)
int. (néon UV+visible) 4 (Dompoint et al., 2013)

Tableau 1.8 — Syntheése de valeurs d’irradiance généralement utilisées au cours d’essais d’abattement
bactérien. Comparatif avec les valeurs d’irradiance mesurées en situation réelle en environnement
extérieur (ext.), selon les conditions (cond.) d’ensoleillement, et intérieur (int.).

1.3.1.4 Applications du procédé photocatalytique

La photocatalyse présente un certain nombre d’avantages qui lui permettent d’envisager
des applications a 1’échelle industrielle. En effet, le catalyseur n’est pas consommé pendant
la réaction, de nombreux composés organiques et inorganiques peuvent étre décomposés ou
transformés par oxydo-réduction, elle fonctionne a températures ambiantes, en phase gazeuse

ou aqueuse, elle peut étre activée par énergie solaire...

Les mécanismes réactionnels et les rendements des réactions photocatalytiques font 1’objet
de nombreuses recherches, qui souvent mettent en ceuvre des particules photocatalytiques de
TiO,. En outre, le TiO, illuminé présente un caractere superhydrophile, favorisant son usage
dans la mise en ceuvre de matériaux aux propriétés autonettoyantes. Concernant 'utilisation de
la photocatalyse comme agent dépolluant, différents types d’application sont développés selon
les cibles visées : gaz, liquides ou micro-organismes.

Beaucoup d’études sont par ailleurs orientées vers ’assainissement d’eaux usées et d’effluents
au moyen de réacteurs photocatalytiques mis en ceuvre en milieux aqueux (Carp et al., 2004;

Joanne Gamage et Zisheng Zhang, 2010).

Dans le génie civil, divers produits a base de TiO, ont été développés pour lutter contre les
salissures biologiques (algues, champignons...) ou pour la dépollution de l'air ambiant (COV,
NOx...). Certains travaux explorent le potentiel dépolluant de matrices cimentaires incorporants
du TiO, (Cassar et Pepe, 2002; Chen et Poon, 2009; Giannantonio et al., 2008; Lackhoff et al.,
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2003; Ruot et al., 2009). D’autres concernent le développement de revétements photocatalytiques
(Chen et al., 2009; Martinez et al., 2014, 2011). Les travaux de Martinez et al. ont permis de
développer des lasures photocatalytiques, ou des nanoparticules de TiO, sont incluses dans
une matrice d’eau et d’acrylique. Ils ont montré I'efficacité de ces revétements sur la réduction
des concentrations de NOx et de COV dans l'air sous diverses conditions environnementales
(humidité relative, concentration de gaz polluants, etc.). Ces résultats encouragent la mise en

place de tests pour évaluer les performances antimicrobiennes des lasures.

1.3.2 La photocatalyse appliquée a la désinfection

Parmi les espéces réactives générées par le processus photocatalytique, les oxydants sont
considérés comme des agents antimicrobiens & action létale non spécifique?, généralement ca-
ractérisés par un large spectre d’activité et une action rapide et non rémanente ' (Allion, 2004).
Un nombre important de travaux a été publié sur 'effet de nanoparticules de TiO, photocata-
lytiques sur les micro-organismes (Carp et al., 2004; Chong et al., 2010; Dalrymple et al., 2010;
Foster et al., 2011; Joanne Gamage et Zisheng Zhang, 2010; Martinez et al., 2011; Robertson
et al., 2012). Ces études révelent son efficacité sur une large gamme d’organismes, incluant des
bactéries & Gram négatif/positif, des endospores, des fungi, des algues, des protozoaires, des
virus et des prions (montrés comme les plus résistants aux désinfectants (Taylor, 2008)) ainsi
que des toxines microbiennes.

Une classification de efficacité de la photocatalyse en fonction de activité relative a été
proposée dans la littérature par Sayilkan et al. (2009). Les auteurs ont défini quatre gammes
d’efficacité :

— 0-20% : pas d’effet bactéricide;

— 20-50% : effet faible;

— 50-70% : effet manifeste ;

— >70% : effet puissant.

En excluant les facteurs d’influence du processus photocatalytique en lui-méme (source lu-
mineuse, taille des particules, etc.), on peut s’attendre & voir varier la résistance des micro-
organismes a la photocatalyse selon la constitution de leur structure externe et leur capacité a
se protéger d'un stress oxydatif.

Les bactéries a Gram positif par exemple, possedent une épaisse couche de peptidoglycane
(CF partie 1.2.1.2) leur offrant une meilleure résistance que celle des bactéries & Gram négatif.
Plusieurs chercheurs ont ainsi observé une meilleure résistance de certaines bactéries a Gram
positif vis-a-vis du processus photocatalytique que certaines bactéries & Gram négatif (Chung
et al., 2009; Kim et al., 2003; Lydakis-Simantiris et al., 2010; Pal et al., 2005, 2007). Cette
résistance se traduit par une augmentation du temps de traitement pour arriver a une destruc-
tion. Cependant, de part 'immense diversité des micro-organismes, de leur structure et de leur
réponse face a une agression, il est difficile d’indexer un comportement spécifique sur un en-
semble d’individus. Les études peuvent indiquer des observations contradictoires : selon Russell

(1999) par exemple, les bactérie & Gram négatif sont généralement plus résistantes que les cocci

9. qui ne cible pas d’organisme particulier
10. temporaire, qui ne subsiste pas dans le temps
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a Gram positif. D’autres études montrent également des bactéries a Gram positif plus sensibles a
la photocatalyse. Matsunaga et al. (1985) rapportent une perte de viabilité plus rapide chez Lac-
tobacillus acidophilus (Gram +) que chez Escherichia coli (Gram -); les deux micro-organismes
perdant néanmoins toute viabilité aprés 120 minutes dans les conditions de I’étude, c’est-a-dire
en suspension aqueuse, avec un photocatalyseur TiO, /Pt illuminé par des lampes 300-500 W.
L’étude de Luo et al. (2008) met en évidence a la fois une plus grande résistance de Enterococcus
faecalis (Gram +) par rapport a E. coli mais une plus grande sensibilité que Pseudomonas ae-
ruginosa (Gram -). Le nombre de cellules bactériennes de P. aeruginosa augmente méme apres
un certain laps de temps (Figure 1.16). Les auteurs expliquent que l'ajout de dioxygeéne dans le
systéme au cours de I'expérience permet a ces bactéries, strictement aérobies, de se multiplier
plus rapidement. A partir de ce point d’inflexion, la vitesse de multiplication bactérienne devient

supérieure a la cinétique de destruction.

L’ensemble de ces résultats suggere que 'épaisseur et la structure de la paroi qui protege
les bactéries, bien que jouant un réle déterminant, ne sont pas les seuls facteurs de résistance
microbienne face a la photocatalyse. De maniére générale, des conclusions définitives sont dif-
ficiles a établir sur la totalité des mécanismes impliqués. Certains micro-organismes disposent
de moyens de défense face au stress oxydatif, comme pour E. coli (Gogniat, 2006). Ces cellules
sont capables, dans une certaine mesure, de prévenir la formation voire de dégrader directement
les dérivés réactifs de 'oxygene (DRO) au moyen de réactions enzymatiques spécifiques. Dans
leur étude, Goulhen-Chollet et al. (2009) avancent néanmoins que 'apparition d’un mécanisme
de résistance est quasiment impossible face a ce type d’attaque : du fait de la non sélectivité du
processus de désinfection photocatalytique, les protéines a ’origine de ces mécanismes "défensifs"

peuvent étre dégradées rapidement.
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Figure 1.16 — Cinétique de survie de micro-organismes par photocatalyse de TiO, (Luo et al., 2008)

1.3.2.1 Meécanismes et facteurs d’influence

Il est important de noter que la grande majorité des travaux sur la photocatalyse antimicro-
bienne est réalisée en milieux aqueux. L’épuration microbienne de 'air ambiant, rendue difficile
par la complexité de mise en ceuvre, est relativement peu étudiée (Faure, 2010). L’étude statique

des mécanismes en milieux aqueux permet une approche plus aisée des phénomenes, bien que
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I’appréhension totale et complete des mécanismes en jeu lors de I'inactivation microbienne par

photocatalyse reste encore a ce jour relativement confuse.

Sur la base de multiples études sur E. coli et d’autres micro-organismes, 'effet biocide est
principalement attribué a I'action des multiples DRO tels que HO®, H,O, et O5°, générés par
I'illumination du TiO,. Les radicaux HO* sont proposés comme principaux responsables de la
mort cellulaire par plusieurs auteurs (Cho et Yoon, 2008; Ireland et al., 1993; Kikuchi et al.,
1997; Maness et al., 1999). L’étude de Kikuchi et al. (1997) met également en avant le role de
H,0, dans le processus. En quantifiant les peroxydes d’hydrogene par colorimétrie, ils mesurent
les effets d'un film de TiO, illuminé sur une suspension microbienne. Deux essais sont réalisés :
dans le premier, la suspension est déposée sous forme de goutte directement sur le film de TiO,,
dans le deuxiéme, la suspension est séparée du film par une membrane PTFE. Les résultats
indiquent que HO* et H,O, sont tous deux responsables de la mort cellulaire a proximité du
TiO, mais seuls les radicaux H,0, semblent responsables de la mort cellulaire dans la deuxiéme
expérience. La forte réactivité des HO* réduit considérablement leur durée de vie et les empéche
de diffuser trop loin de la surface du TiO, (quelques pm), surtout en présence d’autres matieres
potentiellement oxydables. Deux modes d’actions sont attribués au peroxyde d’hydrogene selon
sa concentration : (i) pour des concentrations inférieures & 2 mmol/l I'action bactéricide est
imputée a des réactions d’oxydation en chaine avec le métabolisme bactérien; (ii) pour des
concentrations supérieures & 10 mmol/l, leffet bactéricide est attribué aux HO® formés par
réaction de Fenton (Imlay et Linn, 1986).

D’autres auteurs pointent également la possible photolyse directe de H,O, et de I’eau sur la

production de radicaux hydroxyles par irradiation UV (Yan et al., 2009).

Le mode d’action bactéricide de la photocatalyse du TiO, est étudié depuis les travaux de
Matsunaga dans les années 80, dans lesquels les auteurs suggerent que la mort de la cellule est
induite par 'oxydation des coenzymes A, conduisant a arrét de la respiration cellulaire (Mat-
sunaga et al., 1985). Il semblerait cependant aujourd’hui que 'action létale de la photocatalyse
sur les micro-organismes soit due aux multiples dommages que subissent la paroi cellulaire et la
membrane cytoplasmique (Foster et al., 2011). Les travaux de Sunada et al. (1998, 2003) sur E.
coli (Gram -) proposent un mécanisme d’attaque de la cellule en trois étapes, schématisées sur
la figure 1.17 :

1. Attaque de la membrane externe (lipopolysaccharide - LPS et phospholipides) : pas de

perte de viabilité, augmentation de la perméabilité aux especes réactives
2. Pénétration des especes réactives a travers la couche de peptidoglycane

3. Attaque de la membrane plasmique (phospholipides) par les espéces réactives :
— Peroxydation des lipides membranaires et perte d’activité respiratoire
— Désordre structurel et fonctionnel de la membrane plasmique, éventuelle fuite du maté-
riel intracellulaire

— Perte de viabilité de la cellule ; mort cellulaire

Un certains nombre d’études a permis d’étayer les divers mécanismes de dégradation cellulaire

bien que certaines parties restent a ce jour relativement confuses.
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Figure 1.17 — Schéma du mode d’attaque des radicaux sur une paroi bactérienne Gram -. Figure
adaptée de Sunada et al. (2003). (1) attaque de la paroi cellulaire, (2) pénétration des espeéces réactives
a travers le peptidoglycane, et (3) attaque de la membrane plasmique.

L’augmentation de la perméabilité cellulaire a été observée indirectement par mesure de la
fuite d’ions Kt par Saito et al. (1992) sur Streptococcus sobrinus AHT et par Lu et al. (2003)
et Hu et al. (2007) sur E. coli. Dans leurs travaux, Huang et al. (2000) ont réalisé des mesures
de perméabilité aux petites molécules telle que PTONPG ! et de fuite de plus grosses molécules
telle que la S-D-galactosidase apres quelques minutes de traitement sur E. coli. L’étude de Go-
gniat et al. (2006) montre également cette augmentation de la perméabilité membranaire par
cytométrie de flux en utilisant une combinaison de deux marqueurs fluorochromes intercalants
de 'ADN, l'un pouvant diffuser & travers une membrane intacte (Sybr Green II) et l'autre ne
pouvant passer qu’a travers des membranes 1ésées. Un certain nombre d’études a également
confirmé les dommages engendrés sur la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique de diffé-
rentes bactéries par observations au MEB et/ou au MET, notamment visibles sur la figure 1.18
(Chung et al., 2009; Saito et al., 1992; Sunada et al., 2003; Wu et al., 2010, 2009).

Concernant les bactéries a Gram négatif, le LPS, constitué d’acides gras sensibles a la peroxy-
dation, est la premiere cible des radicaux. Le LPS correspondant aux endotoxines bactériennes,
son altération conduit également a la neutralisation des effets toxiques de la bactérie, méme

apres son inactivation (Sunada et al., 1998).

Les phospholipides sont également tres sensibles a la peroxydation, en particulier les lipides

11. o-nitrophenol -D-galactopyranosideside
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1
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Figure 1.18 — Clichés MEB de cellules d’E.coli (a) non traitées; (b) et (c) apres 2h de traitement
photocatalytique, et (d) aprés 30min de traitement photocatalytique (Wu et al., 2010)

insaturés. Les travaux de Maness et al. (1999) ont montré pour la premiere fois la peroxyda-
tion des lipides membranaires due a l'action de la photocatalyse par mesure du relargage de
malondialdéhyde (MDA), composé chimique utilisé comme indice diagnostic de la peroxydation
lipidique, en parallele a la perte d’activité respiratoire par mesure de la réduction de chlorure de
2,3,5-triphenyltetrazolium. D’autres auteurs ont par la suite confirmé ces observations (Cheng
et al., 2007; Nadtochenko et al., 2006). Face aux attaques oxydatives, la réaction des acides
gras insaturés avec les DRO en présence d’oxygene entraine la formation de nouveaux radicaux
peroxyles, créant ainsi des réactions en chaines qui peuvent induire de nombreux dommages a
la cellule, parfois sur des sites trés éloignés des premieres attaques (Dalrymple et al., 2010).
Bien que la corrélation entre le taux de peroxydation des lipides et 'inactivation des cellules
soit encore incertaine, I’étude de Cheng et al. (2007) sur différents acides gras de Legionella
pneumophila a permis de mettre en avant le caractére déterminant de la composition des acides

dans la sensibilité des cellules bactériennes au traitement par photocatalyse.

Tres peu de travaux se sont concentrés sur la couche de peptidoglycane. Les mécanismes
qui s’y produisent restent encore mal élucidés a ce jour. Les observations de Lu et al. (2003)
au microscope a force atomique ont montré que la couche de peptidoglycane pouvait subir
des dommages induits par les radicaux. On sait également qu’il s’agit d’une couche tres poreuse
permettant la pénétration de particules autour de 2 nm (Demchick et Koch, 1996). La littérature
s’accorde bien sur le réle "retardateur' de la couche de peptidoglycane contre la désinfection
photocatalytique méme si aucune conclusion définitive n’a été établie.

Des dommages sur le matériel intracellulaire ont également été rapportés, notamment au
niveau de ’ADN (Gogniat et Dukan, 2007; Yao et al., 2007). Plusieurs auteurs font état de la
minéralisation totale ou de la destruction totale de cellules bactériennes apreés une période de
traitement suffisante (Greist et al., 2002; Li et al., 2008; Nadtochenko et al., 2008; Saito et al.,
1992; Wei et al., 1994).
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1.3.2.2 Facteurs d’influence du processus photocatalytique pour la dégradation des

micro-organismes

En plus des facteurs d’influence intrinseques au catalyseur ou aux especes impliquées, les

recherches sur le sujet pointent I'impact de deux facteurs majeurs sur 'efficacité bactéricide :

Le contact avec les cellules bactériennes : les études montrent une corrélation entre le taux
d’adsorption sur TiO, et le taux d’inactivation cellulaire (Foster et al., 2011; Gogniat,
2006). Le contact direct favorise I'oxydation des cellules par les trous en surface du photo-
catalyseur (Nadtochenko et al., 2006, 2008) et réduit la compétition avec d’autre especes
organiques oxydables (Cho et al., 2005). En outre, un contact prolongé pourrait entrainer
des dommages physiques aux cellules lorsque le TiO, est hautement cristallin (Caballero
et al., 2009). Au cours d’'une étude sur la désinfection par photocatalyse de cellules ma-
lignes HeLa, Cai et al. (1991) observent une diminution du nombre de cellules en contact
avec du TiO, et maintenues dans le noir pendant 24h. Des clichés au microscope élec-
tronique a transmission révelent la présence de particules a l'intérieur de la cellule. La
cytotoxicité des nanoparticules non irradiées pourrait étre induite par un phénomene de
phagocytose 2.

La phase aqueuse : plusieurs parametres relatifs a la phase aqueuse dans laquelle a lieu la
réaction ont un effet sur 'efficacité du traitement photocatalytique : la présence de matiere
organique ou d’ions en suspension, venant monopoliser les radicaux ou s’adsorber sur les
sites actifs du TiO, a la place des bactéries (Carp et al., 2004; Dunlop et al., 2001) ; le pH
de la solution, modifiant les propriétés de surface du TiO, (Gumy et al., 2006; Rincon et

Pulgarin, 2004) ; la concentration bactérienne, réduisant 'efficacité bactéricide (figure 1.19)
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Figure 1.19 — Evolution de 'inactivation d’E. coli en fonction de la concentration bactérienne initiale.
Synthese des travaux de Maness et al. (1999); Matsunaga et al. (1988); Sunada et al. (2003)

12. Mécanisme d’ingestion de particules étrangeres a la cellule.
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1.3.2.3 Mise en oeuvre du photocatalyseur

Comme expliqué dans la partie 1.3.1.4 précédente, divers moyens de mise en oeuvre ont
été envisagés pour l'application de la photocatalyse. En effet, le photocatalyseur peut étre mis
en place sous forme de particules libres, en suspension dans un milieu aqueux, ou fixées a un
support. Le premier cas présente des limitations du fait d’une étape supplémentaire de séparation

ou de récupération des particules a partir du milieu dépollué.

L’immobilisation du photocatalyseur est nécessaire dans le cadre de la dépollution de I'air
ambiant. Différents procédés de fixation sont utilisés (Bideau et al., 1995; Byrne et al., 1998).
On retrouve des méthodes de trempage-retrait, visant a imprégner le support directement dans
une dispersion de nanoparticules de TiO, et comprenant une étape de fixation par calcination
(Sunada et al., 2003; Zhang et al., 1994) ; les méthodes chimiques sol-gel qui utilisent le principe
de polymérisation mais nécessitent généralement du titane isopropoxyde (Kikuchi et al., 1997;
Ozyildiz et al., 2014), les méthodes chimiques en phase vapeur (Mungkalasiri et al., 2014, 2010) ;
ou encore des méthodes par électrophorese, centrifugation ou plus simplement par sédimentation.
Ces procédés sont néanmoins utilisés a 1’échelle de laboratoire, sur de petits supports ou sur
des réacteurs de taille relativement moyenne qui sont difficilement envisageable a 1’échelle des

matériaux de construction.

Pour des applications dans le Génie Civil, I'inclusion de particules photocatalytiques dans
des peintures ou des lasures a déja montré des propriétés d’assainissement de l'air ambiant en
laboratoire et en situation réelle (Allen et al., 2005, 2008; Martinez et al., 2014, 2011) et permet
ainsi d’envisager cette méthode de mise en oeuvre pour la dépollution biologique de grandes
surfaces intérieures. Cette technique enferme les nanoparticules dans une matrice liante. Une
vigilance particuliere doit ainsi étre portée a (i) ’éventuelle réduction d’efficacité imputée a
I’encapsulation des particules et (ii) la résistance suffisante du liant lui-méme face au processus

photocatalytique en lui méme.

1.3.3 Conclusion

Le principe de la photocatalyse repose sur l'irradiation d’un semi-conducteur par une source
lumineuse d’énergie suffisante pour permettre la création de paires électron-trou. Apreés migration
des charges en surface, les réactions d’oxydoréduction avec des molécules adsorbées sur le semi-
conducteur (H,0, O,) vont entrainer la formation d’especes chimiques instables (Dérivés Réactifs
de I’Oxygene) qui vont intervenir dans les processus de dégradation de la matiére organique

environnante (eau, air, micro-organismes, etc.)

Le dioxyde de titane, par sa disponibilité, son activation proche du rayonnement visible et son
efficacité, est le photocatalyseur le plus étudié et le plus utilisé. Le dopage du dioxyde de titane
(par des ions métalliques par exemple) lui permet méme d’étre activé par un rayonnement visible
et donc d’étre utilisable en environnement intérieur. Cependant, les photocatalyseurs dopés sont
encore en phase de développement. Certains ne montrent pas des efficacités aussi élevées que les

photocatalyseurs conventionnels.
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De par son action oxydante non sélective, le processus photocatalytique permet théorique-
ment la dégradation d’un large spectre de micro-organismes et une action rapide et non réma-
nente. Certains facteurs d’influence de l’activité photocatalytique sur les microorganismes ont

été documentés.

Les études traitant de la photocatalyse bactéricide ont mis en évidence une efficacité bactéri-
cide sur différents micro-organismes pour des intensités lumineuses relativement élevées, pres de
10 W/m?, et parfois méme au-dela des intensités d'usage quotidien, jusqu’a 500 W/m?, avec des
longueurs d’ondes de photons habituellement comprises entre 300 et 400 nm. A notre connais-
sance, aucune étude ne rapporte de telles valeurs d’inactivation avec une intensité lumineuse plus
faible, qui s’apparenterait réellement a un dispositif photocatalytique passif avec des conditions
d’éclairement que ’on retrouve dans un environnement réel.

En outre, ces essais sont le plus souvent réalisés avec du TiO, fixé par un procédé complexe,
requérant des compétences et du matériel particuliers. Des dispositifs passifs sous forme de
lasures photocatalytiques ont peu été étudiés, bien qu’ils soient simples & mettre en ceuvre et

aient déja montré leur efficacité sur la réduction des émissions de COV et NOx dans I’air ambiant.

D’autres réponses sont également envisageables pour la protection des matériaux de construc-
tion contre la prolifération microbienne. Dans un contexte de qualité de 'air intérieur, il est
intéressant de se tourner vers des solutions bio-sourcées. Les molécules d’ester de glycérol, sous-
produits issus de l’agro-industrie, possedent notamment des propriétés particulieres vis-a-vis
de '’eau et un caractére antimicrobien naturel, leur permettant d’étre sérieusement considérées

comme une réponse potentielle a la problématique de prolifération microbienne.
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1.4 Valorisation de monoglycérides bio-sourcés aux propriétés

antimicrobiennes

Le glycérol est un sous-produit issu de ’agro-industrie, notamment de la fabrication de
savon, de biocarburant, de certains alcools... Son utilisation répond également a une production
industrielle de masse, excédentaire par rapport aux débouchés actuels. L’incorporation de ce
type de molécules a des revétements de surface aux propriétés antimicrobiennes est donc une
idée innovante, peu cotiteuse et s’inscrivant dans une démarche éco-responsable de revalorisation
de déchets bio-sourcés. Les molécules a base de glycérol possedent naturellement des propriétés
spécifiques vis-a-vis de I’eau qui les rendent intéressantes pour les matériaux cimentaires. Du fait
de leurs propriétés hygroscopiques et tensioactives, elle peuvent étre utilisées dans de nombreuses

autres applications.

1.4.1 Généralités sur les esters de glycérol

Le glycérol est une molécule aux propriétés hygroscopiques et tensioactives, retrouvée dans
les graisses, les huiles et les phospholipides. Le glycérol peut étre extrait a partir de déchets
issus de la production de matieres biologiques comme le mais et le colza. C’est également un
sous-produit issu de la transesterification d’huiles végétales lors de la production de biodiesel
(Koseoglu, 2006). Les propriétés particulieres des dérivés du glycérol présentent un intérét certain
pour différents secteurs de I'industrie tels que les cosmétiques, ’alimentation, les médicaments,

le textile...

Les monoglycérides (ou monoacylglycérol - MAG) sont des molécules qui comprennent un
résidu d’acide gras lié a un résidu de glycérol par une liaison ester (figure 1.20). Les mono-
et diglycérides d’acides gras sont largement répandus dans l'industrie alimentaire (sous la dé-
nomination E741) en tant qu’émulsifiant et agent de texture principalement. Ils peuvent étre
synthétisé par réaction d’estérification entre le glycérol et un acide carboxylique, produisant une

nouvelle molécule aux propriétés tensioactives. D’autres voies de syntheses sont possibles.

Acide carboxylique Glycérol 1-Monoglycéride +H,0

liaison ester OH

OH
R 0
\( + OHQVOH —> R OH
HO

Résidu acyle Résidu 1-glycérol
(acide gras)

Figure 1.20 — Réaction d’estérification du glycérol : cas général et réaction avec acide undécylénique

1.4.2 Activité antimicrobienne des acides gras et de leurs esters

Depuis de nombreuses années les acides gras et leurs esters sont utilisés pour leur propriétés
antimicrobiennes. Leur efficacité a été montrée contre une large gamme de microorganismes,
incluant des bactéries a Gram positif et & Gram négatif, des levures, des champignons et des

virus (Desbois et Smith, 2009). Cette activité antimicrobienne, microbicide et/ou inhibitrice
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de croissance, est principalement gouvernée par la structure et la forme des molécules, i.e. la
longueur de la chaine carbonée et la présence de doubles liaisons (saturé/insaturé).

Les résultats de la littérature sont parfois contrastés, vraisemblablement du fait des diverses
méthodologies employées, mais des tendances générales émergent quant aux facteurs d’influence

et aux mécanismes de ’activité antimicrobienne de ces produits.

De manieére générale, les études montrent que les chaines moyennes sont plus efficaces contre
les micro-organismes (Isaacs et al., 1995; Kabara et al., 1977; Thormar et al., 1987). Dans leur
état de l'art sur lactivité antimicrobienne d’acides gras et esters, Shibasaki et Kato (1978)
soulignent que 'activité gagne en intensité avec 'augmentation du nombre d’atomes de carbone
jusqu’a 12. Isaacs et al. (1995) ont travaillé sur l'effet de molécules d’acides gras et d’esters sur
virus et bactéries en milieux complexes (lait bovin, humain, et préparation pour nourrissons).
Leurs résultats montrent également que les chaines supérieures a 12 atomes sont moins efficaces.
Selon les auteurs, I'activité élevée des chaines moyennes pourrait étre attribuée d’une part a la
solubilité aqueuse des acides gras possédant des chaines de petites tailles et, d’autre part, au fait
que les chaines plus longues peuvent se lier aux protéines (comme ’albumine) présentes dans

ces milieux et ainsi devenir moins disponibles pour réagir avec les micro-organismes.

Une corrélation a été observée entre le nombre de doubles liaisons et P'activité (Dolezalova
et al., 2010; Knapp et Melly, 1986; Saito et al., 1984) : les molécules insaturées montrent une plus
grande efficacité que les molécules saturées pour une méme longueur de chaine, sur des bactéries a
Gram négatif et a Gram positif (Kabara et al., 1972) ainsi que sur champignons (Dolezalova et al.,
2010). De méme, 'estérification des acides donnerait généralement des produits plus réactifs
(Isaacs et al., 1995; Kabara et al., 1977; Kato et Arima, 1971) avec des efficacités similaires pour

des concentrations en ester jusqu’a 10 fois plus faibles que pour les acides (Thormar et al., 1987).

En outre, 'ensemble des résultats de la littérature révele que la majorité des acides gras et
de leurs esters sont plus efficaces contre les bactéries a Gram positif et les levures que contre les
bactéries & Gram négatif (Galbraith et Miller, 1973; Kabara et al., 1977; Kodicek et Worden,
1945; Miller et al., 1977; Ruzicka et al., 2003; Shibasaki et Kato, 1978; Valentin et al., 2012).
Cette conclusion est également soulignée par Bergsson et al. (2002) qui ont évalué lactivité
antibactérienne de divers monoglycérides sur des bactéries a Gram positif et & Gram négatif.
IIs expliquent que la surface hydrophile de la majorité des bactéries & Gram négatif (téte O des
chaines LPS), la faible fluidité des chaines hydrocarbonées de LPS ainsi que les fortes interactions
latérales entre les molécules de LPS freinent la pénétration des molécules hydrophobes (comme
les lipides) dans la double couche cellulaire. Cependant, les bactéries & Gram négatif possédant
des surfaces & caractére hydrophobes '® sont plus facilement inactivées par les acides gras et

monoglycérides (Bergsson et al., 2002).

1.4.3 Meécanismes d’action

L’action des acides gras et des esters au niveau de la membrane plasmique des cellules est do-

cumentée, bien que ’ensemble des mécanismes d’action en jeux sont encore mal connus. Certains

13. La paroi externe de ces bactéries n’est pas formée de LPS mais de LOS, lipo-oligosaccharides (Preston et al.,
1996).
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effets préjudiciables peuvent étre attribués aux propriétés détergentes en raison de leur structure
amphiphile. Kabara et al. (1977) suggerent différents acteurs de la perturbation de la fluidité
membranaire : des composés lipophiles & longueurs de chaine spécifiques, 'insaturation '* et de
certains groupes fonctionnels hydrophiles. Les observations au MEB et MET de Thormar et al.
(1987) et Bergsson et al. (1998, 2001) montrent la désintégration de la membrane cytoplasmique
sans grands changements sur la paroi cellulaire et la forme générale (figure 1.21).

Les conclusions des travaux de Bergsson et al. (2001) suggeérent la pénétration de la mono-
caprine & travers la couche de peptidoglycane sans provoquer de modifications significatives. En
outre, la différence entre 'activité sur S. aureus et 'activité sur streptocoques serait imputable
aux différences de réticulation des polymeres de peptidoglycane. Au niveau de la membrane plas-
mique, un nombre important d’études fait état d’interférence avec la chaine de transport des
électrons affectant la phosphorylation oxidative (voie métabolique dans la production d’énergie)
ou d’autres protéines impliquées dans le transport de certains composés a 'intérieur de la cellule
(Galbraith et Miller, 1973; Miller et al., 1977; Sheu et Freese, 1972).

Desbois et Smith (2009) listent également d’autres processus relatifs a l'action des acides
gras et des esters qui contribuent a la mort ou a l'inhibition de la croissance bactérienne :
I'inhibition de 'activité enzymatique, l'altération de I’absorption de nutriments, la génération

de péroxydation toxique et de produits oxydants (auto-oxydation) et la lyse cellulaire.

1.4.4 Résistance bactérienne

De la méme fagon que pour le stress oxydatif provoqué par la photocatalyse, les micro-
organismes disposent de moyens de défense actifs ou passifs vis-a-vis des agressions extérieures.
Comme détaillé précédemment, les chercheurs font état d’une plus grande résistance des bactéries
a Gram-négatif vraisemblablement expliquée par la plus grande complexité de leur paroi (Kabara
et al., 1977).

D’autres mécanismes ont été observés dans la mise en place de stratégies de défense des
bactéries. Clarke et al. (2007) ont observé la production d’une protéine de surface (IsdA) chez
S. aureus qui a pour effet de diminuer I’hydrophobicité des bactéries, les rendant résistantes a
des acides cutanés a action antimicrobienne. Le phénomeéne a également été observé par Kenny
et al. (2009). La présence de carotenoides sur certains emplacements de la membrane permettrait

également de stabiliser la membrane par diminution de sa fluidité (Desbois et Smith, 2009).

Concernant les Fungi, des chercheurs rapportent la nécessité d’utiliser des concentrations plus
élevées pour constater des effets d’inactivation (Ruzicka et al., 2003). Il a également été rapporté
que certaines especes étaient capables d’utiliser le carbone présent dans des monoglycérides pour

croitre dans un milieu incomplet (Dolezalova et al., 2010).

1.4.5 Conclusion

Les monoglycérides sont des molécules qui possédent des propriétés spécifiques a 1’égard
de I'eau. Ce sont des molécules tensioactives, permettant la solubilisation de certaines phases

dans l’eau. Le caractere antimicrobien de ce type de molécules est avéré en laboratoire contre

14. Par mouvement relatif des atomes les uns par rapports aux autres au sein des molécules
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Figure 1.21 — Clichés au MET de l'effet de la monocaprine sur I'ultrastructure de streptocoques. A, C
et E : cellules témoins avec membrane plasmique (PM), paroi cellulaire (CW) et granules
cytoplasmiques (G) intactes; B, D et F : cellules traitées avec 10 mM de monocaprine pendant 30
minutes, montrant la disparition de la membrane plasmique et des granules et quelques changements
visibles sur la paroi cellulaire (Bergsson et al., 2001)
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divers types de micro-organismes. La littérature souligne l'influence de la longueur des chaines
carbonées et de la présence de doubles liaisons sur Defficacité biocide. Les mécanismes d’action

sont encore peu connus méme si des effets au niveau de la membrane ont été observés.
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1.5 Conclusion de I’étude bibliographique

La premiere partie de cette étude bibliographique visait a poser les bases du contexte de
la dégradation de I’air intérieur par des polluants d’origine biologique. Les études de ’environ-
nement intérieur montrent que les matériaux de construction peuvent facilement devenir des
supports de prolifération microbienne et soulignent 'importance majeure de facteurs influant
la croissance : 'activité de 1’eau, le pH, la composition chimique et les propriétés de surface.
Certaines especes sont déja identifiées et fréquemment retrouvées dans les environnements in-
térieurs humides. Toutefois, de nombreux auteurs soulignent 1’hétérogénéité des résultats et le

manque d’un consensus clair sur les méthodologies d’investigation.

Pour répondre a cette problématique de colonisation microbienne, la photocatalyse, procédé
dépolluant simple et ne nécessitant pas de source d’énergie spécifique, est présentée comme une
solution envisageable. Son principe repose sur la photo-génération d’especes oxydantes réactives
agissant sur une large gamme de polluants, en phase aérienne (COV, NOx,...) ou en phase
aqueuse (micro-organismes, ...).

Les parameétres d’essai et la mise en oeuvre du photocatalyseur sont des facteurs d’influence
de Defficacité annoncée dans la littérature. En outre, ce chapitre met également en lumiere le
manque d’études sur des dispositifs passifs simples et utilisables in situ, tels que les lasures

photocatalytiques.

Ce chapitre fait également le point sur des molécules d’acides gras et d’esters, aux proprié-
tés hygroscopiques et antimicrobiennes intéressantes. Leur efficacité de désinfection sur divers
micro-organismes a été présentée. Le mode d’action des molécules, encore peu connu, semble
dépendre de la longueur de la chaine carbonée et de la présence de doubles liaisons. Des esters
de glycérol, sous-produits de la fabrication du biodiesel, sont également envisagés comme une
solution au probleme de prolifération sur les matériaux de construction, en tant que constituants

de revétements antimicrobiens.

L’objectif de ce travail se situe a l'intersection de plusieurs thématiques de recherche et vise
a utiliser les procédés décrits pour conférer aux matériaux de construction de I’environnement

intérieur des propriétés antimicrobiennes.

Les informations tirées de la bibliographie soulignent le manque d’études sur les facteurs d’in-
fluence méthodologique et sur des dispositifs passifs simples, utilisant des particules de TiO,.
Généralement, les études qui traitent de 'efficacité de la photocatalyse montrent des procédés
relativement complexes a mettre en ceuvre, nécessitant des compétences et du matériel spéci-
fiques. Les lasures photocatalytiques pourraient étre une solution intéressante et peu cofiteuse.
Elles ont notamment montré leur efficacité sur la dépollution de I'air dans différentes conditions
expérimentales.

D’autres types de revétements, a base de monoglécérides, sont également envisageables. La
littérature révele un fort potentiel antimicrobien mais, & notre connaissance, encore aucune

utilisation pour protéger les matériaux de construction.

Dans un premier temps, un travail de développement et de mise en ceuvre de dispositifs

expérimentaux est nécessaire afin d’adapter des méthodes d’évaluation microbiologiques sur des
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matériaux particuliers (nanoparticules, revétements, matériaux de construction). Ainsi, plusieurs
essais issus de normes et de travaux antérieurs sont adaptés puis réalisés dans le but d’évaluer
les performances antimicrobiennes de ces matériaux en terme (i) d’activité antibactérienne,
(ii) d’effet bactéricide, (iii) de résistance a la formation de biofilm et (iv) de résistance a la

prolifération par contamination naturelle.

La majeure partie de cette these se concentre sur le principe de la photocatalyse appliquée a
la lutte contre la prolifération microbienne. Aussi, notre démarche a été d’évaluer tout d’abord
les propriétés antibactériennes des nanoparticules de titane seules, avant de les inclure dans une
lasure a base d’eau et d’acrylique. Ce travail préalable est nécessaire afin de mettre en évidence
les divers aspects méthodologiques qui ont un impact significatif sur 'inactivation bactérienne du
TiO,. Par la suite, les nanoparticules peuvent étre incluses dans des revétements, principalement
formulés a base d’eau et d’acrylique, afin de développer des lasures photocatalytiques applicables
simplement sur matériaux de construction. Ces lasures sont également caractérisées et leur

performances sont évaluées aux moyens des dispositifs mis en place.

Une derniere partie explore le potentiel antimicrobien de monoglycérides, qui sont des esters
de glycérol issus de sous-produits de ’agro-industrie. Les propriétés antibactériennes et bacté-
ricides sont d’abord testées, les molécules sont évaluées en tant que revétement pour matériaux

de construction contre la prolifération microbienne.
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2.1 Introduction

Différentes méthodes d’évaluation ont été choisies et mises en ceuvre dans le but d’évaluer les
performances antimicrobiennes des revétements développés pour matériaux de construction. Ces
méthodes d’évaluation, couramment employées en microbiologie, n’étaient pas nécessairement
adaptées a la problématique de ce travail. Aussi, de nombreux essais préliminaires ont été réalisés
pour adapter les conditions expérimentales aux différents matériaux testés : les particules de
TiO, et les revétements de type lasure. Les principales méthodes d’évaluation mises en ceuvre
dans cette étude sont divisées en trois catégories, représentées sur la figure 2.1. Un récapitulatif
de toutes les méthodes d’évaluation et des matériaux testés dans cette étude sont également

présentés en Annexe en fin de chapitre.

Type d'essai

Evaluation Effet bactéricide et/ou Résistance a l'adhésion Bio-réceptivité a
inhibiteur de croissance et au développement 1'échelle du matériau

Principe Contact (0-24h) Contact (0-24h) Prolifération (semaines)
Configuration Boite de Pétri, Plaques multipuits Stockage en

suspension aqueuse condition humide
Souches E. coli, B. Pumilus E. coli Contamination
bactériennes naturelle
Méthode UFC UFC, MEB Analyse d'images
d'évaluation Epifluorescence

900
< ol 888

Figure 2.1 — Vue d’ensemble des méthodes d’évaluation de la résistance aux micro-organismes utilisées
dans ces travaux.

Une partie traite de 'activité antibactérienne des matériaux au moyen d’essais en boites de
Petri ou en suspension. Elle permet d’évaluer les effets bactéricides ou inhibiteurs de croissance.
Le deuxieme type d’essai concerne la résistance a la prolifération de biofilm. Ces essais sont
réalisés en microplaques multipuits, en solution aqueuse, et permettent d’évaluer la résistance
d’un matériau a 'adhésion et au développement des micro-organismes. La derniére catégorie
concerne les essais de résistance a la prolifération par contamination naturelle. Les essais sont
réalisés en chambre humide et donnent une idée de la bio-réceptivité a I’échelle du matériau.

Chacune des méthodologies d’évaluation fournit des informations sur la qualité des proprié-
tés antibactériennes d’un matériau. Les techniques d’analyse sont principalement basées sur la

culture et I'observation.
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La premiére partie de ce chapitre présente les différents matériaux mis en ceuvre et testés au

cours de cette these.

Les parties 3, 4 et 5 décrivent les conditions de mise en ceuvre des manipulations, les méthodes
de conservation et de préparation des souches bactériennes ainsi que les principaux milieux et

réactifs utilisés au cours des différents essais.

Les parties suivantes détaillent la mise en place des méthodes d’essais visant a évaluer les

propriétés antimicrobiennes des matériaux.

La derniére partie présente les méthodes de caractérisation et d’observation réalisées sur les

matériaux.

2.2 Matériaux

2.2.1 Particules de dioxyde de titane

Des particules de TiO, sous forme pulvérulente et sous forme de dispersion aqueuse ont été
utilisées au cours de cette these.

Dans un premier temps, 'objectif était de mettre a jour les parametres d’influence du pro-
cessus photocatalytique obtenu avec du TiO, seul, c’est-a-dire non lié & un dispersant chimique
et non inclus en lasure. Trois poudres de TiO, commerciales couramment utilisées dans la
littérature ont été testées dans le noir! : Millenium PC500, KRONOCIean 7000 (VLP7000),
KRONOClean 7050 (VLP7050).

Les caractéristiques des poudres d’oxyde de titane sont présentées dans le tableau 2.1. La
forme minéralogique principale de ces poudres est ’anatase. Une analyse par diffraction de rayons

X (DRX) a été réalisée sur les trois produits. Les résultats sont présentés sur la figure 2.2.

Millenium PC500 VLP7000 VLP7050

Teneur en TiO, (anatase) 85% 87,5% 85%
Taille des particules (nm) 10-15* ~ 15 ~ 15
Surface spécifique (BET) (m?/g) 375 <225 < 225

Tableau 2.1 — Caractéristiques des poudres de TiO, commerciaux utilisés dans ces travaux, issus des
fiches fournisseurs. Données issues des travaux de Nu Hoai Nguyen et al. (2005)

Les particules sont de taille nanométrique selon les fiches techniques des fournisseurs (Ta-
bleau 2.1) mais les oxydes de titane commercialisés, sous forme de poudre ou de dispersion
aqueuse, présentent un état d’agglomération des particules, lié aux charges de surface, qui fait
que les poudres se trouvent sous forme d’amas de plusieurs centaines de nanometres, parfois de
l'ordre du micrometre (Figure 2.3). L’étude de Nu Hoai Nguyen et al. (2005) met par ailleurs
en évidence des agglomérats de dimension comprise entre 600 et 700 nm pour la poudre de
Millenium PC 500.

Selon la littérature, I'optimisation des rendements photocatalytiques peut étre obtenue par

des tailles de particules nanométriques, qui nécessite généralement un conditionnement des

1. Dans ce cas, il ne s’agit pas d’évaluer I'activité antibactérienne de la photocatalyse mais des particules
elles-mémes
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Anatase

VLP 7050

VLP 7000

PC 500
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Figure 2.2 — Analyse DRX (cathode Co) des dioxydes de titane commerciaux.

poudres. Ces processus de transformation requierent du matériel et des compétences spéciali-
sées. Ne disposant pas des moyens nécessaires a ce conditionnement, et afin de ne pas introduire
un parameétre supplémentaire (produit chimique de dispersion) qui aurait pu avoir un impact
intrinseque sur les micro-organismes, nous avons choisi de travailler avec les poudres non trans-
formées, constituées d’agrégats de l'ordre du micrometre. Dans la suite de cette étude, il est

donc fait mention de particules de TiO, et non de nanoparticules.

Dans le cadre de I'environnement intérieur, le travail de méthodologie sur les parametres
d’influence de la photocatalyse est indispensable pour développer des revétements photocataly-
tiques pour les matériaux de construction. Une bonne efficacité photocatalytique des poudres
de TiO, était ainsi requise pour la mise en place de cette méthodologie. Pour mémoire, les ré-
sultats d’abattement des gaz (NO et NOx) de deux TiO,, conventionnel et dopé, présentés au
chapitre 1, partie 1.3.1.3.2, ont montré des efficacités similaires mais relativement faibles pour
les deux dioxydes de titane irradiés par un néon classique. Lors d’une irradiation par une lu-
miere UV, le dioxyde de titane conventionnel (non dopé) a montré de meilleures performances
que le dioxyde de titane dopé. Par ailleurs, ne disposant pas du recul nécessaire pour s’assu-
rer d’une telle efficacité avec le dioxyde de titane dopé de chez Kronos (VLP7000), nous avons
préféré I'écarter de la suite de notre étude. Notre choix s’est donc porté sur des particules de
TiO, conventionnel, activable par un rayonnement de lumiere UV. Ce type de matériau devra
néanmoins étre étudié dans des travaux ultérieurs.

En outre, des essais préliminaires & ce travail nous ont montré de bons résultats d’abattement

de NOx et NO avec une dispersion utilisant le VLP7050 comme TiO,. C’est donc cette poudre
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de TiO, qui a été utilisée pour évaluer 'influence des facteurs méthodologiques sur l'efficacité
de lactivité antibactérienne photocatalytique. La figure 2.3 présente des clichés au microscope

électronique a balayage réalisés sur le VLP7050 dilué dans de I’eau.

Dans un deuxieme temps, il s’est agit d’évaluer les propriétés de lasures photocatalytiques
incluant des particules de TiO,. Afin d’obtenir la meilleure efficacité possible des revétements
appliqués sur matériaux de construction, une répartition des particules la plus homogene possible
est essentielle. Les poudres de TiO, doivent étre stabilisées en dispersion en phase aqueuse afin de
réduire I’état d’agglomération des particules (Figure 2.3). Dans un premier temps, des lasures ont
été préparées avec le titane VLP7050 sous agitation mécanique. Les résultats d’efficacités sont
présentés au chapitre 4. Ne disposant pas du matériel adapté & cette opération de stabilisation,
nous nous sommes finalement tournés vers une dispersion chimique commerciale : le produit

d’essai Kronos Type 7454.

Figure 2.3 — Clichés MEB d’une poudre de TiO, de chez Kronos diluée dans de 1’eau, non dispersée
chimiquement

2.2.2 Lasures photocatalytiques

Une premiere lasure a base de particules de TiO, a été développée a partir des travaux de
Martinez et al. (2011) et Martinez (2012), traitant de la dépollution de 'air (NOx, COV, ...) et
répondant au cahier des charges suivant :

— efficacité photocatalytique pour 'abattement de la pollution gazeuse (de 30% a 50% d’abat-
tement des NOx et NO (Martinez, 2012))
durabilité de l'accroche du revétement (propriétés mécaniques d’adhésion) (Martinez,
2012)

— transparence du revétement ou homogénéité de la coloration sur matériau

— innocuité : émission de COV faible ou nulle (Martinez et al., 2011)

L’utilisation de TiO, en poudre plutét que sous forme de dispersions a imposé d’adapter
la formulation. En effet, le taux de TiO, en masse seche dans la dispersion chimique n’était
pas égal a 100%. Le Tableau 2.2 présente les 4 constituants principaux utilisés pour formuler

la lasure : de I’eau, des particules de TiO, photocatalytiques et un mélange silicate/acrylique
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comme liant. La teneur en liant doit permettre une tenue suffisante de la lasure sans entrainer de
phénomene d’encapsulation des particules au sein de la matrice. Il est important de rappeler que
la réaction photocatalytique est un phénomene qui dégrade les matieres organiques, incluant les
liants organiques. Aussi, un équilibre est nécessaire dans les dosages entre les liants organique
et inorganique pour permettre d’offrir une résistance vis-a-vis du phénomene photocatalytique

tout en maintenant la dureté et ’accroche du revétement.

Constituants  Quantité (%) Fonction

Eau 75 Solvant

TiO, 5 Photocatalyseur (poudre)

Silicates 12,5 Liant inorganique : résistance a la photocatalyse
Acrylique 7,5 Liants organiques : tenue, accroche

Tableau 2.2 — Constitution de la premiere lasure LP,,;

Les mesures d’activité antimicrobienne de cette lasure sont exposés dans le chapitre 4. Une
vérification au papier pH nous a permis d’observer un gradient de pH dans une goutte déposée
sur la lasure (Figure 2.4). Le pH au sein de la goutte était autour de 7 tandis qu’au contact du

revétement, la solution avait un pH autour de 12, démontrant le caractére alcalin de celui-ci.

Papier pH

Goutte de 1/500 NB

Lasure

Figure 2.4 — Schéma d’estimation du pH d’une goutte d’inoculum au contact de la lasure LP,4;

Afin de découpler les effets antibactériens liés a la photocatalyse et au pH basique, deux autres
lasures ont été formulées, sans silicates, en augmentant légerement la quantité d’acrylique. Les
résultats d’expérience sont également présentés dans le chapitre 4. La derniére lasure est celle qui
est étudiée dans la suite du chapitre. Elle a été formulée avec la dispersion chimique commerciale
de chez Kronos, Type 7454. Les constituants de la lasure, notée LPg;,, sont présentés dans le
tableau 2.3.

Constituants Quantité (%)
Eau 93
TiO,, dispersion

Acrylique

Tableau 2.3 — Constitution de la lasure LPg;,, choisie pour la suite de cette étude.

Le tableau 2.4 présente un récapitulatif de toutes les lasures photocatalytiques (LP) formulées

et testées au cours de ces travaux.
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Réf. TiO, Silicates
LP,s; Poudre VLP7050 Oui
LP,; Poudre VLP7050 Non
LP,o Poudre VLP7050 Non
LP4s Dispersion chimique 7454 Non

Tableau 2.4 — Liste synthétique des lasures photocatalytiques utilisées au cours de ces travaux de
these.

2.2.3 Matériaux supports

Différents matériaux ont été utilisés comme support des lasures photocatalytiques pour éva-
luer leurs propriétés antibactériennes :
— des lamelles de verre (26 x 76 mm) couramment employées en microscopie optique
— des membranes Isopore en polycarbonate (Millipore), avec les caractéristiques physiques
suivantes : diametre membrane = 47 mm ; diametre pores de 0,4 pm ; porosité = 5% —20% ;

— des tranches de cylindres de pates de ciment

2.2.3.1 Préparation des pates de ciment

Il a été vu dans le chapitre 1 que le pH est un facteur déterminant de la croissance micro-
bienne, notamment sur les matériaux de construction. Dans leur travaux sur le développement
d’essais accélérés en laboratoire pour étudier la prolifération fongique, Wiktor et al. (2009, 2010)
ont montré que, pour des matériaux cimentaires, la diminution du pH de surface était nécessaire
a 'augmentation de la bio-réceptivité des matériaux. Les matériaux cimentaires aux jeunes ages
ne sont pas, ou trés peu, sensibles a la colonisation microbienne, du fait des pH alcalins autour
de 12-13. De maniére générale, la bio-réceptivité de ces matériaux augmente dans le temps,
a mesure que les phénomenes de carbonatation se déclenchent et réduisent le pH de surface.
Mais ces processus se déroulent tres lentement. C’est pourquoi, dans le cadre de nos essais en

laboratoire, la réalisation d’un vieillissement accéléré des matrices cimentaires est essentielle.

Du ciment Portland ordinaire, CEM I 52 5R, a été utilisé pour couler les pates de ciment
dans des petits moules cylindriques (d= 2,8 cm;h &~ 1 cm) avec un ratio E/C égal a 0,5. Les
échantillons ont été démoulés aprés 24h en condition endogene et stockés en chambre humide
(100%HR, température ambiante) pendant 27 jours. Puis, les échantillons ont subi une étape
de lixiviation, décrite ci-dessous, avant d’étre a nouveau placés en chambre humide jusqu’a

I’application du revétement photocatalytique pour le test.

Apres I’étape de lixiviation et une semaine avant chaque essai, les cylindres ont été enduits
de 0,5 ml de lasure LP,s ou de lasure témoin sans particule de TiO,, a ’aide d'une pipette,
de fagon a recouvrir la totalité de la surface puis disposés sous hotte a flux laminaire pour
séchage pendant approximativement 8h. Aprés ce temps, une couche homogene s’est formée sur
I’ensemble des échantillons. Toutefois, sur certains cylindres la couche était craquelée. Lorsque
cela s’est produit, 'adhésion de la lasure au support a été jugée compromise et les échantillons

ont été nettoyés puis recouverts a nouveau de 0,5 ml de lasure, de fagon a obtenir une couche
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homogene. Apres le séchage, les échantillons ont été placés sous irradiation UV pendant environ

80h & 3 W/m2.

2.2.3.1.1 Protocole de lixiviation des pates de ciment : Le schéma de montage du
protocole de lixiviation est présenté sur la figure 2.5. Le dispositif était composé d’un réacteur
en verre (borosilicate) de volume utile 2 litres. Le réacteur était alimenté continuellement par
une solution lixiviante grace & une pompe digitale Cole Parmer (Masterflex L/S). Le débit avait
été réglé a 1,4 ml/min, de fagon a renouveler la solution du réacteur en 24 heures. La solution
lixiviante était une solution aqueuse d’acide acétique (CH;COOH), dosée a 0,12 mol/1 et dont le
pH avait été ajusté, a I’aide de soude (NaOH) 0,076 mol/1, & 4,7. Le pH de la solution en sortie de
réacteur était controlé quotidiennement. Le dispositif était maintenu actif, en approvisionnant
le réservoir régulierement avec le mélange acide acétique / soude, jusqu’a obtention d'un pH de

surface des échantillons autour de 7.

Evacuation
R
Echantillons
Pompe

Réacteur

Réserve
de solution
lixiviante

Figure 2.5 — Schéma de montage de ’étape de lixiviation des pates de ciment.

2.2.4 Ester de glycérol

Des monoglycérides (MG) sont utilisés dans le cadre de cette these. Il s’agit de produits dont
la formule est confidentielle, qui ont été développés dans un projet antérieur avec le LMDC.

Différents essais ont été menés afin d’évaluer ’activité antimicrobienne de ces monoglycérides.
Ces essais ont également un objectif de valorisation de sous-produits issus de ’agro-industrie,
dans le cadre de I’élaboration de solutions a destination de l'industrie du BTP. 1l s’agit de
produits issus de 'esterification du glycérol avec différents acides, permettant la formation de
sous-produits, tels que le monooctanoate de glycérol ou le monodécanoate de glécyrol, avec des

propriétés tensioactives.

2.3 Souches Bactériennes

Deux souches bactériennes ont été utilisées dans ces travaux :
— FEscherichia coli CIP 53126
— Bacillus Pumilus CIP 53126
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Les souches de collection de I'Institut Pasteur ont été utilisées en suspension. Elles sont
conservées a -80 °C en bouillon Eugon avec 10% de glycérol. Avant chaque essai, les cellules
bactériennes sont pré-cultivées en tube sur TSA (Tryptocaséine Soja Agar) en pente. Elles sont
ensuite transférées sur boite de Petri et incubées a 36 °C+1 °C pendant 24 & 48h. Puis, les
cellules bactériennes sont transférées a 'aide d’une anse en plastique (oése) sur une nouvelle
gélose TSA et incubée a 36 °C £+ 1 °C pendant 16h a 24h. Lors de chaque expérience, on utilise

le dernier repiquage pour réaliser la suspension bactérienne d’essai.

Préparation de spores de Bacillus Pumilus

La suspension de spores de Bacillus Pumilus CIP 52.62 a été réalisée selon les préconisations
de la norme NF T 72-281 (2009). Un bouillon de culture (TGB) et une gélose (MYA) spécifiques
ont été préparés (Tableau 2.5 et 2.6, p. 83). Apres stérilisation & 'autoclave (121°C, 15 min),

la gélose MYA en surfusion est répartie dans des fioles de Roux stériles.

Une oése de cellules végétatives de B. Pumilus sur TSA est dispersée dans 10 ml de bouillon
TGB. La concentration est ajustée & environ 108 UFC/ml au spectrophotomeétre, puis diluée
pour obtenirl08 UFC/ml. Le tube est ensuite incubé & 30 °C pendant 24h.

Apres incubation, environ 5 ml de suspension sont transférés dans une fiole de Roux contenant
la gélose MYA. La fiole est inclinée dans plusieurs directions de maniere a ce que I'inoculum
recouvre la totalité de la surface. L’inoculum en exces est pipetté et rejeté. Les fioles de Roux
ainsi inoculées sont incubées a 30 °C en prenant garde a laisser les bouchons légérement dévissés.

A partir de 5 jours d’incubation, ’état de sporulation est controlé régulierement. Des colo-
rations de Gram ? sont réalisées a partir de prélevements & I'oese dans la boite de Roux. Cette
étape donne une indication sur la quantité de bactéries végétatives encore présentes.

Apres 20 jours d’incubation, les cultures sont récupérées a ’aide de 15 ml d’eau distillée stérile
et placées dans un tube Falcon. Les échantillons sont centrifugés & 3600 tours/min pendant 20
minutes puis le surnageant est éliminé. De 'eau distillée stérile (EDS) est ajoutée en quantité
suffisante pour un volume de 15 ml et ’étape précédente est répétée 3 fois (4 lavages au total).
La suspension est transférée dans un flacon Shott avec bouchon qui est placé au bain marie a
75 °C pendant 10 minutes pour élimination des formes végétatives résiduelles. Les spores sont
ensuite titrées par une série de dilutions au 10° ensemencées sur gélose T'S. Elles sont finalement

conservées a -20 °C jusqu’a utilisation.

2.4 Milieux de cultures et réactifs

2.4.1 Milieux de culture gélosé

Un milieu gélosé trypticase-soja (Tableau 2.5) a été utilisé comme milieu de culture solide
pour le dénombrement des UFC microbiennes. Les ensemencements des boites de Petri ont été
réalisés par inclusion de 1 ml de suspension bactérienne dans 10 & 15 ml de gélose en surfusion
(~ 45 °C).

2. Protocole détaillé en fin de chapitre, page 102
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Un milieu spécifique a été réalisé pour I'étape de préparation des spores de B. pumilus. La

composition du milieu est également présentée dans le tableau 2.5.

Milieux Composants Concentration (g/L)
TSA Tryptone 15,0
Peptone de soja 5,0
Chlorure de sodium 5,0
Agar 15,0
Gélose MYA Extrait de viande 10,0
Extrait de levure 2,0
MnSO,,H,0 0,04
Agar 15,0

Tableau 2.5 — Composants des milieux de culture utilisés pour le dénombrement des UFC (TSA) et la
préparation de spores de B. Pumilus (MYA). Conservation : 1 mois max & 4°C.

2.4.2 Milieux liquides

Différents milieux liquides ont été utilisés au cours de ces travaux. Le premier est le milieu
Nutrient Broth, préparé d’apres la norme JIS 7 2801 (2010). Un autre milieu a été préparé pour

préparer les spores de B. pumilus. Les compositions sont présentées dans le tableau 2.6.

L’étape de récupération des bactéries a partir du matériau testé a nécessité 'usage d’un agent
tensioactif non-ionique. Une solution de récupération a été préparée d’apres la norme JIS Z 2801
(2010) a partir des composants suivants : caséine peptone, peptone de soja, chlorure de sodium,

phosphate de sodium dibasique, glucose, lécithine et Tween 80 (Tableau 2.6).

Un milieu spécifique est utilisé pour évaluer la formation de biofilm. La préparation de
ce bouillon est issue de nombreux travaux sur la formation de biofilms de différentes especes
bactériennes : (Alasri et al., 1992; Campanac et al., 2002; Khalilzadeh et al., 2010; Pineau et al.,
1997; Samrakandi et al., 1997).

Le tableau 2.7 présente les différents composants du Bouillon Biofilm Modifié (BBM). Afin
d’éviter la précipitation d’un des composants (MgSO,), celui-ci doit étre autoclavé séparément.
2.5 Préparation des suspensions bactériennes et dénombrement

2.5.1 Préparation des suspensions d’essai

Pour I’ensemble des manipulations, la suspension bactérienne d’essai (inoculum) est réalisé

de la méme maniére. Seule la concentration finale peut changer en fonction du type d’essai.

Une oése de la derniére culture bactérienne, préparée en 2.3, est dispersée, selon le type de
test, soit dans 9 ml du bouillon NB dilué au 500¢ (JIS Z 2801, 2010), soit dans 9 ml d’eau
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Milieux Composants Concentration (g/L)
Bouillon TGB  Extrait de levure 2,5
Triptone 5,0
Glucose 1,0
NB Extrait de viande 3,0
Peptone 10,0
NaCl 5,0
(NH,),S0, 1,0
SCDLP Tryptone 17,0
Peptone de soja 3,0
NaCl 5,0
Na,HPO, 2,5,0
Glucose 2,5
Lécithine 1,0
Tween 80 7,0

Tableau 2.6 — Composants des milieux liquides utilisés. Valeurs de masse séche pour 1 1 d’eau distillée
stérile. Conservation : 1 mois max a 4°C.

distillée stérile. La concentration de la suspension bactérienne est ajustée a environ 10% UFC/ml
a l'aide d’un spectrophotometre (640 nm). Afin de vérifier la concentration, une série de dilution
au dixieme est réalisée et 2 x 1 ml de la dilution 10~% sont ensemencés par inclusion en gélose
TS. La suspension d’essai (inoculum) est également préparée par série de dilutions a partir de la

suspension bactérienne initiale & une concentration finale entre 2,5 x 10° et 10 x 10° UFC/ml.

2.5.2 Dénombrement

Apres chaque expérience, une étape de neutralisation de l'effet antibactérien est réalisée par
filtration ou par ajout de milieu SCDLP. Les suspensions bactériennes (sur témoins et matériaux

tests) sont récupérées et diluées en séries au 10°. Pour chaque dilution, 2 x 1 ml sont ensemencés

Composants Concentration (g/L)
FeSO,,7H,0 0,0005
Na,HPO, 1,25
KH,PO, 0,5
(NH,),S0, 0,1
Glucose 0,05
MgSO,,7H,0* 0,2

Tableau 2.7 — Composition du Bouillon Biofilm Modifié. * A autoclaver séparément.
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en gélose TS dans deux boites de Petri distinctes et incubés a 36°C pendant 48h.

Apres incubation, les UFC sont dénombrées sur gélose. Les limites d’acceptation de comptage
sont situées entre 30 et 330 UFC sur une boite de Petri entiere et entre 14 et 165 sur membrane
de filtration.

Lorsque le nombre d’"UFC sur la plus faible dilution est <1, 1 est pris comme nombre d’UFC
par défaut et le signe < est noté devant la moyenne; lorsque le nombre d’'UFC est supérieur
a 330 sur la dilution la plus élevée, 330 est pris pour le calcul et le signe > est noté devant la

moyenne.

2.5.3 Calculs

A partir de la lecture du nombre d’"UFC sur 2 boites de Petri par dilution, on peut remonter

au nombre total de bactéries contenues dans 1’échantillon :

N1+ N

i = 2.1
2x F ( )

Ou N7 et Ny sont les nombres d’UFC directement lus et F' est le facteur de dilution. IV; corres-
pond ainsi au nombre d’UFC sur une dilution.
Le calcul des UFC est effectué pour chaque échantillon, qui compte trois réplicats par confi-

guration. La moyenne des trois valeurs est utilisée pour le calcul de 'activité antibactérienne.

L’activité antibactérienne est alors calculée comme la différence entre la moyenne des UFC
relevées sur les 3 témoins et la moyenne des UFC sur les 3 échantillons de matériau a tester, en

logarithme de base 10. Ainsi :

Niem
A =log (Ntem) — log (Nmat) = log ( : )

2.2
Nmat ( )

Ou A correspond a activité antibactérienne ; Nyuqt €t Nyey, sont les nombres d’'UFC (moyenne
des triplicats) sur le matériau testé et sur le témoin, respectivement. Pour chaque essai, un
test t de Student a été réalisé afin de s’assurer que la différence entre N,,q¢ et Niey soit si-
gnificative. Ainsi, les activités antibactériennes présentées dans cette thése sont suivies de la
mention "p=0,001", ou p correspond a la probabilité d’une activité nulle (Np,at = Niem). De
maniére générale, un résultat est considéré comme significatif lorsque p<0,05 (qui correspond
a un intervalle de confiance de 95%). Les résultats sont donnés avec les erreurs standards (es)

correspondantes, de la maniére suivante : moyenne=es.

Les études traitant de la désinfection photocatalytique rapportent également leurs résultats

en terme d’activité relative par rapport au témoin :

log (Ntem) - 1Og (Nmat))
Ar = ( x 100
log(Ntem)
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2.6 Evaluation de ’activité antibactérienne selon les normes JIS
Z 2801 et ISO 27447

La norme JIS 7 2801 (2010) décrit une méthode standardisée d’évaluation de l'activité an-
tibactérienne d’une surface. L’essai porte sur F. coli et S. aureus CIP avec une évaluation de

I'activité antibactérienne aprés 24h de contact d'une suspension dosée a 10° UFC/ml sur une
surface de 4 cmx 4 cm a 35°C & 1°C et a plus de 90% HR.

L’action antimicrobienne est évaluée par dénombrement des UFC (Unité Formant Colonie)
récupérées a partir de la surface d’essai vs la surface témoin (sans activité antibactérienne) ou

vs une surface de controle (comme le fond d’une boite de Petri par exemple).

La norme ISO 27447 (2009) est semblable a la norme JIS mais pour I'évaluation de lactivité

antibactérienne de céramiques photocatalytiques.

Dans le cadre des essais réalisés au cours de cette these, et en considérant nos objectifs,
certaines conditions d’essai ont été adaptées :

— une température de 25°C, considérée comme une température ambiante,

— des temps de contact plus courts,

— un micro-organisme différent : spores de B. pumilus

2.6.1 Parametres d’essai
2.6.1.1 Configuration de 1’essai

Afin d’éviter un séchage de I'inoculum et d’entrainer I'inactivation des cellules bactériennes,
des boites de Petri en borosilicate® ont été spécialement fabriquées avec un anneau externe
capable de recevoir une solution saturée de nitrate de potassium (KNOj) (Figure 2.6); une
humidité relative autour de 90% a ainsi pu étre maintenue a l'intérieur des boites pour chaque
échantillon. Les essais ont été réalisés dans une piece climatisée a 25°C. Le suivi des conditions
hygrométriques a été effectué sur deux essais a I’aide de hygropuces (Waranet) placées dans les
boites congues (Figure 2.6).

Pour chaque essai, deux configurations sont lancées en paralléle : Avec / Sans irradiation
lumineuse. Des boites en borosilicates contenant des échantillons avec du TiO, et des boites
témoins sans TiO, sont placées dans les deux configurations comme l'indique le schéma de la
figure 2.7.

2.6.1.2 Irradiation lumineuse

Les valeurs d’irradiance annoncées généralement dans la littérature sont tres variées : au-
tour de 10 W/m? (Maness et al., 1999; Sunada et al., 1998, 2003) jusqu’a 500 W/m? (pour
des longueurs d’ondes de photons habituellement comprises entre 300 et 400 nm). Ces valeurs
s’éloignent des conditions d’éclairement intérieur, ou la part d’'UV est généralement plus faible.
A titre comparatif, des valeurs d’éclairement énergétique autour de 30 W/m? ont été mesurées

en extérieur, par une journée ensoleillée (BIof et Elfenthal, 2007; Fujishima et Zhang, 2006;

3. Le borosilicate a notamment été choisi pour sa capacité a laisser passer les UV et sa résistance a ’autoclavage
a 121°C.
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Figure 2.6 — Gauche : Schéma de la boite en borosilicate. Droite : Diagramme de suivi des conditions
hygrométriques pendant un essai, a l'intérieur et a 'extérieur d’une boite de Petri en borosilicate.

Boite en borosilicate Source UV

Configuration maintenue dans le noir

Echantillons avec TiO,

Témoins

Echantillons avec TiO,

Témoins

Figure 2.7 — Schéma des configurations de I'essai d’inactivation en boite de Petri.
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Martinez et al., 2011), et entre 5 et 10 W/m? lors de journées nuageuses (Hiisken et al., 2009;
Martinez, 2012).

Quelques études ont indiqué l'inactivation de micro-organismes a des valeurs d’irradiance
autour de 0,01 W/m? (Ishiguro et al., 2011), avec des taux d’inactivation bien inférieurs, confir-
mant I'impact majeur de l'irradiance sur l'efficacité du processus.

En outre, les ultraviolets de longueurs d’ondes autour de 325-400 nm peuvent créer des dom-
mages importants aux micro-organismes et entrainer leur mort. Parmi les mécanismes décrits,
ils sont notamment susceptibles d’engendrer des cassures au niveau des brins d’ADN (Prescott
et al., 2010). La norme ISO 27447 (2009) recommande ['utilisation de faibles irradiances pour
les essais photocatalytiques et présente des cinétiques d’inactivation de bactéries sur des cellules

irradiées aux UV.

Les figures 2.8 et 2.9 montrent I'inactivation bactérienne sur des cellules de E. coli soumises
a une irradiation UV. La figure 2.8 présente le graphique disponible dans la norme ISO 27447
(2009) ; la figure 2.9 montre les résultats d’essai selon différentes configurations : avec/sans
couvercle en borosilicate et dans le noir. Le témoin dans le noir montre une croissance de pres
de 2 log en 24h d’essai tandis qu’aucune bactérie n’a été détectée sur les échantillons irradiés
aux UV a environ 2,5 W/m?. La configuration avec un couvercle en borosilicate, qui permet
de maintenir ’hygrométrie dans la boite tout en laissant passer les radiations UV, ne perturbe
que tres légerement la croissance bactérienne en 24 h. Pour les trois configurations, aucune

perturbation n’est visible dans les 6 premieres heures de test.

—&— 0,10 mW/cm?
—e— 0,25 mW/cm?
—8— 0,30 mW/cm?
—o— 0,50 mWicm?
—— 1

1 L 1 1 1 1 1

Key

X irradiation time (h)

Y survival bacteria (LOG)
1 inthe dark

Figure 2.8 — Effet d’une irradiation UV sur la survie de cellules bactériennes E.coli, (ISO 27447, 2009).

Ainsi, lors de I’élaboration du dispositif expérimental, le type, 'emplacement et la puissance
du luminaire devait permettre de satisfaire a un ensemble de parametres liés a Iactivation du

photocatalyseur en prenant soin d’éviter toute action létale du rayonnement UV sur les bactéries.
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Figure 2.9 — Effet d’une irradiation UV sur la survie de cellules bactériennes F.coli lors d’un essai en
boite de Petri, irradiance ~ 2,5 W /m?.

Des tubes néons de lumiere noire 8 W ont été choisis. La distance entre les lampes et les
échantillons a été ajustée de manieére a obtenir une irradiance appropriée pour l'essai sans aug-
mentation trop importante de la température. Les essais ont été menés entre 2 et 4 W/m?.
L’irradiance est mesurée au niveau des échantillons & 'aide d’un optometre (Gigahertz-Optik

X11) équipé d’une sonde radiométrique dans la gamme de longueur d’onde 310-400 nm.

2.6.2 Validation de I’étape de neutralisation

Dans cette étude, le principe des expérimentations repose I’évaluation de 'activité antibac-
térienne apres un temps de contact défini entre des cellules bactériennes et le matériau photo-
catalytique. Afin d’étudier 'inactivation bactérienne des supports pendant un temps donné, il
a été nécessaire, dans un premier temps, de valider les étapes de neutralisation de 'agent ou
des agents antimicrobiens et de récupération des micro-organismes. Ces étapes visaient a éviter
des biais dans les mesures dans le cas ou : (a) la récupération emporte également une partie
du matériau antimicrobien toujours actif et le processus d’inactivation se poursuit jusqu’a la
lecture des résultats 48 heures plus tard, le nombre d’'UFC est alors sous estimé, ou (b) la ré-
cupération n’est pas compléte et une partie des organismes ne peut pas étre récupérée a partir

des échantillons.

Pour I'expérience de mise en contact de cellules bactériennes avec des particules de TiO, non
immobilisées sur support, une étape de filtration sur membrane a été choisie comme méthode
de neutralisation/séparation. La membrane est choisie avec un diametre de pore suffisamment
petit pour retenir les bactéries et assez large pour laisser passer les particules de TiO,. L’objectif
n’était pas de viser la séparation intégrale des bactéries et des particules mais plus simplement
de s’assurer que la séparation était suffisante pour stopper d’éventuels effets antibactériens post-

expérimentaux. Le principe de la validation consistait donc a comparer le nombre d’"UFC sur
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une membrane utilisée pour filtrer une suspension bactérienne contenant des particules de TiO,

et une membrane ayant filtré une suspension bactérienne témoin.

La validation du protocole a été effectuée pour 3 types de dioxyde de titane commerciaux
(Millenium PC500, Kronos 7000 et Kronos 7050) ayant été irradiés aux UV pendant plusieurs
heures préalablement a la filtration. Des membranes Millipore en ester de cellulose (d = 47 mm,
¢ = 0,45 nm) ont été utilisées pour les filtrations tout au long de nos travaux. Les filtrations ont
été réalisées sur une rampe a trois postes reliée a une fiole d’évacuation de 5 1 elle-méme reliée
a une pompe (Figure 2.10). Le TiO, en suspension a été testé avec une suspension de cellules

E. coli et avec une suspension de spores de B. Pumilus, ajustées a environ 10> UFC/ml.

TiO, (15 g/l) + TiO, (1 g/l) +
bactéries bactéries

bactéries

Evacuation

membranes ‘

Figure 2.10 — Schéma de principe de la validation du protocole de filtration

TSA

Pour chaque configuration, 1 ml de chacune des trois suspensions (bactéries seules, bactéries
+ TiO, (15 g/1) et bactéries + TiO, (1 g/1) ) a été transféré dans des entonnoirs de filtrations
avec environ 30 ml d’eau distillée stérile pour filtration. Les cuves ont ensuite été rincées deux
fois a ’eau distillée stérile. Les membranes ont été délicatement récupérées et placées sur gélose
TS en boite de Petri pré-coulées. Les boites ont ensuite été incubées a 36 °C pendant 48h pour
la lecture. Les limites d’acceptation de comptage sur membrane étaient comprises entre 14 et
165 UFC.

2.6.3 Protocole expérimental

L’ensemble de la procédure d’essai proprement dit est schématisé sur la Figure 2.11.

Au total 3 configurations sont testées par essai : une configuration & T=0h, pour validation
de la neutralisation et de la récupération, une configuration maintenue dans le noir pendant la
durée de ’essai et une configuration irradiée aux UV. Pour chaque configuration, 3 échantillons
témoins sans TiO, et 3 échantillons avec TiO, sont testés. Les échantillons sont placés dans

les boites de Petri en borosilicate et sont inoculés avec 400 ml de la suspension d’essai. Les
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échantillons T=t sont incubés en conditions de test, selon les configurations dans le noir /
irradié aux UV, et les échantillons T=0h sont immédiatement neutralisés et récupérés. Apres
une période de test t désirée, les échantillons d’essai sont récupérés de la méme maniere. Les

géloses TS sont incubées a 36°C pendant 48h avant dénombrement des UFC.

Bactéries

Subculture Echantillons
Préparation
Pré-culture, culture et suspension P —
Jour 1 et 2 — Réglage irradiation Iumineus?
Lampe, intensité, position
E"El p p
—
I —— —
( Inoculation des échantillons ]
3 traités + 3 témoins 3 traités + 3 témoins | 3 traités + 3 témoins

Jour 3 Echantillons Echantillons Echantillons W,
post-test (T=0h) maintenus dans le noir irradiés par UV B "
Récupération 3“"
) + Récupération Récupération T
i} “Ensemencement + +
) Ensemencement Ensemencement
i J
/\ . . .
OO Lecture (comptage) du nombre de bacteries viables-cultivables (UFC)
Jour 5 i

Calcul de I'activité

Figure 2.11 — Organigramme du protocole de test : Activité antibactérienne. Adapté de ISO 27447
(2009)

2.7 Evaluation de ’activité antibactérienne en suspension

2.7.1 Essai réalisé dans les conditions de la JIS Z 2801

Afin d’évaluer certains facteurs d’influence de la méthodologie sur l'efficacité de la photo-
catalyse, des essais d’évaluation de la cinétique d’inactivation bactérienne ont également été
réalisés en suspension aqueuse sous agitation magnétique. Cette approche a déja été menée dans
la littérature (Gogniat et al., 2006; Saito et al., 1992). Elle permet d’évaluer la cinétique d’inac-
tivation assez rapidement, contrairement a ’essai en boite de Petri, par prélevement d’aliquots
a différentes échéances directement a partir de la suspension testée.

Les conditions d’essai sont les mémes que pour I’évaluation de 'activité antibactérienne en
boite de Petri, c’est-a-dire :

— une température ambiante (25°C)

— des temps de contact plus courts

— un seul micro-organisme : E. coli

Les résultats présentent le nombre de bactéries viables cultivables survivantes en terme
d’UFC.
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2.7.1.1 Configuration de 1’essai

L’essai est entierement réalisé sous PSM. Des suspensions bactériennes sont disposées dans
des béchers et placées sur des agitateurs magnétiques, schématisés sur la figure 2.12. Afin d’éviter

I’évaporation durant ’expérience, les béchers sont recouverts de couvercles en borosilicate.

.\ Source UV

Suspension:

TiO, + Bactéries , o
Suspension témoin,

sans TiO,

Couvercle en
borosilicate

Agitateurs
magnétiques

Figure 2.12 — Schéma de principe de ’essai cinétique d’inactivation bactérienne

2.7.1.2 Irradiation lumineuse

Dans le but de compenser un éventuel effet de filtration des UV par la suspension test, la
configuration est ajustée de manicre a obtenir une irradiance de 5 W/m? sur les échantillons

pendant la durée totale de I’essai.

Un témoin sans TiO, est suivi en parallele afin de s’assurer de I'innocuité du traitement UV

sur les cellules.

2.7.1.3 Protocole expérimental

Des particules de titane sont mises en suspension dans un bécher avec 27 ml d’eau distillée
stérile, ou du bouillon 1/500 NB, dépendamment du test. Puis, 3 ml de la suspension d’essai,
préparée en 2.5, sont ajoutés pour réaliser la suspension test finale. Les concentrations ont été
ajustées de maniére & obtenir 1 g/1 de TiO, et entre 7 x 10% et 1 x 10° UFC/ml de cellules bac-
tériennes dans la suspension d’essai. Une suspension bactérienne témoin est également réalisée

sans TiO,.

Au temps t = 0h, les béchers sont inoculés avec les suspensions bactériennes comme sus-
mentionné, la lampe UV est allumée et les agitateurs sont mis en marche. Le protocole de
récupération est présenté sur la figure 2.13. Un aliquot de 1 ml de chaque suspension est prélevé
toutes les 30 min pendant 4 h. Les aliquots sont dilués successivement au 10° dans du tampon

phosphate jusqu’a obtenir un nombre d’UFC compris entre 30 et 300 (estimation). 2 x 1 ml de
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chaque dilution sont ensemencés dans 2 boites de Petri contenant chacune 10 & 15 ml de TSA

en surfusion. Apres solidification, les boites sont incubées & 36 °C pendant 48 h pour comptage

des UFC.
E 9mL :ﬂ?h Gélose

Tamp. phos Tamp. phos

Récupération mssp  Dilution ===l Comptage (30 - 300)

Figure 2.13 — Schéma de principe de I'essai cinétique d’inactivation bactérienne

Pour des raisons matérielles, un seul échantillon a été lancé par essai. Les résultats présentés

sont la moyenne de trois essais réalisés dans les mémes conditions.

2.7.2 Essais de bactéricidie selon la norme NF EN 1040

Le mode opératoire de I'essai est décrit dans la norme NF EN 1040 (2006). Le principe de
I’essai repose sur la mise en contact entre un produit et une suspension bactérienne dans un
tube a essai placé au bain-marie a température controlée pendant un temps ¢ relativement court
(quelques minutes). L’objectif est de déterminer la puissance bactéricide d’un agent chimique.

Trois vérifications témoins sont requises pour mener ce type d’essai :
(A) la validation des conditions expérimentales,
(B) la validation de la filtration,
(C) la validation de 'arrét du contact par filtration.

Ces trois vérifications sont menées pour chaque manipulation, en parallele & ’essai.

2.7.2.1 Préparation de la suspension d’essai

La suspension d’essai (N) a été préparée avec E. coli de la facon détaillée en 2.5. Elle
est ajustée entre 1,5 x 10% et 5 x 108 UFC/ml. La dilution 1075 de la suspension d’essai est
utilisée comme suspension de validation (N,). Elle servira a inoculer les témoins de validation.

Sa concentration est estimée autour de 1,5 x 103 UFC/ml.

Une solution d’essai du produit a tester est préparée a une concentration égale a 1,25 fois la

concentration souhaitée pour le test.
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2.7.2.2 Déroulement de ’essai

Le déroulement de ’essai est schématisé sur la figure 2.14.

1 ml de la suspension d’essai (V) est transféré avec 1 ml d’eau distillée stérile dans un tube
a essai qui est placé au bain marie a 20°C pendant 2 minutes. Apres ce temps, 8 ml de la
solution produit sont transférés dans le tube. Apres mélange au vortex, le tube est a nouveau
placé dans le bain-marie. A lissue du temps ¢ choisi, 1 ml du mélange d’essai est prélevé et, au
besoin, dilué en série au 10° dans de l’eau stérilisée pour préparation injectable (PPI). 2 x 1 ml
des dilutions appropriées sont filtrés sur membranes en ester de cellulose. Les membranes sont
ensuite déposées sur des boites de Petri gélosées (TS) puis incubées a 36°C pendant 48h avant
dénombrement des UFC.

Les témoins de validation sont réalisés au cours de ’expérience, de la maniére suivante :

Témoin des conditions expérimentales "A" : 'essai ci-dessus est reproduit avec 1 ml de

suspension bactérienne de validation (IV,) et 9 ml d’eau PPI, sans produit a tester.

Témoin de filtration "B" : 2 x 0,1 ml de la suspension de validation (N,) sont directement
transférés dans deux entonnoirs de filtration distincts avec de I'eau distillée stérile. Apres
filtration, les membranes sont également déposées sur gélose TS et incubées a 36°C jusqu’au

comptage des UFC.

Validation de la neutralisation par filtration du produit, "C" : un tube & essai avec la
solution du produit est placé au bain-marie dans les mémes conditions que pour le test. A
I’issue du temps ¢, 2 x 0, 1 ml sont prélevés et filtrés dans deux entonnoirs distincts remplis
avec de I'eau PPI. Puis, 2 x 0,1 ml de la suspension de validation (NN, ) sont filtrés sur les
mémes membranes. Les membranes sont alors déposées sur gélose TS et incubées a 36°C

jusqu’au comptage des UFC.

Le Tableau 2.8 présente un récapitulatif des nombres de cellules par ml des différents mélanges

d’essai.

Nb de cellules/ml Nb de cellules/ml Nb de cellules/ml

. dans les mélanges dans les mélanges
dans les suspension , . , , cx qse
bactériennes d’essai au début du  d’essai a l’issue du
temps de contact temps de contact ¢
Essai N No(= N/10) N,
Suspension d’essai
Témoins N, Nyo(= N, /10) A, B, C
Suspension de
validation

Tableau 2.8 — Nombre de cellules par ml des différents mélanges d’essai (NF EN 1040, 2006)

Les conditions expérimentales sont validées si les nombres d’UFC pour ces échantillons té-
moins (A, B, C) sont supérieurs ou égaux a la moitié de la concentration de la suspension
de validation (> 0,5 x Nyo). Dans le cas contraire, ’essai est considéré comme invalide et les

résultats ne sont pas pris en compte.
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suspension suspension suspension
d'essai produit de validation
(N) (Nv)
108cell/ml 1,25 x x% 10%cell/ml
+ 1ml + 8ml + 1ml + 8ml
Eau PPI
/
+ 1ml + 9m|
mélange témoin A témoin C
d'essai (Nvo0)
(No) 2 x 0,1ml
107cell/ml 02 cell/ml X% MG
X% MUG
L ) 2x0,1ml
X min au bam-marie
(TEST)
Dilutions 2 x (I),1m
2x1ml

&k,
00 @A©

témoins A témoins C témoins B

\
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&5
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Figure 2.14 — Organigramme du protocole de test de bactéricidie. Eau PPI = Eau Pour Préparation
Injectable
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2.7.2.3 Taux de réduction

Le taux de réduction R est exprimé sous forme logarithmique comme la différence entre le
nombre de bactéries dans le mélange d’essai au début du temps de contact et le nombre de

bactéries dans le mélange d’essai au terme du temps de contact ¢ :

No

R—log <N> (2.4)

Les résultats présentés sont une moyenne de 4 essais réalisés dans les mémes conditions.

2.8 Résistance a la formation de biofilm

Le biofilm est le mode de croissance le plus répandu chez les micro-organismes. Cette orga-
nisation communautaire au sein d’une matrice de polymeres leur confere un résistance vis-a-vis
des agressions extérieures et leur permet d’assurer la colonisation pérenne d’un substrat.

Les essais de biofilms sont communément réalisés en microbiologie, dans le domaine médical
notamment (matériel, protheses,...) ou pour évaluer les performances de matériaux antibacté-
riens. Dans le domaine du Génie Civil, les évaluations de contamination microbienne, vues dans
le chapitre 1, traitent indirectement des biofilms puisqu’il s’agit principalement de grandes com-
munautés microbiennes, ayant eu le temps de croitre pendant plusieurs jours, voire plusieurs
mois. A notre connaissance, il n’y a pas encore d’étude de la formation de biofilm, de la phase
d’adhésion a la phase de structuration, sur matériaux de construction, comme les matériaux

cimentaires, sur des périodes de temps aussi courtes (24h).

L’essai est réalisé en milieu aqueux, dans des microplaques multi-puits. Les matériaux sont
plongés dans un bouillon dit minimum, qui place les bactéries en état de stress, favorisant
la croissance sessile et la production d’un biofilm plutét que le développement planctonique.
Apres un certain temps d’incubation, le biofilm est récupéré par grattage des échantillons et la

concentration bactérienne est évaluée en terme d’'UFC/cm?.

2.8.1 Configuration

Les cylindres de pate de ciment préparés en 2.2.3.1 sont disposés dans des microplaques
6 puits (Figure 2.15). Au cours de l'essai, une microplaque est maintenue dans le noir tandis
qu’une autre est irradiée aux UV & environ 4 W/m?. Quatre configurations sont donc lancées de
front, avec 3 échantillons par configuration : lasure photocatalytique / lasure témoin ; maintenus

dans le noir / irradiés aux UV.

2.8.2 Déroulement de I’essai

Les étapes du déroulement de I’essai sont schématisées sur la figure 2.16, page 98. Les puits
contenant les échantillons de pate de ciment sont remplis avec 6 ml de BBM ramené a tempé-
rature ambiante, avant d’étre inoculés avec 300 pl de la suspension d’essai préparée en 2.5 et
dosée & environ 10> UFC/ml. Les microplaques sont ensuite incubées & 32°C avec ou sans UV
pendant 24h.
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Figure 2.15 — Photo des micro-plaques 6 puits avec échantillons utilisées pour ’essai Biofilm.

Afin de maintenir la population planctonique des bactéries au niveau le plus faible et favoriser
la multiplication sous forme sessile, les puits sont vidés, rincés a I'eau distillée stérile (2 fois) et le
milieu BBM est renouvelé a t = 4,6 et 24h. Apres le dernier ringcage a 24h, les échantillons sont
transférés dans de nouvelles microplaques, ce qui permet d’éviter de détacher accidentellement

du biofilm qui aurait pu se développer sur les parois des microplaques.

6 ml de tampon phosphate sont ensuite ajoutés dans chaque puits et les échantillons sont
délicatement grattés a I’aide d’une spatule métallique pendant 30 sec (stérilisation entre chaque
échantillon par trempage dans de I’éthanol et flambage). Aprés homogénéisation par quelques
allers-retours a la micropipette, la suspension est diluée au 10° en série dans de l'eau distillée

stérile.

2 x 1 ml des dilutions appropriées sont ensemencés par inclusion dans de la gélose en surfusion
(45°C). Les boites gélosées sont ensuite incubées & 36°C pendant 48h jusqu’au dénombrement

des UFC. Les résultats sont présentés en terme d’UFC/cm?,

Une attention particuliere doit étre apportée a la manipulation des échantillons lors des
différentes étapes de 1’essai. Dans nos travaux, les cylindres de pates de ciment ont été fragilisés
par les différentes étapes de vieillissement accéléré (lixivation, carbonatation, irradiation aux

UV) et un certain nombre d’échantillons s’est brisé au cours des tests en microplaques.

2.8.3 Microscopie a épifluorescence

La microscopie a épifluorescence a été utilisée comme méthode d’évaluation rapide de la
colonisation bactérienne a la surface d’échantillons. Le Syto9®) a été utilisé comme fluorochrome
afin de marquer le biofilm bactérien. Il s’agit d’un intercalant de ’ADN qui péneétre au travers
des membranes endommagées aussi bien qu’au travers des membranes intactes. Il ne permet
donc pas de faire la distinction entre les cellules viables et les cellules mortes mais rend compte
d’une vision globale de la population fixée au substrat. La gamme de fréquences d’excitation du

Syto9 est située autour de 470-520 nm. La gamme d’émission est située entre 510 et 540 nm.

Les observations ont été effectuées avec un microscope Carl Zeiss Axio Imager-M2 équipé
pour I'épifluorescence d’une source lumineuse HXP 200C et de filtres Zeiss 09 (HP450r HP450200
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Figure 2.16 — Schéma du protocole d’essai de résistance a la formation de biofilm
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C). Les images ont été acquises avec un appareil photo numérique (Zeiss AxioCam MRM) tous

les 0,5 mm le long de I'axe Z et ’ensemble des images a été transformé a ’aide du logiciel Zen®).

Quelques précautions doivent étre prises pour la réalisation de ces observations : les maté-
riaux utilisés comme substrat ne doivent pas émettre dans les mémes longueurs d’ondes que
les bactéries et, pour les matériaux cimentaires, les observations doivent étre réalisées en milieu
aqueux. En effet, le phénomene de carbonatation des matériaux cimentaires peut entrainer la
formation d’une couche de carbonate de calcium qui émet une lumiere fluorescente empéchant

toute observation.

2.8.4 Microscopie électronique a balayage

Les observations au microscope électronique a balayage (MEB) ont été réalisées sur deux
appareils : un MEB FEG FEI Quanta 250 et un appareil type JEOL JSM-6380 LV couplé & un
spectrometre de dispersion d’énergie (EDS) (Rontec XFlash®3001). Les observations ont été

réalisées a 5 kV ou 15 kV en vide poussé.

Pour les observations de micro-organismes, la fixation a été réalisée en immergeant les échan-
tillons dans une solution de glutaraldéhyde concentrée a 2,5% pendant 24h. Avant observation,
les échantillons ont été déshydratés par bains successifs dans ’alcool puis séchés par dessiccation
a PTHMDS (héxaméthyldisylasane).

2.9 Evaluation de la prolifération microbienne par contamina-

tion naturelle

2.9.1 Mise en ceuvre de ’essai

L’objectif de cet essai est d’évaluer la résistance a la contamination et & la colonisation

naturelle de matériaux de construction recouverts de monoglycérides (MG).

Des plaques de placoplatre commerciales ont été découpées en échantillons de 5 x 10 cm. 3
échantillons ont été recouverts avec une solution aqueuse de MG concentrée a 20% au moyen
d’un pulvérisateur manuel et laissés a I’air ambiant pour séchage. 3 échantillons témoins ont
été utilisés sans revétement. Aucune suspension bactérienne ou fongique n’a été préparée pour
inoculer les échantillons. Le test a été lancé en laissant les 6 échantillons sans protection dans
une chambre humide, & 100%HR, pendant 8 semaines. Apres ce temps, les échantillons ont été

scannés afin d’observer la colonisation naturelle en surface.

2.9.2 Analyse d’images

Des analyses ont été réalisées sur les clichés photographiés au cours d’un essai d’évaluation de
la prolifération microbienne par contamination "naturelle", détaillé dans la partie 4.3 page 155
sur les esters de glycérol. Le pourcentage de surface colonisé des échantillons a été évalué par la
méthode des nuées dynamiques, a ’aide du logiciel ImageJ et du module de segmentation des
couleurs développé par Sage (2008). L’algorithme permet de répartir les pixels de I'image dans

des classes définies par l'utilisateur. La figure 2.17 montre un exemple d’utilisation. L’image de
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I’échantillon est divisée en 3 classes de couleurs : une qui représente la couleur de fond (échantillon
non colonisé), et deux autres qui représentent deux couleurs de colonisation. Le pourcentage de
surface colonisée est obtenue en divisant la somme du nombre de pixels des classes définies pour
la colonisation par le nombre total de pixel.

Pour la numérisation des images, un scanner a été préféré a un appareil photo numérique
car il garantit des conditions d’éclairement et de taille d’image identiques au cours du temps.

Les surfaces d’échantillons ont été numérisées a une résolution de 600 dpi.

Figure 2.17 — Exemple d’utilisation du module Color Segmentation pour déterminer le pourcentage de
surface colonisée.

2.10 Evaluation du caractére superhydrophile de surface photo-
induit

Les angles de contact ont été mesurés sur le substrat par la méthode de la goutte sessile. Des
gouttes d’eau distillée (15-20ul) ont été placées sur des échantillons recouverts de lasure et préa-
lablement irradiés aux UV pendant différentes périodes de temps. Apres différentes échéances
de pré-vieillissement aux UV, les échantillons étaient sortis de la chambre de vieillissement pour
effectuer les mesures, puis replacés sous irradiation jusqu’a la prochaine mesure. Les étapes sont
schématisées sur la figure 2.18.

Les mesures ont été effectuées en conditions ambiantes (20°C, 60-80 % HR), en utilisant
un goniometre Digidrop de la société GBX Instruments. Les mesures ont été completement
automatisées a 1’aide du logiciel de reconnaissance des formes (Digidrop), qui donne en méme
temps l'angle a droite et a gauche de la goutte sessile. L’angle de contact a été mesuré apres
stabilisation de la goutte sur la surface, selon la méthode décrite par Van Oss (2006, chap. 12).
Pour cela, la chute de la goutte est enregistré en vidéo, permettant de détecter précisément le
point de triple contact (eau-substrat-air) et mesurer ©,. En raison de l'irrégularité de certaines
surfaces, les résultats présentés sont une moyenne de 6 a 12 gouttes d’eau placées a des endroits
différents sur ’échantillon. En outre, du fait de la grande porosité de surface des matériaux de

construction (ciment, mortier, placoplatre, platre), les mesures ont été effectuées avec soin dans
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le court laps de temps apres la stabilisation de la chute de la goutte et avant son absorption par

le substrat.

Transport (5-10min) : chambre de
Séchage (24h) vieillissement - appareil de mesure

| I v

Dépot de goutte sur le support

Application de la Vieillissement sous UV
lasure sur matériaux (0, 24h, 48h, 72h, ...) (quelques secondes)

Mesure de 1'angle

()
- /= -
— — —

t |

Retour en pré-vieillissement
jusqu'a la prochaine échéance

Figure 2.18 — Schéma de la procédure réalisée pour mesurer les angles de contact en fonction du
temps de pré-vieillissement des échantillons par une irradiation UV.

2.11 Conclusion

Les méthodes d’évaluations microbiologiques ont été présentées en détail dans ce chapitre.
Elles ont été adaptées afin d’évaluer les performances antimicrobiennes des particules de TiO,,
des monoglycérides (MG) et des revétements formulés.

La démarche méthodologique mise en ceuvre dans cette étude est composée de trois types
d’évaluation :

— la mesure de 'activité antibactérienne des matériaux, au moyen de tests en boites de Petri

et en suspension aqueuse,

— P’évaluation de la résistance & la formation de biofilm, menée sur des matériaux de construc-

tion en condition aqueuse,

— P’évaluation de la prolifération microbienne, menée sur des matériaux de construction, par

contamination aérienne naturelle.

Le chapitre suivant présente les résultats des performances antibactériennes des particules
de TiO, dans différentes conditions expérimentales. L’influence des parametres méthodologiques

sur l'activité antibactérienne est étudiée en détail.
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2.12 Annexe

2.12.1 Synthése des essais mis en place et des matériaux testés

ACTIVITE ANTIBACTERIENNE FORMATION PROLIFERATION HYDROPHOBIE
[ | DE BIOFILM MICROBIENNE PAR DE SURFACE
Selon JIS Z 2801 En suspension CONTAMINATION
et ISO 27447 NATURELLE

Conditions Bactéricidie,
JIS Z 2801 NF EN 1040

Particules x x
de TiO,

Lasures
photocatalytiques

avec silicates X
sans silicates ? (

Lasure sur pate

de ciment x
Ester de X X

glycérol

Ester de glycérol );
sur placoplatre

>

>

Figure 2.19 — Synthese des différents essais mis en place en fonction des matériaux.

2.12.2 Protocole de coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique de coloration différentielle. Le principe repose sur
la succession d’étapes de coloration et de rincage de cellules bactériennes. En fonction du type
de paroi, les colorants, généralement le cristal violet et la safranine, vont se fixer ou étre évacués
par ringage a ’éthanol ou a ’acétone. Les bactéries a Gram positif gardent le cristal violet tandis
que les bactéries a Gram négatif le perdent et se décolorent. Par la suite, 'ajout de safranine
permet aux bactéries & Gram négatif de prendre une teinte rouge-rosée et laisse les bactéries a
Gram positif en violet foncé (Figure 2.20). Il est important de noter qu'’il s’agit d’une méthode

"destructive". Les bactéries sont tuées au cours de la manipulation.

2.12.2.1 Procédure

— Prélevement d’une oese bactérienne et dilution dans une goutte d’eau distillée stérile sur
une lamelle de microscope,

— fixation des organismes : séchage sous PSM a l’air ambiant ou chauffage délicat de la
lamelle d’observation par passages successifs au dessus d’un bec Bunsen. Bien veiller a ne
pas stagner au dessus de la flamme (pour éviter toute carbonisation des cellules)

— coloration :
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1. coloration au violet de gentiane (ou cristal violet) qui va se fixer sur les compo-

sants du cytoplasme (et donc colorer toutes les bactéries). 30 secondes
2. rincage a ’eau distillée

3. dépot d’une solution d’iode (lugol), qui est un agent de mordencage et permet de

fixer la coloration. 30 secondes
4. rincage a ’eau distillée
5. ringage a 1’éthanol absolu. Les bactéries a Gram négatif se décolorent.

6. contre coloration a la safranine, colorant rose, qui va s’insérer sur toutes les bactéries.
Seules les bactéries qui ne sont pas colorées en violet vont prendre une teinte rosée

60 secondes
7. ringage a l’eau du robinet.

8. séchage de la lame a l'aide d’un papier absorbant. Bien veiller & tamponner sans

frottement latéral (risque d’enlever les microorganismes)

— observation des résultats au microscope optique avec un objectif a immersion d’huile.

(a) Cellules roses a Gram négatif (b) Cellules violettes & Gram positif

Figure 2.20 — Photographies au microscope optique (x100) de cellules aprés une coloration de Gram.
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3.1 Introduction

Les recherches sur l'activité antimicrobienne par le biais de réactions photocatalytiques ont
souvent indiqué de tres grandes efficacités microbicides, c’est a dire généralement plusieurs log en
quelques minutes d’expérimentation. Néanmoins, il est nécessaire de rappeler que les résultats
de ces études ont été obtenus dans des conditions de laboratoire la plupart du temps tres
éloignées des conditions réelles. Quelques-uns des principaux facteurs d’influence de la réaction
photocatalytique ont été évoqués dans le chapitre 1, tels que la nature du catalyseur, la taille
des particules, I’énergie photonique, etc. Mais d’autres parameétres, relatifs a la méthodologie
et aux conditions d’essai, sont susceptibles d’influencer significativement ’efficacité de 'activité

antimicrobienne photocatalytique.

Ce chapitre présente un travail relatif au développement de revétements photocatalytiques
formulés a base de particules de TiO,. Il s’agit d’une étape amont qui vise notamment a s’affran-
chir des effets du liant sur les particules et la réaction photocatalytique. A ce titre, la premiere
étape de nos travaux a été d’explorer les différents parametres qui gouvernent l'efficacité du TiO,
lorsqu’il est utilisé seul comme agent antibactérien, au travers d’essais basés sur les normes JIS
7 2810 et ISO 27447. Le principal objectif du chapitre est de mettre en avant ces parametres
méthodologiques, trop souvent négligés, mais qui peuvent étre un véritable frein aux applications

industrielles du procédé.

De maniere générale en microbiologie, les mesures de propriétés antibactériennes d’un produit
reposent sur un principe commun : la mise en contact entre des bactéries et un produit a tester.
Aussi, lors de 'utilisation de méthodes d’analyse basées sur la culture, la quantification repose
le plus souvent sur le comptage du nombre de bactéries a t=0, et aprés un certain temps de
contact. Deés lors, il est nécessaire de mettre en place une étape de neutralisation et/ou de
séparation des deux entités qui soit efficace, afin de ne pas laisser perdurer un éventuel effet
antibactérien pendant les différentes phases de collecte (récupération des organismes, dilution,
ensemencement) et pendant la croissance des micro-organismes en milieu de culture. La premiére
partie de ce chapitre décrit ainsi ’étape de validation des méthodes de neutralisation qui ont

été réalisées au cours des différents essais.

La deuxieme partie décrit V'effet de différents dioxyde de titane commerciaux non activés
(maintenus dans le noir) en contact avec des bactéries. Ces essais ont pour vocation d’identifier
un éventuel effet antibactérien des particules elles-mémes en dehors de tout phénomene photoca-
talytique. Une souche sous forme végétative et une souche sous forme de spores ont été testées.
Reéaliser une étude sur des spores permet d’obtenir une idée du degré d’efficacité de la méthode,
car les spores sont généralement plus résistants que les cellules végétatives face aux agressions.

L’essai repose sur la mise en contact de bactéries et de particules dans une boite de Petri
placée dans le noir pendant 24h. La différence entre le nombre de bactéries en contact avec les
particules et le nombre de bactéries dans une boite témoin donne donc une information sur un

éventuel effet antibactérien intrinseque du TiO,.

Par la suite, le méme type d’essai d’inactivation a été réalisé sur des temps plus courts,

avec des particules de TiO, irradiées par une source UV. Un important facteur d’influence de
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I’efficacité photocatalytique est mis en avant par cette expérience.
Du fait d’un mode d’action non sélectif de la photocatalyse, une large gamme de polluants
peut étre traitée par cette méthode. Cependant, la présence d’éléments organiques et d’ions dans

le milieu de réaction peut aussi contribuer & en perturber 'efficacité sur les micro-organismes.

La derniére partie de ce chapitre traite de la nature de la suspension dans laquelle est conduite
la photocatalyse. L’impact de la présence d’ions et d’espéces organiques venant perturber la
réaction est exploré & travers un essai en suspension, sous agitation, conduit dans deux milieux

différents.

3.2 Validation des protocoles de neutralisation et de récupéra-

tion

Pour mémoire, la validation du protocole a été effectuée pour 3 types de dioxyde de titane
commerciaux (PC500, VLP7000 et VLP7050, cf partie 2) ayant été irradiés aux UV pendant
plusieurs heures préalablement a la filtration.

Le TiO, en suspension a été testé avec une suspension de cellules E. coli et avec une sus-

pension de spores de B. Pumilus, ajustées a environ 10> UFC/ml.

Pour chaque configuration, 1 ml de chacune des trois suspensions (bactéries seules, bactéries
+ TiO, (15 g/1) et bactéries + TiO, (1 g/1)) a été filtré dans de I'eau distillée stérile.
Les membranes ont été placées sur gélose TS en boite de Petri pré-coulées. Les boites ont

ensuite été incubées a 36 °C pendant 48h pour la lecture.

Les résultats obtenus a partir de ’étape de validation de filtration (chap 2) sont présentés

sur la Figure 3.1.

Pour E. coli et pour B. pumilus, on observe un nombre d’"UFC similaire entre le témoin et

les poudres (le taux de recouvrement est supérieur a 80%).

Ainsi, ces résultats attestent que I'étape de filtration est efficace. Les particules de TiO,
semblent étre séparées de maniere convenable des bactéries. En effet, apres cette étape de fil-
tration, la survie des particules est équivalente entre les milieux contenant initialement des
particules et le témoin sans particule. La filtration permet de stopper les éventuels effets anti-
bactériens post-expérimentaux. La méthode de filtration a donc été validée dans le cadre de ces

essais.

3.3 Effet des particules photocatalytiques dans le noir

Dans cette partie, ’évaluation de 'activité antibactérienne basée sur la JIS Z 2801 a pour
objectif d’évaluer I'innocuité du TiO, dans le noir avant de procéder a I’étude sous irradiation.
Les trois types de dioxyde de titane commerciaux (PC500, VLP7000, VLP7050) ont été testés

avec des cellules d'E. coli et des spores de B. pumilus pendant 24h.
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Figure 3.1 — Nombre de bactéries comptées sur membranes apres I’étape de filtration sur trois poudres
de TiO, commerciales : Millenium PC500, Kronos vlp7000, Kronos vIp7050.

La premiere partie de cette these se concentre sur 1’évaluation des performances du TiO,
seul, non inclus dans un revétement et n’ayant pas subi de traitement ou de calcination pour
étre immobilisé.

Les essais réalisés dans cette partie sont basés sur des normes qui visent & évaluer les pro-
priétés de supports solides. Dans notre cas, 'utilisation de poudres de TiO, a nécessité une
préparation préalable, telle que décrite ci-dessous :

— du dioxyde de titane en poudre a été introduit dans de I'eau distillée stérile et mélangé au

vortex pendant au moins 1 minute,

— apres homogénéisation, une quantité suffisante pour recouvrir le fond d’une boite de Petri
a été prélevée et déposée (environ 10 ml),

— apres séchage a l'air ambiant (sous Poste de Sécurité Microbiologique - PSM), une fine
pellicule de TiO, s’est formée dans le fond des boites (Figure 3.2). La quantité de particule
était d’environ 0,15 g par boite pour une surface de 63,6 cm?, correspondant & un dosage
entre entre 2,4 et 2,5 mg/cm?, du méme ordre de grandeur que la quantité de TiO, sur

les échantillons recouverts de lasure (CF chapitre 4).

Afin d’obtenir une contamination sur la totalité de la surface, les boites ont été inoculées

avec 11 ml de suspension bactérienne et incubées en conditions de test (25°C) pendant 24h.

Apres ce laps de temps, 1 ml de chaque suspension a été prélevé, dilué en série au 10° et
filtré sur des membranes en ester de cellulose. Les membranes ont été déposées sur des boites
gélosées (TS) et incubées & 36°C pendant 48h.
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Figure 3.2 — Photographie d’une couche de TiO, déposée par sédimentation et séchage a I’air ambiant.

Les figures 3.3 et 3.4 présentent les valeurs moyennes du nombre d’UFC (logl0) pour E. coli
et les spores B. pumilus apres 24h d’essai.

Concernant E. coli (Figure 3.3), aucune différence n’est observable entre le nombre de bacté-
ries retrouvées sur témoins et le nombre de bactéries retrouvées sur les trois poudres & t=0h. Ces
résultats confirment que la méthode de récupération des bactéries en contact avec des particules

de TiO, est bien efficace et n’introduit pas de biais.

8
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Figure 3.3 — Nombre d’'UFC (log) de E. coli aprés Oh et 24h de contact & 25°C avec les trois poudres
commerciales de TiO, dans le noir. Un essai par poudre, moyennetes, n=3

Apres 24h d’expérimentation, le nombre de bactéries sur les échantillons témoins est autour
de 7 log, soit environ 50% d’augmentation par rapport a la concentration bactérienne a t=0h,
pour les trois essais (p<0,001). Ces résultats indiquent une multiplication cellulaire durant les
24h d’essai a 25°C. Concernant le PC500 et le VLP 7000, aucune variation n’est détectable entre
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les concentrations bactériennes & t=0h et & t=24h. Une diminution du nombre de bactéries est
observée avec le TiO, VLP 7050 mais n’est pas significative (p>0,021).

Concernant les spores de B. pumilus (Figure 3.4), a t=0h, les nombres de bactéries retrouvées
sur les témoins sont semblables aux nombres de bactéries sur les différentes poudres de TiO,.
Une légere diminution (<10%) est observable aussi bien pour les échantillons témoins que pour
les échantillons de TiO, apres 24h de contact (p<0,003). On notera l'effet plus marqué (-15%)

pour les échantillons avec le PC500.

8
6
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Figure 3.4 — Nombre d’'UFC (log) de B. pumilus apres Oh et 24h de contact & 25°C avec les trois
poudres commerciales de TiO, dans le noir. Un essai par poudre, moyennetes, n=3

Afin de quantifier le pouvoir antibactérien d’un matériau, I’activité antibactérienne est gé-
néralement utilisée dans la littérature. Elle se calcule comme la différence entre le nombre de
bactéries retrouvées sur témoins et le nombre de bactéries retrouvées sur le matériau (en loga-
rithme).

Les activités antibactériennes a 24h, correspondant aux essais effectués sur E. coli et B.
Pumilus, sont présentées sur la Figure 3.5.

Les trois poudres présentent une différence au moins supérieure a 2 log sur les cellules d’E.
coli. Toutefois, ces résultats ne sont pas suffisants pour conclure a un effet bactéricide. En effet,
le nombre élevé de bactéries sur les témoins a 24h indique une croissance de E. coli pendant
la période du test, ce qui n’est pas le cas sur les échantillons contenant les poudres de TiO,.
Ainsi, cette différence traduit une activité des particules de TiO, uniquement sur la croissance
des cellules bactériennes (effet bactériostatique).

Aucune activité des poudres de dioxyde de titane de Kronos n’est observée sur B. Pumilus.

Le PC500 présente, quant a lui, une légere activité (0,74 log).
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Figure 3.5 — Activité antibactérienne des différents TiO, dans le noir, apres 24h de contact a 25°C
(JIS Z 2801). Un test par poudre, moyenne+tes, n=3

Ces résultats sont en accord avec plusieurs études qui ont également observé une diminution
du nombre d’UFC apres un contact prolongé avec des nanoparticules de TiO, (Gogniat et al.,
2006; Liu et al., 2007). Les travaux de de Niederhausern et al. (2013) sur des carreaux de céra-
mique recouverts d’un revétement Ag—TiO, montrent également des activités antibactériennes
significatives apres 24h dans le noir. Adams et al. (2006) relévent une inhibition de croissance
d’environ 30% apres 6h de contact en suspension, sur E. coli et Bacillus subtilis. Daoud et al.
(2005), travaillant sur des membranes en cellulose revétues de film de nanoparticules de TiO,,
constatent une réduction de 79% du nombre de cellules de Staphylococcus aureus aprés 5 heures

de contact en suspension, dans le noir également.

Dans une autre étude, Ge et al. (2011) ont étudié ’écotoxicité de nanoparticules de titane
dans des sols cultivés pour étre microbiologiquement actifs (56 microorganismes recensés). Les
essais consistaient a déposer une suspension de nanoparticules a différentes concentrations di-
rectement dans les sols. Apres 15 et 60 jours de contact, les auteurs ont observé une relation
dose-réponse négative entre les nanoparticules et ’ADN extractible du sol, c’est & dire une dimi-
nution de la quantité d’ADN avec 'augmentation du dosage en nanoparticules. Un test mesurant

la respiration du sol (SIR, substrate-induced respiration) a confirmé cette relation.

Tous ces résultats semblent souligner I'importance de I'impact direct des particules de TiO,
sur les cellules de F. coli, supposant une action physique plutét que chimique.

Des observations au MEB des poudres de Kronos (non dispersées chimiquement) ont montré
des amas de l'ordre du micrometre (chapitre 2, Figure 2.3, p. 78) et des agglomérats de taille
comprise entre 600 nm et 700 nm pour le PC500 de Millenium Nu Hoai Nguyen et al. (2005).

Les trois poudres de TiO, sont formées de particules d’anatase a plus de 85% qui sont,
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d’apres la fiche technique, de taille comprise entre 10 et 15 nm. La surface spécifique du PC500
est légérement supérieure a celle des produits Kronos (environ 350 m?/g contre 225 m?/g).
Ces résultats pourraient étre un élément d’explication a l’efficacité du PC500 contre les spores
de B. pumilus contrairement aux autres produits. A ce stade d’étude, les variations d’activité
entre les différentes particules étudiées sur les spores de B. pumilus autant que sur E. coli sont
difficilement explicables, des analyses supplémentaires seraient nécessaires pour approfondir la
question.

On peut toutefois noter que les activités observées sont supérieures sur les cellules végétatives
que sur les spores, ce qui confirme la classification de résistance généralement reconnue entre ces
deux formes cellulaires.

Dans un autre contexte, une étude de Gurr et al. (2005) a rapporté des dommages oxydatifs
sur des cellules épithéliales bronchiques humaines provoqués par des nanoparticules de TiO,
(anatase) dans le noir. Selon I’étude, la taille des nanoparticules aurait une influence sur 'activité.
Pour des tailles de 10 et 20 nm, les auteurs ont montré (i) des dommages oxydatifs sur I’ADN
(mesurée par le test des cometes!), (ii) la peroxydation des lipides (mesuré par relargage de
MDA ?) et (i) la formation de micronoyaux (par observation au microscope optique). Ces
dégats n’ont pas été observés avec des particules d’anatase de 200 nm mais des effets oxydatifs
ont été détectés avec des particules de rutile de 200 nm. Les effets sont encore plus marqués avec
une combinaison anatase-rutile mais pas autant qu’avec les particules d’anatase de 10 et 20 nm.
Les auteurs précisent toutefois que la dégradation oxydative de ’ADN n’est pas irréversible et
qu’avec un peu de temps les cellules sont capables de se reconstruire (pour toutes les tailles
de particules). Le role important de la taille des particules dans 'activité photocatalytique est
suggéré. Cependant, I'analyse de la distribution des nanoparticules a montré des agglomérats de
1 pm de diametre avec les particules de 10 et 20 nm et aucune agglomération avec les particules
de 200 nm. Ces informations doivent toutefois étre prises avec précaution puisque il s’agit de
cellules humaines et non bactériennes, ce qui peut entrainer des réponses différentes. Si les
résultats sur des cellules bactériennes ne sont pas comparables, il est quand méme intéressant de

ne pas écarter la possibilité d’une action chimique, méme mineure, des particules dans le noir.

Dans le but d’évaluer I’action du TiO, en milieu de culture (TSA #), des bactéries en contact
avec des particules de TiO, (0,1 g/l et 1 g/1) ont été ensemencées directement (sans dilution) sur
gélose TS et incubées pendant 48h. Aucune différence n’a été détectée entre le nombre d’"UFC
sur les échantillons ot les bactéries étaient en contact avec le TiO, et le nombre d’UFC sur les
échantillons témoins sans TiO, (Figure 3.6). L’inclusion en gélose semble suffisante pour stopper
I’effet antibactérien.

De tels effets de "neutralisation" des milieux de culture sont également observés avec cer-
taines molécules antiseptiques et désinfectantes (Allion, 2004), ce qui met en évidence le role des
conditions du test sur I’évaluation de I'efficacité.

L’activité antibactérienne détectée dans le noir pourrait étre de nature physique, liée a un

effet mécanique sur les cellules, tel que 'ingestion directe des particules, par le contact avec

1. Le test des comeétes est une mesure indirecte des processus enzymatiques de réparation des dommages
couplée & une mesure de processus secondaires de fragmentation de ’ADN

2. Malondialdéhydes, CF partie 1.3.2

3. Triptocaséine Soja Agar
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Figure 3.6 — Nombre d’UFC en fonction du dosage en TiO,. Un test par concentration, moyenne=es,
n=2.

celles-ci. Cela a été également souligné par d’autres auteurs (Caballero et al., 2009; Cai et al.,
1991).

La partie suivante présente les essais réalisés pour analyser I'influence du parametre contact
entre particules photocatalytiques et micro-organismes sur l'efficacité d’inactivation bactérienne.
Les essais ont été réalisés dans le noir et sous irradiation UV. Pour la suite des travaux, I’ensemble

des tests a été effectué avec la souche bactérienne E. coli.

3.4 Evaluation de efficacité des particules photocatalytiques et

effet du contact particules/bactéries

Les premiers essais antibactériens ont été réalisés sur TiO, seul afin d’évaluer son efficacité
propre avant inclusion en lasure. L’objectif principal était d’avoir une idée de ses propriétés
antimicrobiennes des particules seules pour pouvoir les comparer par la suite avec les propriétés
des lasures et ainsi discriminer ’effet des particules de celui du revétement.

Les premiers essais montrant un effet antibactérien limité, des modifications dans la métho-
dologie ont été réalisées et ont permis par la suite de mettre en évidence un facteur fondamental

de Defficacité photocatalytique : le contact bactéries - particules.

3.4.1 Premiers essais - 2h de contact

Quatre essais ont été réalisés (2 sur E. coli et 2 sur spores de B. pumilus) avec une pellicule
de poudre de TiO, déposée par sédimentation et séchage dans les boites en borosilicate (cf
partie 3.3).

Par la suite, les boites ont été inoculées avec 1 ml de suspension bactérienne dosé & 2,5-5x10°

UFC/ml, placées sous PSM et irradiées par une lumiére UV (4-5 W/m?) ou maintenues dans le
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noir pendant 2h.

Apres ce laps de temps, les bactéries ont été récupérées et filtrées selon la méthode dé-
crite précédemment. Les membranes ont ensuite été ensemencées sur gélose et incubées a 36°C
pendant 48h jusqu’a la lecture.

Les résultats sont présentés sur la figure 3.7.

Inoculum

EE. coli

2 B. pumilus

UFC (log10)

Noir uv Noir uv
Témoins TiO2

Figure 3.7 — Nombre d’'UFC dénombrées au cours des premiers essais, de 2h, avec du TiO, déposé par
sédimentation. Un test, moyenne + es, n=3.

Les variations du nombre d’UFC relevées entre les témoins et les échantillons avec du dioxyde
de titane & 2h ou & t=0h ne varient pas de plus de 1%, traduisant une activité antibactérienne
nulle.

L’objectif de cet essai est d’évaluer les propriétés des particules de TiO, en tant que support
photocatalytique. Les méthodes d’immobilisations retrouvées dans la littérature sont généra-
lement réalisées soit au moyen de méthodes chimiques de type sol-gel soit par une étape de
calcination a des températures relativement élevées, autour de 300°C — 500°C. Aucun de ces
traitements n’était adapté a notre volonté de conserver le TiO, et ses propriétés en 1’état, c’est-
a-dire, tel qu’il serait une fois incorporé dans les lasures. C’est pourquoi nous avions, pour ces
sodo-calcique, la calcination permet de fixer le TiO, de maniere quasi-permanente. Dans notre
cas, 'immobilisation du dioxyde de titane n’était pas satisfaisante et I'ajout d’un inoculum
liquide favorisait la plupart du temps le détachement et le retour en solution des particules.

Il a donc été décidé de changer de méthode d’évaluation : les particules de dioxyde de titane
ont été directement introduites dans la suspension bactérienne, au dosage optimal généralement
observé dans la littérature de 1 g/1. Les boites en borosilicate vierges ont alors été inoculées avec

ce mélange test.
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3.4.2 Méthode

La méthodologie développée était également basée sur la JIS. Ces essais sont décrits dans la
partie 2.6.

Pour chaque essai, deux suspensions bactériennes de E. coli ont été préparées dans du NB
au 1/500¢ et dosées entre 5 x 10% et 1 x 10°. Une des suspensions a été mélangée a une solution
aqueuse de TiO, de facon & obtenir une concentration en titane de 1 g/1 dans le mélange final.
Des boites de Petri ont été inoculées avec 400 pl du mélange final ou de la suspension bactérienne
témoin et incubée en conditions de test. Les échantillons ont été récupérés a l'issue du temps ¢
choisi.

Au total, quatre configurations ont été testées en parallele. Elles sont représentées dans le
tableau 3.1 ci-dessous. Trois échantillons ont été mis en ceuvre par configuration. Pour chaque
période de temps ¢, un essai indépendant a été lancé, dans les mémes conditions. Les résultats
présentés correspondent a ’activité antibactérienne calculée pour trois échantillons témoins et
trois échantillons avec TiO, (JIS Z 2801, 2010).

‘ Irradiation UV Obscurité
Avec TiO, X X
Sans TiO, X X

Tableau 3.1 — Tableau synthétique des quatre configurations lancées au cours de chaque test.

Une deuxiéme série d’essai a été réalisée dans les mémes conditions, en plagant délicatement
un film plastique transparent sur I'inoculum, avant l'irradiation. L’ajout d’un film plastique ou
d’une lamelle de microscope sur I'inoculum est proposé dans le cadre des normes JIS Z 2801
(2010) et ISO 27447 (2009) notamment pour les surfaces hydrophobes. 11 s’agit dans ce cas de
répartir la goutte sur une surface connue, permettant de calculer un effet antibactérien par cm? de
matériau. L’état pulvérulent des particules ne permettait pas une telle répartition "surfacique'.
C’est pourquoi nous n’avions pas choisi d’appliquer cette méthode dans un premier temps. L’idée
d’ajouter un film transparent a plutdt fait suite aux observations d’une goutte du mélange d’essai
contenant des bactéries et du TiO,, au microscope optique (Figure 3.8).

Ces clichés montrent la présence de cellules bactériennes et de particules de TiO, réparties
sur deux plans distincts. L’ajout du film permet de réduire la distance entre les deux et augmente
les probabilités de contact. Notons que ces clichés mettent également en évidence I’agglomération
plus ou moins importante des particules de TiO, dans la goutte, ce qui constitue vraisemblable-

ment un autre facteur limitatif de Iefficacité photocatalytique.

3.4.3 Résultats

Les activités antibactériennes sur E. coli de particules de TiO, irradiées par une lumiere UV
sont présentées sur la figure 3.9.

Aucune activité n’a été détectée pour les échantillons conservés dans I’obscurité en absence de
film. Sans contact forcé, 'activité atteint 0, 701+0,41 log apres 6h d’irradiation (p=0,052). Cette

valeur représente une réduction d’environ 14% du nombre de bactéries sur TiO, par rapport au
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Figure 3.8 — Photographies au microscope optique (x100) d’une goutte de mélange d’essai (bactéries

+ TiO,). Sur les images de gauche, on peut observer les plans sur lesquels dérivent les bactéries (plan de

focalisation 1 sur le schéma). Ces plans sont différenciables, par changement de mise au point, des plans
ou le dioxyde de titane a sédimenté, visibles sur les photographies de droite (plan de focalisation 2).
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témoin. Bien qu’'une différence soit observée, selon la classification de Sayilkan et al. (2009),

effet est quasiment nul (0-20% : pas d’effet bactéricide, cf partie 1.3.2).

5 100% 5 100%
ayv a@yuv

N  Noir : aucune activité détectée N E Noir

e 4 0% Q@ 4 80%
= =
E Surface libre E Contact forcé
g 3 _-_ 60% & 3 60%
S S
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bn . bo -
L 2 0% S 2 40%
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X =

201 20% 21 20%
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t=2h 4h 6h t=2h 4h 6h
Temps d'irradiation Temps d'irradiation

Figure 3.9 — Activité antibactérienne du TiO, sur E. coli a différents temps d’irradiation lumineuse
(2,5 W/m?). A gauche, sans film; a droite, avec un film réduisant la distance entre les bactéries et les
particules. Un test indépendant réalisé par échéance. Moyennetes, n=3

Les résultats de la figure 3.9, a droite, montrent une augmentation significative de l'activité
lorsqu’un film transparent est appliqué. On observe des activités de 0,76 + 0,07 log (p<0,001),
2,62+0,20 log (p<0,001) et 3,73+0,24 log (p=0,001) apres 2h, 4h et 6h d’irradiation, respec-
tivement. L’effet est considéré comme notoire apres 4h et puissant apres 6h (>70%). Une légere
activité est également détectée dans le noir et semble augmenter avec le temps de contact pour
atteindre 0,13 + 0,05 log (p=0,018) apres 4h et 0,27 £ 0,06 log (p=0,001) apres 6h.

Ces résultats soutiennent ’idée que la réduction de la distance et, par conséquent, I’augmen-
tation de probabilité de contact entre les cellules bactériennes et les particules de TiO, améliore
le rendement de la désinfection photocatalytique. Plusieurs études ont souligné I'importance du
contact bactéries-nanoparticules dans l'efficacité du processus (Gumy et al., 2006, 2005; Nadto-
chenko et al., 2006, 2008). En effet, différents phénomeénes entrent en jeu au cours des réactions
et, méme si les conclusions sont difficiles a établir, certains auteurs convergent vers les mémes
hypotheses. L’ensemble des études montre notamment que le contact augmente les dommages
oxydatifs : outre le stress induit par les dérivés réactifs de l'oxygene (DRO) sur des cellules
bactériennes, le contact avec la surface de TiO, conduit a I'oxydation directe des cellules par
les trous (h+) photo-générés (Nadtochenko et al., 2006, 2008). Ces réactions avec les trous a la
surface du photocatalyseur participent aussi a la réduction du phénomene de recombinaison des
charges (Nadtochenko et al., 2006). Une autre étude, de Cho et al. (2005), montre que le role
des DRO change selon le type de micro-organismes : au cours d’un essai, les radicaux dits libres,
capables de diffuser loin du catalyseur, sont intervenus majoritairement sur la destruction de
virus (bacteriophage MS2) alors qu’ils n’ont que trés peu agi lors de 'essai sur E. coli. Selon
Foster et al. (2011), le role des oxydants peut se résumer par le schéma de la figure 3.10. Ainsi,

plus une bactérie est proche du catalyseur, plus le nombre d’agents oxydants augmente. Au
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contact direct, toutes les espéces produites sont des menaces, en plus des trous photo-générés.
Avec la distance a la particule, le nombre d’agents diminue (HO* et H,O, puis H,O, seulement)
entrainant une baisse de I'efficacité.

Par ailleurs, des essais sur spores de B. pumilus seraient intéressants a réaliser. En effet,
le peroxyde d’hydrogéne est une des rares espéces a étre particulierement active vis-a-vis des
formes de spores (Baldry, 1983; Von Bockelmann et von Bockelmann, 1972). Des essais avec et

sans film sur les spores pourraient aider a conclure sur 'action de H,O, dans le processus.

Figure 3.10 — Roles des DRO dans la destruction photocatalytique de bactéries. L’oxydation directe
des composants cellulaires peut intervenir lorsque les cellules sont en contact direct avec le catalyseur.
Les radicaux hydroxyles et H,O, sont impliqués a courte et longue distances du catalyseur,
respectivement (Foster et al., 2011)

L’adsorption des cellules bactériennes a la surface des particules est, selon Gogniat et al.
(2006), un point crucial et nécessaire au bon déroulement de la désinfection photocatalytique.
Diverses études ont montré la diminution et/ou la perte de I'intégrité membranaire de cellules
(Gogniat et al., 2006) et ont mis en avant les dommages physiques induits par le contact avec
le TiO, hautement cristallin (Caballero et al., 2009; Liu et al., 2007). Au cours d’une étude sur
efficacité du processus photocatalytique sur des cellules cancéreuses HeLa, Cai et al. (1991) ont
observé au MET des amas de nanoparticules présents a 'intérieur du cytoplasme (mais pas du
noyau). Les auteurs suggerent la possibilité d’'un phénomene de phagocytose au cours duquel les
cellules ingérent les nanoparticules. Tous ces constats font écho aux résultats trouvés sur TiO,
dans le noir dans notre étude, indiquant la combinaison possible d’une action chimique, par
photocatalyse, et d’une action plus physique, potentiellement induite par la taille et la forme
des particules, dont les mécanismes sont encore incertains. Ces résultats doivent néanmoins
étre interprétés avec beaucoup de précaution puisque les études de Cai et al. (1991) et Gurr
et al. (2005) sont basées sur des cellules humaines, dont les processus réactionnels peuvent étre

totalement différents.

3.5 Influence de la nature du milieu : essai d’activité antibacté-

rienne en suspension

L’essai en suspension a été choisi afin d’évaluer la cinétique de désinfection photocatalytique

en fonction de la nature de la suspension d’essai. La mise en place de ’expérience est plus aisée
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que pour les essais en boite de Petri. En effet, ces derniers requiérent une série d’échantillons
pour chaque échéance (t=0h, 2h, 4h... etc). En comptant les 4 configurations nécessaires au
test (avec/sans TiO, et avec/sans lumieére) et en multipliant par le nombre d’échéance, les
manipulations deviennent rapidement fastidieuses et chronophages pour les manipulations avec
des boites de Petri. L’évaluation de la concentration bactérienne d’une suspension de plusieurs
millilitres peut étre réalisée avec un seul échantillon pour toutes les échéances, dans lequel sont

prélevés des aliquots a intervalles réguliers.

Les essais suivants ont été menés avec deux suspensions de natures différentes et visaient a
évaluer la cinétique de désinfection photocatalytique ainsi que l'influence de la composition du

milieu sur les taux d’abattements bactériens.

3.5.1 Meéthodes
3.5.1.1 Validation de I’étape de neutralisation

Une étape de filtration avait initialement été choisie afin de procéder a la séparation des
bactéries et des nanoparticules pour parer & des effets antibactériens résiduels potentiels. Cette
étape entraine une procédure assez lourde en terme de manipulation. Avant de commencer les
essais, nous avons donc voulu vérifier la pertinence de réaliser une filtration avec ces conditions
de test.

Cette vérification a été réalisée avec une suspension dosée & 1 g/l de TiO, et & 8 x 10* UFC /ml
de cellules bactériennes. La suspension a été placée en conditions de test selon la méthode décrite
dans la partie suivante. A différentes échéances, 1 ml de la suspension a été prélevé et dilué en
série au 10°. A partir de chaque dilution, 2 x 1 ml ont été filtrés puis ensemencés en gélose TS
et, en parallele, 2 x 1 ml ont été directement ensemencés. Les résultats sont présentés sur la
figure 3.11.

Le graphique ne montre aucune différence entre le nombre d’UFC retrouvées sur les échan-
tillons filtrés et le nombre d’UFC retrouvées sur les échantillons ensemencés directement. Ainsi,
I’étape de filtration n’a pas été jugée nécessaire pour cette expérience. Dans ce cas, la dilution
et I'inclusion en milieu gélosé lors de 1'étape de dénombrement des UFC sont suffisantes pour

stopper l'effet antibactérien.

3.5.1.2 Déroulement de 1’essai

Les essais ont été réalisés en suspension, dans des béchers, selon la méthode décrite dans
la partie 2.7 p. 91. Des essais indépendants, menés dans les mémes conditions, ont été réalisés
avec un seul échantillon. Les données présentées sont la moyenne de trois essais avec les erreurs

standards correspondantes.

Afin d’évaluer I'influence de la nature de la suspension au cours de ’expérience, deux solutions
ont été utilisées :
— du bouillon nutritif NB dilué au 500° (cf partie 2)

— de leau distillée stérile.
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Figure 3.11 — Validation du protocole de neutralisation : les nombres d’'UFC sur les échantillons filtrés
et les échantillons non filtrés sont égaux.

Les conductivités des deux solutions ont été comparées en utilisant un compteur de conductivité
avant l'essai. A température ambiante (21°C), les conductivités étaient 4,437 mS/m pour le

bouillon et 1,1 mS/m pour I'eau distillée.

3.5.2 Résultats

La figure 3.12 présente les activités antibactériennes calculées dans les conditions de la JIS Z
2801 (hygrométrie, milieux, organismes, calculs), pour le méme TiO, mais selon les deux métho-
dologies d’évaluation distinctes (goutte vs suspension). Les valeurs d’activités sont comparables,
ce qui suggere que le test en boite de Petri avec un film est semblable a ’essai en suspension sous

agitation. L’agitation favorise également la probabilité de contact, comme suggéré par Daoud
et al. (2005).

La figure 3.13 présente les résultats de ’essai d’inactivation en suspension agitée en fonction
de la nature du milieu liquide. Pour les échantillons contenant du TiO,, les cinétiques d’inac-
tivation sont semblables pour les expériences réalisées dans 'eau et dans le 1/500 NB. Elles
comportent chacune deux étapes : une premiere, avec un taux d’inactivation relativement faible
et une seconde, apres quelques minutes, avec un taux d’inactivation bien plus important. La pre-
miere étape dure environ 60 minutes dans ’eau et 120 dans le bouillon NB. Aprés 120 minutes,

les deux courbes présentent des allures tres proches.

Ces cinétiques d’inactivation semblent correspondre au modeéle de Chick-Watson avec retard,
basé sur I’équation empirique la plus courante pour définir les cinétiques d’inactivation (Marugan

et al., 2008), présentées sur la figure 3.14 et sur les équations 3.1 et 3.2 :
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Figure 3.12 — Comparatif des activités antibactériennes entre deux méthodologies d’évaluation : En
boite de Petri VS en suspension sous agitation magnétique
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Figure 3.13 — Evolution du nombre d’'UFC par ml en fonction de la nature de la suspension.
Moyennetes, n=3 (essais indépendants).
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Figure 3.14 — Schéma de deux modeles cinétiques d’inactivation bactérienne : (a) Chick-Watson (3.1),
(b) Chick-Watson retardé (3.2)
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Avec C, la concentration bactérienne a l'instant ¢ ; Cp, la concentration bactérienne initiale ;
k' la constante cinétique d’inactivation; ¢, la concentration de I’agent désinfectant; n, I’ordre
de la réaction; ¢g, le temps de retard. Dans notre cas, la concentration en TiO, ne varie pas
pendant la réaction, ainsi le terme [c]" est égal & 1.

Dans notre essai, les taux d’inactivation, correspondants a la constante cinétique d’inactiva-
tion %/, sont trés proches pour les deux milieux, avec des valeurs de 0,024 min~! dans 'eau et
0,021 min~! dans le bouillon NB.

Selon certains auteurs, le faible taux d’inactivation de la premiere étape peut étre di a
la phase préliminaire de l'attaque des DRO sur la paroi externe des cellules (Dunlop et al.,
2001; Sunada et al., 2003). Au cours de cette premiere étape, les dommages subis peuvent étre
insuffisants pour tuer les bactéries : a ce stade de dégradation, les cellules sont encore capables
de récupérer et croitre a nouveau, une fois en présence d’un milieu riche de type gélose TS.
Apres un certain temps, la dégradation de la membrane externe permet aux espeéces réactives de
pénétrer plus en avant et d’induire des dommages conduisant a la mort des cellules bactériennes
(deuxiéme phase des courbes de la figure 3.13). Cette hypothese a également été considérée par
d’autres chercheurs (Benabbou et al., 2007; Mitoraj et al., 2007) qui expliquent notamment cette
période dormante comme le temps pour la concentration de DRO photo-générés d’augmenter a

un niveau préjudiciable a l'activité des cellules bactériennes.

Une autre explication possible pour cette premiere étape avec un faible taux d’inactivation
a été proposée par Gogniat et al. (2006). Dans leurs travaux, ils ont observé une courbe avec

deux cinétiques d’inactivation uniquement lorsque les essais étaient réalisés dans une solution de
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phosphate de sodium. Les courbes d’essais réalisés dans une solution de NaCl-KCl présentaient
une seule cinétique d’inactivation, semblable au premier modele de Chick-Watson. Selon Go-
gniat et al. (2006), la phase d’adsorption sur les particules de TiO, est une étape nécessaire au
processus de désinfection photocatalytique. Les auteurs indiquent que, dans la solution de phos-
phate de sodium, I’adsorption des ions sur le TiO, débute des I'introduction des nanoparticules,
méme dans le noir. Dés le début de 'expérience, le changement des propriétés d’adsorption du
TiO, engendré par l'irradiation lumineuse conduit a une perte d’affinité avec le phosphate et
a une photo-désorption des ions, permettant aux bactéries d’y adhérer. Ainsi, le temps néces-
saire au processus de photo-désorption des ions expliquerait la phase dormante de I'inactivation
observée dans les premieres minutes de ’expérience. Ces phénomenes de photo-adsorption et
photo-désorption sont évidemment dépendants de la composition de la suspension et de la durée
d’irradiation du catalyseur.

Certains travaux ont fait état d’une étape finale dans les courbes d’inactivation, constituée
par une forte atténuation du processus (Benabbou et al., 2007; Gomes et al., 2009; Muranyi
et al., 2010). Plusieurs hypothéses ont été proposées par Rincon et Pulgarin (2005) comme effets

de cette atténuation :

1. La compétition d’acces au photocatalyseur et aux radicaux entre les bactéries survivantes,

les mortes et les sous-produits générés par la lyse bactérienne

2. La diminution de la probabilité de contact des agents oxydants avec les bactéries (due au

nombre décroissant de bactéries survivantes)

3. L’arrivée du systeme a un état tel que l'inactivation photocatalytique est contrebalancée

par la croissance bactérienne

Une autre hypothese a également été proposée par Benabbou et al. (2007) impliquant des
réactions terminales, visibles dans les équations 3.3 et 3.4, pour des concentrations élevées en
TiO,. Les radicaux hydroxyles se recombineraient facilement pour former du peroxyde d’hydro-
gene selon I’équation 3.3. L’interaction de H,0, avec de nouveaux HO* entrainerait la produc-
tion d’hydroperoxyle, selon I’équation 3.4, beaucoup moins réactif, qui ne participerait pas au

processus photocatalytique (Legrini et al., 1993).

OH* + OH* — H,0, (3.3)
H,0, + OH* — H,0 + HO; (3.4)

Cette atténuation n’a pas été détectée au cours de l'expérience dans ’eau distillée, avec une
réduction logarithmique de valeur constante jusqu’a la limite de détection. Il est raisonnable
de supposer I’émergence ou la combinaison des phénomenes suivants pour ces essais : (a) la
concentration en TiO, était suffisamment faible pour ne pas entrainer d’auto-réaction entre les
radicaux hydroxyles, et (b) les bactéries ne sont pas dans des conditions de croissance suffisantes
pour contrebalancer la désinfection. La diminution de la probabilité de contact avec les bactéries
et la compétition d’acceés au photocatalyseur ne semblent pas avoir eu d’effet en fin de réaction.
Ces hypotheses sont valables pour 'essai réalisé dans ’eau distillée mais pas pour celui réalisé

dans le milieu 1/500 NB. En effet, 2 logarithmes de bactéries sont encore détectées apres 6h de
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contact. L’expérience n’a pas été conduite sur une période suffisamment longue pour affirmer

qu’il n’y ait aucune atténuation en fin de processus.

La figure 3.13 renseigne également sur les différences d’inactivation selon la nature de la
solution utilisée dans 'expérience. La deuxiéme phase d’inactivation (cinétique élevée) com-
mence plus tard dans le milieu 1/500NB méme si les coefficients d’inactivation sont semblables
(0,0212 min~! et -0,0235 min—!). II semble que le bouillon 1/500NB agisse comme un agent
retardateur (neutralisant), en augmentant la phase stationnaire sans changer la cinétique de la
deuxieme phase. Ces résultats semblent en accord avec 'effet inhibiteur des ions et des composés
organiques sur la désinfection photocatalytique rapporté par la littérature (Dunlop et al., 2001;
Rincén et Pulgarin, 2004; Saito et al., 1992). Des chercheurs ont exposé l'effet retardateur de
certains anions, Cl” notamment, sur le taux d’oxydation, en réagissant avec les trous (h+) du
catalyseur par exemple (Abdullah et al., 1990). Concernant les anions, il a été montré des effets
bénéfiques ou néfastes, dépendamment de leur nature et de leur concentration dans la solution
(Carp et al., 2004).

De maniere générale, différents mécanismes ont été mis en avant pour expliciter 'impact des
ions et des composés organiques présents dans la solution sur la photocatalyse; qu’ils agissent

sur le processus en lui-méme ou sur les réactions de désinfection :

1. La compétition d’acceés au photocatalyseur entre toutes les especes, accaparant les sites

actifs (trous et électrons) a sa surface
2. La mobilisation des radicaux par les especes étrangeres,

3. La génération d’un effet barriere, filtrant les UV, par des agrégats organiques ou des sous-

produits de la photocatalyse.

Ces mécanismes peuvent intervenir et perturber lefficacité de la photocatalyse pour n’im-
porte quel corps organique étranger présent dans la suspension aqueuse. Cela explique notam-
ment les baisses d’efficacité observées avec des concentrations bactériennes plus élevées, men-
tionnées dans le chapitre 1. En outre, il est essentiel de rappeler que ces effets ont un impact qui
se limite simplement & un retard dans le processus de traitement pour nos conditions d’essai.
En effet, puisque le photocatalyseur n’est pas consommé pendant la réaction, la désinfection
complete d’une suspension aqueuse, c’est-a-dire 1’élimination de la totalité des cellules bacté-
riennes ne devrait étre qu’une question de temps. En revanche, ces mécanismes peuvent devenir
de véritables facteurs limitants pour des essais dynamiques, ou ’apport de matiere a dépolluer

et de matiere organique perturbatrice serait continu.

Certains auteurs ont comparé les efficacités entre du TiO, dispersé et immobilisé (Gomes
et al., 2009; van Grieken et al., 2009). Pablos et al. (2011) ont observé un taux d’inactivation plus
élevé en début de réaction avec du dioxyde de titane immobilisé. Ils suggerent que les dommages
ont été uniformément répartis sur I'intégralité des parois cellulaires lors de ’essai en suspension,
alors qu’ils ont été plutot concentrés sur de petites zones avec le TiO, immobilisé, nécessitant
de petites quantités de radicaux pour obtenir une inactivation détectable. Toujours est-il que
les temps d’inactivation totaux de cellules de E. coli étaient semblables pour les deux types de

test (en suspension et immobilisé).
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D’autre part, Gumy et al. (2005) ont observé une meilleure efficacité d’inactivation du TiO,
en suspension qu’avec des supports commerciaux de chez Ahlstrom recouverts de TiO,. Ils
suggerent que les particules dispersées dans la suspension fournissent plus de surface pour ’ad-
sorption des bactéries. Les mémes observations ont été rapportées par Gomes et al. (2009) avec
des supports Ahlstrom. Selon les auteurs, ces résultats pourraient également étre expliqués par
des réactions avec la matiere organique relarguée par le support pendant ’expérience. En consé-
quence, la présence d’ions et/ou de composés organiques dans le milieu de réaction (suspension
ou goutte) peut réduire considérablement les rendements théoriques, en réagissant avec d’autres
especes oxydantes a la place des cellules bactériennes (Gogniat et al., 2006; Rincén et Pulgarin,
2004).

L’ensemble de ces travaux laisse penser que les revétements de TiO, formulés avec un liant
contenant des composés organiques pourraient monopoliser les radicaux photo-générées et, par
conséquent, conduire & une diminution de I'efficacité de ces produits. Cette problématique sera

abordée dans le chapitre 4.

3.6 Conclusion

Ce chapitre avait pour objectif d’évaluer I'efficacité de particules photocatalytiques seules sur
I’activité bactérienne et d’explorer I'influence de certains parametres méthodologiques et expéri-
mentaux sur cette efficacité. 11 s’agissait d’une étude préalable indispensable au développement
de lasures photocatalytiques incluant des particules de TiO, au sein d’une matrice liante. La
connaissance de ces facteurs et de leur impact sur l'efficacité de la photocatalyse est une étape
nécessaire pour l'appréhension et la prévision des éventuels mécanismes limitants qui peuvent

survenir avec de tels produits.

La premiére partie a exploré l'action de différents types de particules sur des cellules bac-
tériennes dans le noir, pendant un contact prolongé et sans activité photocatalytique. A partir
des résultats et de ’analyse de la littérature, deux modes d’action sont envisagés : physique, de
par la taille, la forme et la structure cristalline des particules, et chimique par la production
d’especes oxydantes, méme dans le noir. Ces deux mécanismes peuvent contribuer a une action

inhibitrice de croissance voire une combinaison d’actions inhibitrice de croissance et bactéricide.

La deuxiéme partie de ce chapitre a permis de mettre en avant I'importance du contact et
de la distance qui sépare les particules et les bactéries sur 'efficacité de la désinfection. L’ap-
plication d’un film transparent sur I'inoculum a permis d’augmenter la probabilité du contact
entre les particules et les cellules qui se présentaient sur des plans distincts au sein d’une méme
goutte, contribuant ainsi a 'amélioration notable de l'efficacité du traitement. Le role des es-
peces oxydantes proches du catalyseur (h+, HO*, H,0,) sur l'efficacité de la désinfection est

mis en avant.

Finalement, I'incidence de la nature de la suspension a été évaluée dans la derniére partie.
Une différence significative dans les taux d’abattement a été observée au cours d’essais réalisés

dans deux solutions différentes, de ’eau et un milieu NB. La présence d’éléments interférents
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dans le milieu de réaction vient perturber l'efficacité de la photocatalyse et peut devenir une

entrave sérieuse a la désinfection en essai dynamique ou en situation réelle.

L’ensemble de ces parametres, qui régissent ’activité du TiO, seul, doit étre pris en compte
et peut étre a l'origine de différentes problématiques lorsque des particules sont incorporées
dans une matrice liante. Les problématiques de formulation et d’efficacité de tels produits sont

évoquées dans le chapitre suivant.
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4.1 Introduction

La dégradation de la qualité de l'air intérieur est une problématique qui suscite un intérét
grandissant dans le monde entier. La prolifération microbienne dans ’environnement intérieur
constitue un des principaux polluants reconnus et contribue notamment au Syndrome du Ba-
timent Malsain. Les micro-organismes sont a l'origine du relargage de spores, d’allergenes, de
toxines et de COV pouvant étre trés dangereux pour la santé des usagers. Un certain nombre
d’études a déja souligné que les matériaux de construction pouvaient devenir des sites de proli-
fération microbienne majeurs une fois contaminés. Les conditions favorables a cette croissance
microbienne sont facilement satisfaites dans les environnements humides comme les batiments

anciens, mal isolés ou ayant subi des dégats des eaux.

Le principal objectif de ce chapitre est de développer et d’étudier 'efficacité de revétements
antimicrobiens pour matériaux de construction. Nous nous sommes d’abord intéressés, dans la
continuité du travail présenté dans le chapitre 3, a des revétements de type lasure contenant
des particules de dioxyde de titane photocatalytiques. L’intérét des lasures réside dans le fait
que (i) ce type de produit est facile & mettre en oeuvre sur matériaux de construction, (ii) il
peut étre appliqué sur matériaux neufs comme en rénovation, (iii) les lasures sont des produits
semi-transparents qui permettent de conserver ’aspect brut du matériau ou bien le masquer si
un pigment est ajouté. Nous avons par ailleurs souhaité étudier une solution antimicrobienne
alternative consistant en un produit bio-sourcé a base d’ester de glycérol. Ce type de produit
a notamment montré des propriétés spécifiques vis-a-vis de I’eau, notamment hygroscopique et
tensioactive, et une bonne stabilité chimique lorsqu’il est appliqué sur du béton frais. La littéra-
ture suggere par ailleurs des propriétés antimicrobiennes pour ce type de molécule. Nous avons
souhaité explorer ces propriétés dans la perspective d’initier le développement de revétements

bio-sourcés multifonctionnels.

La premiere partie de ce chapitre concerne donc les lasures photocatalytiques dont les for-
mulations ont été présentées au chapitre 2. Différentes lasures ont été testées. La premiere a
été formulée avec un liant inorganique constitué de silicates, dans le but d’explorer un liant
insensible a la photocatalyse. Par la suite, d’autres lasures ont été formulées sans silicates, avec
un liant organique a base d’acrylique, et des particules de TiO, sous forme pulvérulente. Finale-
ment, la derniére lasure a été réalisée avec le méme liant organique et en utilisant une dispersion

chimique de TiO, commerciale.

Les objectifs de cette partie sont, en utilisant un panel de techniques microbiologiques préala-
blement adaptées a la problématique de I’étude, de (i) quantifier les propriétés antimicrobiennes
des lasures en relation avec certaines propriétés de surface, et (ii) contribuer a la compréhension

des mécanismes d’action de la photocatalyse sur les micro-organismes.

Cette partie décrit tout d’abord certaines propriétés physiques et de surface des lasures.
Dans un deuxieme temps, 'activité antibactérienne des lasures est évaluée, en se basant sur
les normes JIS Z 2801 (2010) et ISO 27447 (2009). Ce chapitre explore notamment I'influence
de la formulation et du pré-vieillissement par une exposition a la lumiere UV sur l'activité

antibactérienne.
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La partie suivante porte sur I’évaluation de la résistance a la prolifération bactérienne sous
forme de biofilms. Une campagne d’investigations a été menée sur la lasure en couplant deux
méthodes complémentaires d’analyse : une approche quantitative, par dénombrement des UFC

et une approche qualitative, par observation au microscope a épifluorescence.

Finalement, la quatrieme et derniére partie est un travail exploratoire sur des molécules bio-
sourcées de la famille des esters de glycérol, dont les propriétés antimicrobiennes ont déja été
soulignées. L’objectif est ici de mener une série d’essais préliminaires afin de cibler la gamme
d’efficacité du produit et d’observer ses caractéristiques en tant que revétement pour matériaux
de construction. Trois essais ont été menés : la mesure du potentiel bactéricide (essais de bac-
téricidie, (NF EN 1040, 2006)), la mesure de I’activité antibactérienne (JIS Z 2801, 2010), et

enfin, la résistance a la prolifération sur matériaux de construction par inoculation naturelle.

4.2 Lasures photocatalytiques

4.2.1 Etude du caractére superhydrophile photo-induit

Le dioxyde de titane photocatalytique présente un caractére superhydrophile photo-induit
(Fujishima et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Yu et al., 2003) : une fois irradié par une source
de lumiere UV, angle de contact d’une goutte d’eau sur la surface tend vers zéro. L’eau s’étale

sur le support et forme un film trés mince a la surface du matériau.

Les processus a l'origine du caractere super-hydrophile des surfaces de TiO, photocataly-
tique sont différents de ceux de la photocatalyse mais peuvent survenir en parallele (Fujishima
et al., 2000). Les électrons et les trous photo-générés réduisent les anions Ti(IV) en cations
Ti(III) et oxydent les anions O(—III) respectivement. L’éjection des anions oxygene entraine la
création de lacunes vers lesquelles les molécules d’eau peuvent se déplacer et créer des groupe-
ments hydroxyles adsorbés en surface. Ces propriétés conférent ainsi aux matériaux utilisant du
dioxyde de titane un caractere autonettoyant intéressant pour divers types d’application (verre,
matériaux de construction...) : 'angle de contact d’une goutte d’eau sur une surface superhy-
drophile diminue jusqu’a des valeurs proches de zéro. L’eau a la surface est sous forme d’un
film fin qui s’étale et s’écoule sous l'effet d’une légere inclinaison de la surface, emportant avec
lui les salissures non adhérentes au support. Plusieurs études ont déja fait état du caractere
superhydrophile de ciments photocatalytiques (Diamanti et al., 2008) ou de films de TiO, (Yu
et al., 2003) une fois irradiés par une source d’UV. L’étude de Yu et al. (2003) montre que,
méme apres une conservation dans le noir pendant plusieurs semaines, les supports avec des
angles initialement autour de 50° — 60° retrouvent des angles de contact avec 1’eau inférieur a

10°, apres seulement quelques heures d’exposition.

Le caracteére hydrophile ou hydrophobe a une importance fondamentale dans les phénomeénes
d’adhésion des micro-organismes aux substrats (Busscher et Weerkamp, 1987; Fletcher et Loeb,
1979; Katsikogianni et Missirlis, 2004). L’adhésion est la premiere étape de la formation de bio-
films qui permet la prolifération microbienne secondaire sous forme sessile. De nombreux facteurs
physico-chimiques, électrostatiques et thermodynamiques entrent en jeu dans les interactions des

micro-organismes avec un support (Allion, 2004; Busscher et al., 1984; Chavant et al., 2002).
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Dans leur travaux, Fletcher et Loeb (1979) ont évalué le nombre de bactéries adhérentes sur dif-
férents types de support. Une concentration élevée en bactéries a été retrouvée sur les matériaux
hydrophobes de type plastiques (téflon polyéthyleéne...), trés peu chargés électriquement, tandis
que des matériaux hydrophiles (verre, mica, plastics oxydés), chargés plutot négativement, ne
présentaient qu’une petite quantité de bactéries adhérentes. Les travaux de Faille et al. (2002)
ont montré des résultats similaires. Pour mémoire, I’état de I'art de Katsikogianni et Missirlis
(2004), présenté dans le chapitre 1, souligne les facteurs déterminants de ’adhésion microbienne,
notamment les caractéristiques surfaciques du matériau support :

— la composition chimique,

— la charge surfacique,
I’hydrophobicité

la configuration physique de surface (porosité et rugosité)

Notons que, dans le cadre des matériaux de construction (matériaux poreux), des études trai-
tant de la colonisation de matériaux par des algues ont montré que I'application d’un revétement
hydrofuge sur la surface des matériaux permettait de retarder la colonisation (Martinez et al.,
2014). En effet, 'application de I’hydrofuge confeére a la surface une certaine hydrophobicité, qui
contribue a la réduction d’absorption d’eau par capillarité. L’effet protecteur du revétement est
induit indirectement, par réduction de 1’eau disponible (a,,) en surface pour le développement
des micro-organismes.

D’autres études ont indiqué que ces traitements hydrofuges n’étaient pas durables dans le
temps et demandaient d’étre entretenus régulierement, ou combinés a des biocides afin d’offrir
une protection pérenne pour les matériaux (Moreau et al., 2008; Nugari et Pietrini, 1997; Urzi
et Leo, 2007).

Dans le contexte de cette these, les informations relatives au caractere superhydrophile des
lasures formulées permettraient d’envisager leur utilisation pour empécher ’adhésion de micro-
organismes et contribuer a la prévention de la formation de biofilms, en plus du caractere désin-
fectant prodigué par la photocatalyse. Des mesures d’angle de contact ont donc été réalisées sur
les lasures recouvrant différents types de support, aprés plusieurs temps de pré-vieillissement

par une irradiation a la lumiere UV.

4.2.1.1 Surfaces testées

Les deux lasures étudiées dans cette partie ont été décrites dans le chapitre 2. Il s’agit de :
— la lasure LP g, formulée avec 93% d’eau, 5% de dispersion de TiO, et 2% d’acrylique,

— une lasure témoin, formulée & partir de 98% d’eau et 2% d’acrylique.

Les mesures d’angle de contact ont été réalisées sur différents matériaux recouverts des deux
lasures.

Les premiéres mesures concernent des membranes en polycarbonate et des pates de ciment
comme support. Les échantillons ont été recouverts avec 0,5 ml de lasure au moyen d’une mi-
cropipette et stockés a I'air ambiant pour séchage pendant plusieurs heures. Contrairement aux

pates de ciment, les membranes, caractérisées par une porosité entre 5% et 20%, avec des pores
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de diametre 0,4 pm (données fournisseur), ont été déposées sur des boites de Petri en plastique,

et ont été considérées comme des supports non-absorbants.

La deuxiéme série a été effectuée sur des matériaux de construction de type mortier, plaques
de placoplatre et platre, d’environ 5 x 10 cm?, qui ont été enduits de lasure photocatalytique ou

de lasure témoin a l’aide d’un pinceau.

4.2.1.2 Résultats

La figure 4.1 présente les résultats obtenus & partir des mesures d’angles de contact de gouttes
d’eau sur LP gy et sur la lasure témoin (non photocatalytique) appliquées sur 2 matériaux sup-
ports (pate de ciment et membrane en polycarbonate) en fonction du temps de pré-vieillissement
(exposition & une lumiére UV positionnée pour générer une irradiance de 5 W/m? au niveau de
la surface traitée) en conditions ambiantes (cf figure 2.18, p. 101).

La figure 4.2 montre 1’évolution de la morphologie des gouttes apres différents temps de

pré-vieillissement des lasures sous UV.
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Figure 4.1 — Evolution de I’angle de contact d’une goutte d’eau sur des échantillons revétus de lasure
photocatalytique et de lasure témoin, en fonction du temps de pré-vieillissement a la lumiere UV.
Moyennezes, 6<n<12. * : pas de mesure possible pour la pate de ciment & 48h.

Ciment
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Figure 4.2 — Clichés de I’évolution de la forme d’une goutte quelques secondes apres le dépot pour
différents temps de pré-vieillissement.
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Pour les deux matériaux, la lasure témoin non photocatalytique montre des angles de contact
autour de 103° et 128°, sur la membrane et la pate de ciment respectivement. Les angles n’évo-
luent pas de plus de 3% autour de la moyenne quel que soit le temps d’exposition préalable a
une lumiére UV (jusqu’a des temps de pré-vieillissement de 109h).

Concernant les lasures photocatalytiques (LPg;s), les angles de contact étaient initialement
d’environ 78° et 93° sur la membrane et sur la pate de ciment, respectivement. Les angles sur
la membrane diminuent sensiblement lorsque le temps préalable d’irradiation UV de la lasure
passe de Oh a 24h puis a 48h. L’angle de contact sur membrane est d’environ 10° avec un pré-
vieillissement de 48h (contre 78° sur la membrane non pré-vieillie). Les mesures se stabilisent
ensuite autour de 10°, méme apres 109h.

En revanche, la diminution observée pour les échantillons de pate de ciment est beaucoup
plus progressive, de 93° a 10° apres 109h d’exposition aux UV.

Ces résultats montrent tout d’abord que sans irradiation lumineuse (a t=0h), la lasure conte-
nant des particules de TiO, confére aux matériaux des angles de contact légérement plus faibles
que la lasure sans particules. Ensuite, les résultats mettent bien en évidence le caractére super-
hydrophile de la lasure photocatalytique irradiées sous UV mais la diminution de l'angle de
contact avec le temps de pré-vieillissement est toutefois moins marquée dans le cas du support
cimentaire.

Les différences observées dans les cinétiques de diminution entre les deux matériaux pour-
raient notamment s’expliquer par la différence radicale entre leur surface. En effet, il est possible
que la formation d’un film de lasure régulier et totalement homogeéne ait été empéché par la ru-
gosité élevée et la porosité ouverte en surface des échantillons de pate de ciment. Cette hypothese

semble étre confirmée par la série d’observations réalisée au MEB, présentées sur la figure 4.3.

Les observations de la membrane montrent un état de surface qui semble bien homogene,
lisse et sans pores visibles au grossissement utilisé. En revanche, de nombreuses fissures et pores
sont observables sur I’ensemble de la surface des échantillons de ciment (Figure 4.4). La présence
de nombreux trous atteste de la répartition non homogene de la lasure et est probablement a
lorigine des différences dans le caractére super-hydrophile de la pate de ciment par rapport a

celui de la membrane.
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Figure 4.3 — Clichés MEB des échantillons de pate de ciment (& gauche) et de membrane (& droite)
recouverts de LP4;s. Grossissement x50 et x500 de haut en bas.

Données carto 2296
MAG: 1000 x HV:15.0 kV  WD: 13.6 mm

Figure 4.4 — Cliché MEB en mode électrons secondaires des échantillons de pate de ciment et
cartographie EDX du titane
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Des mesures ont également été réalisées sur 3 autres matériaux, incluant du mortier, du
placo et du platre. Comme les échantillons ont été recouverts a I'aide d’un pinceau, les quantités

surfaciques de TiO, n’ont pas pu étre estimées. Les résultats sont présentés sur la figure 4.5.
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Figure 4.5 — Evolution de 'angle de contact sur différents matériaux recouverts de lasure
photocatalytique et recouverts de lasure témoins, sans titane, en fonction du temps de pré-vieillissement
a la lumiere UV. Moyennezes, 6<n<12

L’évolution des angles de contact pour le placoplatre et le platre en fonction des temps de
pré-vieillissement est semblable a celle observée sur membrane. Elle présente une diminution de
I’angle assez rapide, de 92° a 10° pour le placo et de 90° a 9° pour le platre apres 72 heures de
pré-vieillissement. Sur mortier, la diminution est moins marquée, semblable a la celle observée
sur pate de ciment. La diminution des angles de contact de 105° & environ 10° a été observée
sur les échantillons apres 148 h de pré-vieillissement. Cependant, les mesures présentées sur
la Figure 4.5 sont une moyenne de plusieurs gouttes réparties sur I’ensemble de la surface des

échantillons. Les mesures sur mortier ont montré une grande hétérogénéité sur la surface.

Sur la figure 4.6, on peut observer deux morphologies de goutte completement différentes,
affichant des caracteres hydrophobe pour 'une et hydrophile pour I'autre. Ces photos ont été
réalisées sur deux gouttes, en deux points du méme échantillon aprés 109h d’exposition. Des
observations au MEB en mode électrons rétrodiffusés (Figure 4.7), couplés a une analyse EDS,
ont permis de mettre en évidence la répartition hétérogene, retrouvée dans les différences d’aspect

entre les deux clichés d’un méme échantillon.

Figure 4.6 — Photographies de deux profils morphologiques de gouttes formant des angles de contact
substrat-eau tres différents sur un méme échantillon de mortier recouvert de LPg4;s aprés 109h
d’exposition aux UV.
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Figure 4.7 — Clichés MEB en mode électrons rétrodiffusés d’un méme échantillon de mortier recouvert
de LP,,;. L’aspect de la surface est tres hétérogene. A gauche, une zone ot le recouvrement par lasure
n’a pas été satisfaisant, la surface semble accidentée et rugueuse. A droite, une zone recouverte de
lasure, I’état de surface est plus favorable.

Toutes ces données laissent ainsi présager des propriétés intéressantes pour ce revétement
photocatalytique vis-a-vis de la contamination et de la prolifération microbienne. Qutre le phéno-
mene photocatalytique qui permettrait I’inhibition de croissance et/ou la destruction des micro-
organismes, le caractere superhydrophile conféré aux matériaux enduits pourrait étre un facteur
favorable pour prévenir 'adhésion des micro-organismes. Toutefois, le manque d’homogénéité de
répartition de la lasure sur les supports est également un parametre a ne pas négliger. En outre,

la présence de pores et de fissures peut fournir des "niches" pour la colonisation microbienne.

4.2.2 Evaluation de ’activité anti-bactérienne

Le chapitre précédent avait pour objectif de souligner les facteurs méthodologiques impactant
I'efficacité de l'activité antibactérienne de particules de TiO, utilisées seules. L’influence de
plusieurs facteurs tels que le contact bactérie/particule et la nature de la suspension d’essai a
été mise en évidence. Ce travail préalable a permis de poser les bases nécessaires a I’évaluation des
performances antibactériennes et a la compréhension des mécanismes d’action de revétements

photocatalytiques formulés a partir de particules de TiO,.

La partie suivante se concentre sur ’évaluation de 'activité antibactérienne des lasures selon
la JIS Z 2801, en boite de Petri. Certains facteurs d’influence, tel que le pré-vieillissement des
échantillons par une exposition a un rayonnement UV, sont présentés. La problématique associée

a l'inclusion des particules au sein d’une matrice liante (acrylique) est également exposée.

4.2.2.1 Préparation de supports
4.2.2.1.1 Lasure a base de silicates

Les premiers essais ont été réalisés sur la lasure formulée avec un mélange silicate/acrylique,
de I'eau et des particules de TiO, photocatalytiques : LP,s;.

Des supports de type lamelles de verre (= 19,8 cm?), généralement utilisées en microscopie
optique, ont été utilisés. Avant chaque test, des lamelles ont été recouvertes de lasure au moyen
d’un pinceau et ont été placées sous hotte a flux laminaire pour séchage a ’air ambiant. Des

lamelles non recouvertes de lasure ont été utilisées comme témoins.
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4.2.2.1.2 Lasure sans silicates

Les lasures sans silicate (LPy;5) ont été testées sur deux types de supports :

— des lamelles de verre (19,8 cm?)

— des membranes Isopore en polycarbonate (Millipore), 0,4 pm, de 47 mm de diameétre

(~ 17,3 cm?)

Les deux types de support ont été recouverts avec 0,5 ml de lasure, déposé a 1’aide d’une
micropipette, et ont été délicatement orientés dans différentes directions de facon a recouvrir
la totalité de leur surface Apres quelques heures de séchage sous PSM, ils ont été placés sous
irradiation UV pendant environ 80h avant le test. Des témoins ont été réalisés avec de la lasure

sans particules de TiO,.

4.2.2.2 Procédure expérimentale

La procédure suivie pour ces essais a été décrite dans le chapitre 2. Elle est également issue
des normes JIS Z 2810 et ISO 27447.

Les supports ont été inoculés avec 400 pl et déposés dans des boites de Petri recouvertes
avec un couvercle en borosilicate. Les boites ont été placées sous hotte a flux laminaire pour le
test et irradiées par une lumiere UV (2,5 W/m?) ou maintenues dans le noir. Les essais ont été
réalisés avec un film recouvrant I'inoculum. Des essais préalables, sans contact forcé, n’avaient

montré aucune activité apres 2h de test, dans le noir comme sous irradiation lumineuse.

Apres un certains temps, une étape de neutralisation de 'effet antibactérien et une étape de
récupération des micro-organismes ont été menées sur les échantillons, telles que décrites dans
la partie qui suit.

De méme que pour les essais sur les particules de TiO, seules, quatre configurations ont été

testées en parallele (Tableau 4.1).

Irradiation UV Obscurité

Lasure photocatalytique X X
(avec TiO,)
Surface de controle X X

(support seul)
Tableau 4.1 — Tableau synthétique des quatre configurations lancées au cours de chaque test.

Trois échantillons ont été testés par configuration. Les résultats présentés sont une moyenne

des trois échantillons avec les erreurs standards correspondantes.

4.2.2.2.1 Neutralisation et récupération

La neutralisation de 'effet antibactérien résiduel et la récupération des cellules bactériennes

ont été réalisées en 6 phases (comme préconisé par les normes) :
1. Ajout d’environ 10 ml de bouillon SCDLP (partie 2.4) dans la boite de Petri
2. Homogénéisation par une série de mouvements en 8 (verticalement et horizontalement)

3. Grattage du support a ’aide d’une spatule stérile pendant 30 secondes
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4. Homogénéisation par quelques allers-retours a la micropipette
5. Dilution sérielle au dixiéme dans un tampon phosphate

6. Ensemencement sur gélose TS (2 x 1ml par dilution), incubation 48h & 36°C et lecture.

Afin de s’assurer de 'efficacité du protocole de neutralisation et d’extraction, la procédure
a été répétée avant chaque essai, sur 3 échantillons témoins (supports non enduit de lasure) et
3 échantillons dont les surfaces sont recouvertes de lasure, immédiatement apres I'inoculation
(échantillons t=0h). Si les résultats des échantillons t=0h indiquaient une diminution significative

du nombre de bactéries, ’ensemble des résultats étaient rejetés et I'essai était recommencé.

4.2.2.3 Activité de la lasure photocatalytique contenant des silicates

Les résultats obtenus sur la lasure avec silicates sont présentés sur la Figure 4.8. 1l s’agit
de l'activité antibactérienne sous irradiation lumineuse, calculée comme la différence entre le
nombre de bactéries retrouvées sur témoin (support sans lasure) irradié et le nombre de bactéries

retrouvées sur lasure irradiée (moyenne de 3 échantillons).
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Figure 4.8 — Activité antibactérienne de LP,;, formulée & base de particules de TiO, et de silicates.
L’échelle de droite indique l'activité relative par rapport a la concentration bactérienne sur témoin.
Moyennezes, n=3.

Le temps d’irradiation aux UV ne semble pas affecter significativement l’activité, surtout a
la vue des erreurs standards relativement élevées. En effet, on observe des valeurs de 1,48 +0, 45
(p=0,038), 1,75 £ 0,45 (p=0,015) et 1,95 £+ 0,61 (p=0,033) apres 2h, 4h et 6h respectivement.

On peut constater des activités antibactériennes d’intensité comparables dans le noir, méme
supérieure apres 6h d’essais : 1,13 £ 0, 18 (p=0,007), 1,39 £ 0, 33 (p=0,005) et 2,73 + 0,37 log
(p=0,006) apres 2h, 4h et 6h respectivement. Les valeurs se situent dans la gammes des effets
faibles a notoires. Ces résultats dans le noir sont du méme ordre de grandeur que les activités

relevées sur le TiO, seul avec contact forcé (chapitre 3).

Une rapide estimation au papier pH nous a permis d’observer une nette variation dans le

pH d’une méme goutte en contact avec la lasure. En effet, le pH au sein de la goutte était situé
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autour de 7 tandis que le pH a la surface de la lasure était d’environ 12 (cf schéma, partie 2.2.2,
p. 79). Ainsi, cette information, ajoutée au fait que 'activité détectée dans le noir est supérieure
a lactivité détectée sous irradiation apres 6h de test, permet de supposer raisonnablement
que l'activité antibactérienne détectée avec LP,, n’est pas induite, ou pas seulement, par le
processus photocatalytique mais par la présence de silicates alcalins, augmentant la valeur du
pH bien au-dela de 7, valeur trop élevée pour la survie des cellules de E. coli. Cependant, méme
si le processus photocatalytique n’est pas actif sur ces lasures, les résultats sont encourageants
pour une utilisation de ce type de produit comme revétement antimicrobien sur matériaux de

construction.

Afin de découpler les effets antibactériens (photocatalyse et pH), deux autres lasures ont été

formulées sans silicate en augmentant légerement la quantité d’acrylique.

4.2.2.4 Activité des premieéres lasures photocatalytiques sans silicates

La figure 4.9 présente les résultats d’activité antibactérienne des lasures formulées sans sili-
cates, avec de l'acrylique (5%-15%), de 'eau (= 80%) et du titane en poudre (VLP 7050, 5%).

Les témoins ont été réalisés avec une lasure acrylique sans particule photocatalytique.

Les deux lasures n’ont montré que de tres faibles efficacités antibactériennes au cours du
temps d’irradiation aux UV. La seule valeur d’activité antibactérienne significative (p=0,013)
était de : 0,40 £ 0,13 log apreés 8h d’irradiation pour LPp;. La diminution de l'efficacité de 6h
a 8h d’irradiation pour LP, et les écarts-types élevés témoignent de différences entre la lasure

témoin et la lasure photocatalytique qui ne sont pas significatives.
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Figure 4.9 — Activité antibactérienne des premieres lasures formulées sans silicate. Moyenne+tes, n=3.

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer les mauvaises efficacités observées :

— un effet d’agglomération des particules, induit par I'utilisation de TiO, en poudre générant
une mauvaise dispersion des particules en solution

— un effet d’encapsulation des particules au sein de la lasure, créant une barriere qui filtre

les UV et les polluants.
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Une quatrieme lasure a donc été formulée en utilisant la dispersion commerciale de Kronos
(type 7454) (concentrée a 50% en masse seche de TiO,) et en réduisant le taux d’acrylique a 2%
en masse (Tableau 2.3, p. 79). Une lasure témoin a également été formulée sans TiO, avec 98%

d’eau et 2% d’acrylique.

Afin de vérifier 'efficacité photocatalytique de la lasure ainsi formulée, des essais d’abatte-
ment des NOx en réacteur, selon un protocole exposé dans 1’étude de Martinez et al. (2011), ont
été réalisés dans les conditions suivantes :

— Concentrations initiales : NOx = 408 ppb, NO = 400 ppb,

— %HR : entre 40% et 50%

— Débits : air sec = 0,82 L/min, air humide = 0,63 L/min, polluants = 0,5 L /min

La lasure était appliquée sur un support en verre (lamelle de microscope) d’aire égale a
19,76 cm?.

Les résultats sont présentés a la figure 4.10. Par ailleurs, afin d’évaluer 1’éventuel effet béné-
fique d’un pré-vieillissement aux UV de la lasure, les essais d’abattement ont été réalisés avant
vieillissement et apres vieillissement de 80h aux UV. En effet, cette exposition préalable de la
lasure aux UV est susceptible de réduire le phénomene d’encapsulation des particules dans la
lasure par dégradation partielle des composés organiques la constituant sans endommagement

significatif de la résine (Martinez, 2012).
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Figure 4.10 — Efficacité des lasures photocatalytiques (formulée avec de acrylique et des particules de
TiO, sous forme de dispersion, LP4;s, ou sous forme pulvérulente LP,;) sur abattement de NOx et NO
sous irradiation lumineuse

La figure 4.10 montre que sans pré-vieillissement les lasures n’ont aucun effet, ou un effet
tres léger, sur la dégradation des polluants. Les lasures ayant subi une exposition préalable
aux UV (pré-vieillissement) présentent des abattements de 5,7% et 11,1% des NOx et 10,7% et
16,7% des NO, pour LP,; et LPgys, respectivement. L'effet du pré-vieillissement sur Pefficacité

antibactérienne des lasures est également traité dans la suite du chapitre.
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Par ailleurs, une fois pré-vieillie, la lasure formulée avec la dispersion chimique de dioxyde de
titane présente un abattement des gaz supérieur a celui de la lasure formulée avec des particules
de TiO, sous forme de poudre : Sur NOx, 11,13% contre 5,65% et sur NO, 16,67% contre 10,73%,

pour la LPg;s et LP); respectivement. Cette nouvelle lasure est donc a priori plus efficace.

4.2.2.5 Lasure formulée a base de titane en dispersion chimique

La partie suivante se concentre sur les résultats des essais sur I’activité antibactérienne (selon
la JIS Z 2801) qui ont été réalisés sur la lasure incluant une dispersion chimique de particule de
TiO, (Kronos, type 7454) : LP 4.

La formule de la dispersion étant confidentielle, nous n’avons pas pu obtenir d’information
sur la nature et la famille du dispersant qui est utilisé pour stabiliser les particules de TiO,.
C’est pourquoi, les éventuels effets antibactériens du dispersant chimique en lui-méme n’ont pas
pu étre pris en compte.

Une lasure avec la méme quantité d’acrylique mais sans particule de TiO, photocatalytique a
été utilisée comme témoin. Pour les essais sur la dispersion, des lamelles de verre non recouvertes
ont été utilisées comme surface de contrdle témoin. Un comparatif de Defficacité avant / apres
inclusion des particules de TiO, est notamment détaillé. Nous nous sommes également intéressés

a l'influence de la concentration bactérienne et du pré-vieillissement des lasures.

4.2.2.5.1 Effet de I’inclusion en lasure

La figure 4.11 présente les résultats des tests en boite de Petri réalisés sur les supports en

verre recouverts :
1. de lasure LP g

2. ou d’une solution aqueuse contenant 5% en masse de la dispersion chimique VLP7454

seule, sans liant ajouté.

La lasure ne présente pas d’activité dans le noir et les activités antibactériennes calculées
apres 2h, 4h et 6h d’irradiation sont respectivement de 0,53+0, 1 log (p=0,241), 0,96+0, 43 log
(p=0,018) et 0,79 £ 0,11 log (p<0,03). Les valeurs apres 4h et 6h d’essai sont significatives et
correspondent & des effets bactéricides faibles, autour de 20% d’inactivation.

Ces résultats confirment 'hypothése d’une activité antibactérienne liée au pH alcalin pour la
lasure avec silicates (LP,;, figure 4.8). Ils montrent également une nette augmentation d’activité
comparativement aux essais réalisés sur les lasures a base de TiO, en poudre non dispersée, sur
lesquelles quasiment aucune activité n’a été détectée apres 8h d’irradiation. Cette différence
peut étre attribuée a 'usage d’un TiO, dispersé chimiquement, au sein duquel les particules
stabilisées peuvent offrir une plus grande surface active pour les réactions photocatalytiques.

En outre, le faible taux de résine acrylique contenu dans cette lasure (2%) a certainement
contribué a réduire les phénomeénes d’encapsulations des particules dans la matrice liante. Cette
hypothese est en partie confirmée par les résultats de la dispersion de TiO, utilisée seule. L’ac-
tivité antibactérienne calculée est, pour la dispersion diluée, de 0,43 +0,01 (p=0,001) apres 2 h
de test et 1,52 + 0,19 (p=0,007) apres 4 h. Ces valeurs sont comparables & celles obtenues sur

la lasure. Apres 4h d’irradiation, la dispersion présente une activité légerement supérieure.
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Figure 4.11 — Activité antibactérienne de la lasure LP 4, de la dispersion chimique VLP7454 (diluée a
5%) et des particules de TiO, seules (chap. 3), irradiées par une lumiére UV. Moyenne+es, n=3.

Dans tous les cas, ces valeurs sont nettement inférieures aux activités relevées avec le TiO,
seul, pour un dosage beaucoup plus faible, ~0,04 mg/cm? (cf chapitre 3, efficacité de 2,62 log
apres 4h et 3,73 log apres 6h de test).

Rappelons que pour chacun des essais réalisés, des échantillons (témoins et photocataly-
tiques) étaient également maintenus en conditions de test (température, hygrométrie) mais dans
le noir. Concernant la dispersion chimique, la moyenne des nombres d’'UFC retrouvés sur les
témoins (surfaces de controle non recouvertes) était de 4,48 + 0,04 log apres 4 h d’essai dans le
noir. Les nombres d’UFC retrouvés sur les lamelles recouvertes de dispersion chimique était de
4,62 4+0,001 log. La dispersion chimique ne présente aucune action antibactérienne dans le noir
apres 4h d’essai. Ainsi, méme si le dispersant chimique n’a pas pu étre testé seul (sans particules
de TiO,), il est raisonnable de supposer qu’il n’a pas d’effet négatif sur la survie des cellules

bactériennes d’E. coli.

Concernant la lasure photocatalytique, I'inclusion des particules dans une matrice organique
réduit donc considérablement l'efficacité de la désinfection photocatalytique. L’effet du phéno-
mene d’encapsulation des particules dans la masse de l'acrylique conduirait a la filtration des

UV et au masquage des sites actifs du catalyseur.

4.2.2.5.2 Influence de la concentration de I’inoculum

Les essais d’activité antibactérienne basés sur la JIS Z 2801 ont été réalisés sur la lasure LP 4
et une lasure témoin non photocatalytique selon la méthode décrite dans la partie 2.6, avec un
inoculum dosé entre 2,5 x 10° et 10 x 10°. Deux autres essais ont également été menés, pendant
2 h et 4 h d’irradiation, dans les mémes conditions et avec une concentration bactérienne de

'inoculum égale & 9 x 10%.

L’influence de la concentration bactérienne de 'inoculum est présentée sur la figure 4.12.
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Figure 4.12 — Activité antibactérienne de la lasure LP4;, irradiée par des UV, selon de la
concentration bactérienne de I'inoculum. Moyenne+se, n=3.

Aucune activité n’a été détectée dans le noir pour les deux concentrations. Les activités
relevées apres une irradiation lumineuse UV sont de 0,933 + 0,48 log (p=0,087) apres 2h et
1,56 +£0,56 log (p=0,033) aprés 4h d’irradiation pour la concentration de I'inoculum de 9 x 10%.

Malgré des erreurs standards relativement fortes, on constate une activité significativement
plus élevée pour la concentration la plus faible (inférieure d’un logarithme par rapport a la
concentration la plus forte) pour le temps de 4h d’irradiation.

Ces résultats concordent avec les études relevées dans la bibliographie (Matsunaga et al.,
1988; Sunada et al., 2003) montrant une diminution de 'efficacité photocatalytique lorsque la
charge bactérienne de la suspension augmente.

On peut supposer deux phénomenes combinés pour expliquer cette baisse d’activité :

1. le nombre élevé de bactéries nécessite une plus grande quantité de TiO, pour obtenir les

mémes taux de dégradation,

2. la dégradation d’un plus grand nombre de bactéries entraine la production d’une plus

grande quantité de matieres organiques (restes cellulaires) accaparant les sites actifs de la
lasure.

La derniére hypotheése pourrait étre vérifiée par une série d’essais, qui permettraient d’obser-

ver si lefficacité diminue avec le nombre de cycles, traduisant un phénomene "d’encrassement”.

4.2.2.5.3 Influence du pré-vieillissement des lasures

La figure 4.13 présente I'activité antibactérienne de la lasure LPg;, sur membrane, apres 4
heures de test, en fonction du temps de pré-vieillissement des échantillons.

On peut observer une augmentation de l'efficacité antibactérienne de la lasure lorsque le
temps d’exposition aux UV avant le test est augmenté. L’activité antibactérienne est de 0,20 +
0,06 log (p=0,016) sur les échantillons qui n’ont pas été pré-vieillis et de 1,22 + 0,13 log
(p<0,001) sur les échantillons pré-vieillis pendant 109 h.
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La figure 4.13 montre également 1’évolution de ’angle de contact en fonction du temps de
pré-vieillissement (cf partie 4.2.1). On constate que I'angle de contact le plus faible (autour de
10°) est obtenu des 48h de pré-vieillissement. De la méme maniere, 'activité antibactérienne est
plus importante sur ces échantillons que sur ceux qui n’ont pas été pré-vieillis. Pour ce temps de
pré-vieillissement (48 h), Papparition du caractére hydrophile de la lasure est concomitant avec
une augmentation significative de l'activité antibactérienne. Un rapprochement des bactéries des

sites actifs de la lasure est une explication probable.
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Figure 4.13 — Activité antibactérienne de la lasure LPg;s sur E. coli apres 4h de test, en fonction du
temps de pré-vieillissement aux UV (=~ 3 W/m?). Moyenne+es, n=3. La courbe bleue représente les
valeurs d’angles de contact mesurées sur les membranes aux échéances correspondantes (cf partie 4.2.1).

Cependant, on observe aussi une augmentation de l'activité apres 109 h de pré-vieillissement
alors que 'angle de contact est constant autour de 10°. Ainsi, si le caractére hydrophile a un
impact sur activité antibactérienne de la lasure pour des temps de pré-vieillissement inférieurs

a 90 h, d’autres phénomenes semblent impliqués au-dela de ce temps de pré-vieillissement.

Ces résultats sont en accord avec des études antérieures qui ont montré que lefficacité de
la réaction photocatalytique était indépendante du caractére superhydrophile photo-induit du
TiO, (Fujishima et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Yu et al., 2003), méme si les angles de
contact les plus faibles sont essentiellement retrouvés sur les matériaux avec la meilleure activité
photocatalytique (Diamanti et al., 2008).

Une explication possible a ces résultats peut résider dans le fait que le pré-vieillissement aux
UV, au-dela d’augmenter le caractere hydrophile de la lasure photocatalytique, conduit a un
mécanisme de désencapsulation des particules dans la matrice liante. En irradiant les échan-

tillons avant le test, les particules encapsulées proches de la surface recevraient une partie du
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rayonnement UV, permettant d’activer le processus photocatalytique. Le revétement organique
serait alors dégradé partiellement, engendrant la création d’une porosité additionnelle dans la

lasure. L’apparition de nouveaux pores permettrait ainsi de faciliter :
(i) lacces des UV pour une meilleure activation,
(ii) l'acces des polluants (bactéries) vers les particules,

(iii) la diffusion des radicaux vers les polluants, comme l'illustre le schéma de la figure 4.14.

L’augmentation de la porosité induite par la dégradation de la résine organique (acrylique)
peut conduire a I’émergence d’une nouvelle problématique : la libération d’une certaine quantité
de particules, pouvant entrainer (i) la diminution de lefficacité de la lasure et (ii) 'apparition
d’un risque pour la santé.

L’utilisation de silicates dans la formulation, qui servent de liant inorganique capable de résis-
ter au processus de dégradation photocatalytique, permettrait de palier a ce probleme (Martinez,
2012).

Rayons UV l l l

asg
Particules ~ ‘x~

Lasure

Radicaux

(a) (b) ()

Figure 4.14 — Schéma de principe de la libération des nanoparticules encapsulées. (a) Début du
pré-vieillissement aux UV ; (b) une faible intensité d’'UV atteint les nanoparticules proches de la surface
et la réaction photocatalytique commence, la matrice liante se dégrade peu & peu autour des particules.
(c) la dégradation de la matrice fait apparaitre une porosité supplémentaire, qui augmentant 'acces des

UV et facilite la diffusion des composés actifs (radicaux) vers l'extérieur ou des polluants (et
micro-organismes) vers les particules.

Les lasures formulées ont montré des activités antibactériennes significatives sur E. coli en
boite de Petri. La premiere lasure formulée a base de particules de TiO, et de silicates présen-
tait une efficacité méme dans le noir, principalement attribuée a son alcalinité. La deuxieéme
lasure, testée sans silicate afin d’évaluer son efficacité photocatalytique, présentait des activi-
tés plus faibles mais néanmoins notables. Notons que les expériences ont été réalisées dans des
conditions de faible irradiance (2,5 W/m?). L’impact du pré-vieillissement par une exposition
aux UV en amont du test a été souligné : l'efficacité de la lasure augmente avec le temps de
pré-irradiation. Ces résultats d’inactivation bactérienne, combinés au caractére super-hydrophile
photo-induit des lasures laissent présager une activité antibactérienne des le contact, notamment
des propriétés de résistance a ’adhésion a la surface. Par ailleurs, en condition réelle, le caractere

super-hydrophile permettrait de nettoyer la surface des déchets bactériens sur le long terme.
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La partie suivante se concentre sur la mise en ceuvre d’essais de résistance a la formation de

biofilms sur des matériaux cimentaires recouverts de lasure LP 4 photocatalytique.

4.2.3 Evaluation de la formation de biofilm sur revétement photocatalytique

Les essais de formation de biofilms visent a évaluer la capacité des matériaux a prévenir
I’adhésion et la prolifération de micro-organismes. Ce type d’essai est mené en milieu liquide et
met en jeu la sédimentation de cellules bactériennes sur un matériau. Le milieu est constitué
de maniere a placer les bactéries en état de stress favorisant leur développement sous forme de
biofilms. Les résultats sont exploités en termes d’UFC par cm? de matériau.

Le méthodologie mise en ceuvre dans cette partie repose sur le couplage d’une évaluation
par dénombrement avec une série d’observations au microscope a épifluorescence afin de rendre
compte de la répartition de la biomasse bactérienne sur les échantillons. Des clichés au microscope
électronique a balayage ont également été réalisés en complément dans le but d’observer le

comportement bactérien a I’échelle cellulaire.

4.2.3.1 Meéthodes

Les essais ont été réalisés dans des microplaques multipuits. Les échantillons de pate de
ciment, recouverts de LPg;s (5% d’une dispersion de TiO,, 2% d’acrylique, 93% d’eau) ou de
lasure témoin ne contenant pas de particules photocatalytiques (2% d’acrylique, 98% d’eau) ont
été pré-vieillis aux UV pendant environ 100 h puis ils ont été placés dans des plaques de 6 puits
(3 échantillons avec TiO, et 3 échantillons sans TiO, par plaque). Pour mémoire, les pates de
ciment avaient subi une lixiviation pendant 15 jours afin d’en diminuer le pH de surface jusqu’a
une valeur située autour de 7-8.

La procédure de I'essai, d’une durée de 24 h, est décrite dans le chapitre 2, p. 96.

En raison d’une grande hétérogénéité dans les résultats, le test a été mis en ceuvre 3 fois. Les
résultats présentent la moyenne de 9 échantillons sur 3 essais. Un test t de Student a également

été effectué afin de vérifier que les différences constatées étaient significatives.

4.2.3.2 Résultats d’essais

Les quantités de biomasses viables qui adhéraient aux échantillons apres 24h d’expérience
sont présentées sur la figure 4.15.

Une tres légere différence peut étre observée entre les échantillons témoins (recouverts de
lasure non photocatalytique) dans le noir et exposés aux UV (—0,20 log). Mais cette différence

n’est pas significative (p=0,128).

Concernant les échantillons dans le noir (lasure témoin et LPg;5), on peut également obser-
ver une légere différence dans le nombre de bactéries entre les échantillons couverts de lasure
photocatalytique et les échantillons couverts de lasure témoin sans particules de TiO,.

Or, il a été montré dans la partie 4.2.1 qu’'une exposition préalable aux UV durant une
centaine d’heures permettait de développer un caractere hydrophile des lasures photocatalytiques
recouvrant les échantillons de pate de ciment. En outre, le phénomeéne n’a pas été détecté sur

les échantillons recouverts de lasure témoin.
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Figure 4.15 — Nombre de cellules adhérentes viables sur les échantillons apres 24h. Moyennetes, n=9
(3 essais).

Par ailleurs, la littérature souligne que les matériaux hydrophiles sont moins sensibles a
l’adhésion des micro-organismes, y compris en milieu aqueux (Busscher et Weerkamp, 1987;
Faille et al., 2002; Fletcher et Loeb, 1979).

Concernant la rémanence du caractere superhydrophile photo-induit, ’étude de Yu et al.
(2003) montre que les angles mesurés sur des films de TiO, préalablement irradiés aux UV
retrouvent leurs valeurs initiales apres environ 14 jours de stockage dans le noir. Apres 1 jour
de stockage, les angles retrouvent environ 50% de leurs valeurs initiales.

Les essais de formation de biofilm sont réalisés sur 24 h. Ainsi, la différence constatée entre
les deux échantillons maintenus dans le noir pourrait s’expliquer par ’apparition d’un caractére
hydrophile de la lasure. Toutefois, la différence constatée entre les 3 essais n’est pas significative
(p=0,077), suggérant que, dans cette expérience, ’hydrophilie induit un effet limité sur 'adhé-
sion et la prolifération des bactéries adhérentes. Plusieurs hypotheses sont envisageables pour

expliquer ces résultats :

1. ’hydrophilie n’est pas une propriété intrinséque de la lasure mais conférée par I'irradiation
des particules de TiO,. Ainsi, il est possible que la rémanence du caractere hydrophile ne

dure pas 24 h lorsque les échantillons ne sont plus irradiés,

2. 'immersion des échantillons dans un milieu aqueux contenant de la matiére organique

pourrait entrainer des interactions avec la lasure neutralisant le caractere hydrophile,

3. la rugosité importante et la porosité de surface qui caractérisent ces matériaux pourraient
fournir de nombreux points d’accroche aux micro-organismes, des "niches", pour se déve-

lopper.

Le nombre de cellules viables adhérentes sur les échantillons LP g, était de 4,60 log /cm?,
apres 24h d’exposition aux UV. Cela correspond a une différence de 1,29 log par rapport aux
témoins maintenus dans le noir et 0,88 log par rapport aux échantillons LP ;s maintenus dans

le noir également. Ces effets sont significatifs (p=0,005). La lecture des résultats a été effectuée
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apres 24h de test. Aussi, il est impossible de conclure sur la phase de formation du biofilm qui

est impactée. Trois hypothéses sont néanmoins envisageables :

1. le grand nombre de pores et de fissures détectés sur la lasure grace aux observations au
MEB pourraient fournir des micro-cavités, sans TiO,, ou les micro-organismes peuvent

adhérer et croitre,

2. seule une infime partie du rayonnement UV atteindrait la lasure a travers le bouillon

biofilm, réduisant ’activation du photocatalyseur,

3. les particules seraient trop enveloppées dans la lasure pour pouvoir réagir

En complément de ces essais, des séries d’observations au microscope a épifluorescence et au

MEB ont été réalisées sur des échantillons apres 24h en conditions de test biofilm.

4.2.3.3 Evaluation qualitative de la formation de biofilm

4.2.3.3.1 Observation de la colonisation bactérienne au microscope a épifluores-
cence

Les observations au microscope a épifluorescence permettent d’avoir un apercu de la conta-
mination globale d’un échantillon, en offrant une image de la micro-flore totale qui adhére a la
surface. Cette technique est largement utilisée en microbiologie pour sa simplicité et sa rapidité
d’exécution (Allion, 2004).

Pour les observations, un test de résistance aux biofilms a été réalisé de la méme maniere
que précédemment. Apres le dernier ringage a 24h, 6 ml de bouillon ont été rajoutés dans les
puits avec 75 pl de Syto9, qui est un colorant intercalant de I’ADN capable de pénétrer les
membranes lésées et intactes et de rendre les cellules visibles en fluorescence. Apres 10 minutes,

les échantillons ont été placés sous le microscope pour les observations.

La fluorescence du support est une problématique essentielle qu’il faut prendre en compte
car elle peut entraver toute observation. Dans notre cas, la fluorescence des matériaux a été
détectée a certains endroits. Afin de pouvoir distinguer les bactéries du matériau support, un
deuxieme filtre de longueur d’onde différente a été appliqué. Une étape de seuillage a été menée
précautionneusement. Apres 'application des deux filtres, la biomasse bactérienne a pu étre

détectée et séparée visuellement du matériaux.

La figure 4.16 montre les étapes d’application des filtres au cours d’une observation. Il est
important de noter que si les bactéries et le matériau ré-émettent dans les mémes longueurs

d’ondes, toute observation devient difficile, voire impossible.

Les 2 types de lasure ainsi que la pate de ciment support semblent émettre dans une gamme de
longueurs d’ondes différentes des bactéries, comme le montre la figure 4.17. Les deux clichés pris
sur les lasures témoins, dans le noir et irradiés aux UV, révelent des contaminations bactériennes

réparties sur ’ensemble des matériaux.

L’échantillon recouvert de lasure photocatalytique a montré des états de surfaces intéressants,

présentés sur les 2 photos du bas de la figure 4.17.
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(a) Application d’un premier filtre; le matériau émet
fortement

(b) Application d’un deuxiéme filtre pour les bactéries

(c) Le couplage des deux filtres permet la distinction
bactéries-matériaux.

Figure 4.16 — Clichés des différentes étapes de filtrage et seuillage des images obtenues au microscope
a épifluorescence sur un échantillon recouvert de lasure témoin et maintenu dans le noir.
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Figure 4.17 — Clichés au microscope a épifluorescence des échantillons apres 24h d’essai biofilm. Pour
les échantillons LP4;s, les photographies ont été réalisées (I) au centre de ’échantillon et (II) en bordure
de I’échantillon.
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La photo (I), réalisée au centre de I’échantillon, révele une contamination répartie sur toute
la surface mais tres faible, avec des cellules bactériennes tres éloignées les unes des autres. La
photographie (II) a été réalisée en bordure de 1’échantillon. On peut y observer un grand nombre
de cellules bactériennes, rassemblées aux endroits ou la lasure n’est pas homogene. On distingue
clairement que la colonisation suit les contours de la lasure et s’étale directement sur la pate de
ciment.

L’essai repose sur le principe d’une contamination des échantillons par sédimentation des
cellules bactériennes sur le matériau. Ces résultats laissent penser que, pour cet échantillon, ce
sont les bactéries ayant contaminé le matériau cimentaire en dehors de la lasure qui ont été
principalement capables de se développer. Pour mémoire, les pates de ciment supports avaient
subi un pré-traitement visant a diminuer leur pH de surface jusqu’a 7-8.

Ces constats sont a mettre en parallele avec les dénombrement des UFC réalisés au cours
des essais précédents. Ils pourraient notamment expliquer la grande dispersion obtenue entre
les essais. En effet, lors de I’étape de récupération des bactéries, le grattage des échantillons est
réalisé sur la totalité de la surface supérieure. Il est ainsi probable que les cellules développées
en bordure ait été récupérées, dans le cas ou la lasure ne recouvre pas de maniere homogene
I’échantillon.

Ainsi, il est possible que I'activité anti-biofilm soit sous-estimée dans les essais précédents
(partie 4.2.3.2).

4.2.3.3.2 Observations au MEB
Des observations au microscope électronique a balayage ont également été menées dans le
but d’appréhender au mieux le mode de développement des bactéries sur ces matériaux et de

mettre en lumiere les mécanismes d’action de la lasure.

La figure 4.18 montre des images acquises sur les échantillons témoins non photocatalytiques,
maintenus dans le noir et irradiés aux UV, et sur I’échantillon recouvert de LP 4 (photocataly-
tique) et maintenu dans le noir. Les trois échantillons montrent le méme type de colonisation. Sur
les plans larges, on peut observer de nombreuses protubérances arrondies, regroupées entre elles
pour former un ensemble cohésif. Sur les plans plus rapprochés (b), (d), et (f) on peut distinguer
un grand nombre de cellules bactériennes, a la surface de la substance ou nichées a l'intérieur
de celle-ci. Les clichés réalisés ont montré les mémes morphologies de prolifération pour les trois
échantillons contaminés. Ces observations ne permettent pas d’identifier la substance mais son
apparition est liée & la présence des bactéries (elle n’a pas été observée sur les échantillons non
contaminés). Des études complémentaires seraient nécessaires pour identifier cette substance qui

semble étre d’origine organique.

Les images de la figure 4.19 ont été acquises sur un échantillon recouvert de LPg;s apres
24h d’exposition aux UV en condition de test. Les différents agrandissements permettent de
distinguer la présence de quelques bactéries et des petites protubérances arrondies, différentiables

sur le cliché (c).

Les images présentées sur la figure 4.20 ont également été prises sur I’échantillon LP g ir-
radié aux UV. Les photographies présentent des amas de plusieurs cellules bactériennes mortes,

totalement déformées. Sur les figures 4.20 (d) et (e), on peut distinguer de petits agrégats fixés
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aux parois des cellules. Ces particules, de taille largement sub-micrométrique, sont probable-
ment des particules de TiO, ayant pu participer a la dégradation des cellules bactériennes. Ces
regroupements de cellules déformées ont été retrouvés a plusieurs endroits de ’échantillon et
n’ont pas été détectés sur les témoins dans le noir et sans TiO,. Sur les clichés (a) et (b), on
peut observer des cellules intactes, retrouvées sur la lasure témoin (sans TiO, photocatalytique)

maintenue dans le noir pendant ’expérience.

4.2.4 Synthese des résultats sur lasure photocatalytique

Plusieurs points peuvent étre dégagés des résultats obtenus a partir des différentes analyses :

1. la mesure quantitative par comptage des UFC nous renseigne sur un effet antibactérien de
la lasure LPy;s. Les écarts trouvés entre certains essais (traduits par une erreur standard
significative) peuvent étre liés & une répartition non réguliere de la lasure sur le matériau
ou une dispersion non optimale des particules de TiO, au sein de la lasure, introduisant

des disparités dans Defficacité des différents échantillons,

2. les observations au microscope a épifluorescence sur un échantillon irradié montrent une
lasure fluorescente qui apparait comme libre de prolifération et une forte densité bacté-
rienne en dehors de celle-ci, sur le bord de I’échantillon. Ces résultats suggerent également

une activité antibactérienne de la lasure,

3. Les observations au microscope électronique a balayage indiquent une contamination quasi-
intégrale de la lasure par une substance a priori organique, liée a la présence des bactéries,
et des groupes de bactéries mortes, dont les parois sont parsemées d’amas de taille déci-
micrométrique apparentés a des particules de TiO,. Ces résultats traduisent des effets
localisés sur les cellules bactériennes plutét qu’une action repartie contre la formation de
biofilms.

Les essais développés dans cette partie permettent d’évaluer les propriétés antibactériennes
conférées & des matériaux de construction photocatalytiques. La démarche adoptée est rela-
tivement complete dans le sens ou elle fournit des résultats quantitatifs et qualitatifs. Cette
méthodologie peut également étre utilisée pour évaluer la croissance et la propagation de micro-

organismes & la surface d’autres types de matériaux.

Concernant ’épifluorescence, une analyse quantitative peut également étre envisagée en cal-
culant le pourcentage de surface colonisée par analyse d’images. Cependant, les informations
obtenues ne tiendront pas compte des amas bactériens trop importants et ne seront pas aussi
précises qu'un dénombrement des UFC. Des études complémentaires pourraient aussi étre me-
nées avec des organismes génétiquement modifiés, ne nécessitant pas de fluorochromes, dans le
but d’observer I’évolution de la colonisation de matériaux dans le temps, au moyen de photos
prises a intervalles réguliers. En outre, 'utilisation de fluorochromes tels que 'iodure de pro-
pidium, capable de pénétrer seulement au travers des membranes endommagées donnerait des
informations supplémentaires concernant la viabilité des organismes. L’évaluation de matériaux
antimicrobiens serait ainsi plus précise. Certaines précautions doivent toutefois étre prises quant
a la fluorescence des matériaux supports. Particulierement vis-a-vis des matériaux cimentaires,

qui sont sujets a la carbonatation (cf chapitre 2).
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Figure 4.18 — Clichés MEB (mode SE) des échantillons de pate de ciment. (a) et (b) : recouverts de
lasure témoin et conservés dans le noir; (c) et (d) : recouverts de lasure témoin et exposés aux UV ; (e)
et (f) : recouverts de LP ;s et conservés dans le noir.
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Figure 4.19 — Clichés MEB (mode SE) d’un échantillon recouvert de LP4;5 et exposé aux UV pendant
24h d’essai. Les agrandissements, x50 (a), x500 (b), x2000 (c) et x5000 (d), permettent d’observer une
substance bactérienne colonisant la lasure.
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Figure 4.20 — Clichés MEB (mode SE) de cellules intactes, retrouvées sur la lasure témoin (sans
photocatalyseur) maintenue dans le noir, (a) et (b). Les clichés (c), (d) et (e) montrent des cellules
bactériennes mortes a la surface d’un échantillon recouvert de lasure LPg4;, et exposé aux UV pendant
24h. Les fleches rouges indiques des potentiels agrégats de particules de TiO,.
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Les lasures testées dans cette partie ont montré des propriétés antimicrobiennes significatives
en termes d’activité antimicrobienne sous faible irradiation lumineuse.

L’évaluation quantitative menée au cours des essais de formation de biofilm a également mon-
tré un effet entrainant une diminution du nombre d’UFC apres 24h de test. En outre, Le couplage
des méthodes d’analyse par culture et par observations permet de mieux définir ’activité obser-
vée. Les observations réalisées par épifluorescence, couplées & la réduction des UFC/cm? (méme
si elle est sous-estimée) permettent en effet de conclure a une activité antibactérienne induite
par photocatalyse et/ou par superhydrophilicité.

Des analyses complémentaires doivent étre menées sur la formulation des lasures, la réparti-
tion du titane et I’application des revétements sur matériaux de construction. D’autres travaux
devraient également étre menés afin de définir (i) I’évaluation des propriétés antimicrobiennes
vis-a-vis d’autres types de micro-organismes (spores, fungi, etc.) et (ii) 'action de particules de

TiO, dopées pour étre activables par une irradiation de lumiere visible.

4.3 Produits bio-sourcés a base d’esters de glycérol

L’autre solution envisagée dans le cadre de la fonctionnalisation des matériaux de construc-
tion est I'utilisation d’une molécule bio-sourcée d’ester de glycérol comme revétement de surface.
Dans cette étude, il s’agit de monoglycérides (MG). Leur stabilité en milieu cimentaire fait no-
tamment d’eux des bons candidats pour une large gamme de matériaux de construction.

Par ailleurs, les propriétés antimicrobiennes de cette famille de molécules ont été soulignées
dans la littérature (Valentin et al., 2012). En effet, les monoglycérides sont des esters, qui pos-
sedent des doubles liaisons et une chaine carbonée de longueur moyenne, trois caractéristiques
qui ont été retrouvées chez des molécules avec une activité antimicrobienne notable (Dolezalova
et al., 2010; Isaacs et al., 1995; Thormar et al., 1987). Ces molécules sont également utilisées
dans 'industrie agro-alimentaire comme agent de texture.

L’intérét des essais développés dans cette partie réside dans ’exploration des performances
d’un produit qui n’a jamais été testé comme produit antimicrobien pour les matériaux de
construction. L’objectif est notamment de cibler la gamme d’efficacité et d’observer ses ca-

ractéristiques antimicrobiennes en tant que revétement.

Plusieurs types d’essais ont donc été réalisés avec des MG dilués a différents pourcentages
dans de 'eau distillée stérile. Deux tests concernent les propriétés bactéricides et bactériosta-
tiques :

— un essai de bactéricidie en milieu aqueux (MG dilué a 20%), adaptée de (NF EN 1040,
2006) et dont le principe repose sur le contact entre un produit chimique désinfectant et
une suspension bactérienne de concentration connue pendant un temps défini,

— un essai d’activité antibactérienne selon la norme JIS 7 2801 (2010) (MG dilué a 1% et 5%),
dont le principe est basé sur le contact entre un inoculum et une surface antibactérienne
pendant 24h.

Dans un deuxieéme temps, un essai de résistance a la colonisation microbienne a été mené

sur des échantillons de placoplatre recouverts d’une solution de MG diluée.
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4.3.1 Propriétés antibactériennes
4.3.1.1 Evaluation de efficacité bactéricide selon la norme NF EN 1040

Une suspension bactérienne test a été préparée avec des cellules de E. coli dans de 'eau
distillée et ajustée entre 1,5 x 10% et 5 x 108 UFC/ml. Une suspension de validation a été
préparée de la méme maniére et diluée pour obtenir une concentration autour de 1,5 x 103
UFC/ml. Le MG a été dilué dans de 1'eau distillée stérile de fagon a obtenir une concentration
massique pour le test de 20%.

Au total 6 essais ont été réalisés. Deux essais ont été écartés car un ou plusieurs témoins ne
remplissaient pas les conditions de validation. Les résultats sont présentés sur le tableau 4.2 et sur

la figure 4.21. Il s’agit donc de la moyenne de 4 essais avec les erreurs standards correspondantes.

Les nombres d’UFC retrouvées sur les témoins A, B et C sont bien supérieurs a la moitié
du nombre d’UFC retrouvées sur la suspension de validation. Concernant 1’efficacité bactéricide,
les résultats montrent une réduction de 1,81 £+ 0,37 log (p<0,010) en 5 minutes de contact et
3,814+ 0,34 log (p<0,001) en 15 minutes de contact.

dmin 15min
No 7,26+0,04 —
Ny 5,46 £0,40 3,46 £0,37
Nvg 1,66 40,05 —
A 1,66 £0,04 1,66=+0,04
B 1,68+0,03 1,68=+0,03
C 1,46 £0,04 1,47+0,06

Tableau 4.2 — Nombre d’'UFC retrouvées dans les différents échantillons (log10). Moyenne+es, n=4
(essais indépendants)

Réduction - logl0(N0/Na)

5 min 15 min

Figure 4.21 — Effet bactéricide du MG, calculé & partir des résultats du tableau 4.2 : log(Ng/N,).
Moyennetes, n=4 (essais indépendants).

L’efficacité antimicrobienne des esters de glycérol est avérée et les mécanismes d’action, bien
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qu’encore non élucidés, sont principalement attribués a une action sur la membrane cellulaire,
comme cela a également été observé pour certains tensioactifs (Campanac et al., 2002). A notre
connaissance, les études sur l'efficacité antimicrobienne de ces molécules sont généralement me-
nées en milieux aqueux. Dans la perspective de développer des revétements pour les matériaux de
construction, nous avons par la suite orienté nos méthodes d’évaluation afin de tester l'efficacité

du MG en tant que support solide.

4.3.1.2 Activité antibactérienne selon la norme JIS

La méthode d’évaluation de 'activité antibactérienne du MG en tant que support est iden-
tique a la méthode précédemment décrite et utilisée pour évaluer les propriétés antibactériennes
des particules de TiO, dans le chapitre 3 et des lasures photocatalytiques dans ce chapitre. Elle
est basée sur la norme JIS Z 2801 (2010). Quelques ajustements ont été réalisés pour adapter le

protocole au produit.

Des membranes en polycarbonate ont été recouvertes avec 0,5 ml de solutions de MG, dosées
a 5% ou 1% dans de 'eau distillée. Les échantillons ainsi recouverts ont été déposés dans des
boites de Petri et placés sous hotte a flux laminaire pour séchage a l’air ambiant pendant 24h.

La surface des échantillons était égale & la surface de la membrane : 17,3 cm?.

Pour le test, les échantillons ont été inoculés avec 400 pl d’'une suspension de E. coli, a
2,5 x 10° UFC/ml. En raison du caractére trés hydrophile du matériau, il n’a pas été nécessaire
d’appliquer un film sur I'inoculum. Les boites de Petri ont ensuite été placées dans une boite her-
métique et incubés a 30°C, 90% HR. L’hygrométrie a été maintenue avec un récipient contenant

une solution sursaturée de KNOj. Le schéma du dispositif est présenté sur la Figure 4.22.

Apres 24h de test, les échantillons ont été lavés a ’aide de 10 ml de bouillon SCDLP puis
dilués en série au 10°. 2 x 1 ml de chaque dilution ont été filtrés sur membrane en polycarbonate
dans de I'eau distillée stérile. Les membranes ont ensuite été déposées sur gélose TS. Les boites

ont été incubées a 36°C pendant 48h avant lecture.

Un essai a été réalisé avec 3 échantillons par concentration. Une validation de la méthode de
neutralisation/filtration a été réalisée pour chaque essai avec 3 échantillons de MG et 3 témoins
a t=0h.

Couvercle 100 L
hermétique
80
Boites de Pétri zus£§85|on g 60
avec échantillons € 3 =
X 40
20

00:00 04:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00
Heures

Figure 4.22 — A gauche : schéma du dispositif de 1’essai en boite de Petri, permettant le maintient des

conditions hygrométriques (~ 90%HR), & droite : Courbe de I’humidité relative maintenue au cours de
Iessai.
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La Figure 4.23 présente les nombres de bactéries retrouvées sur les échantillons a t=0h et
t=24h de test.

MG dilué a 1%
2 MG dilué

UFC (logl0)

ND*

Témoin MG Témoin MG
t=0h t=24h

Figure 4.23 — Nombre d’UFC (logl0) retrouvées apres 24h de contact avec de MG testé.
Moyennezte.s., n=3. ND* : Non détectée, aucune UFC n’a été trouvée apres 24h pour la dilution la plus
faible (101).

Les nombres de bactéries retrouvées sur témoin (membrane en polycarbonate seule) et sur
le MG (membrane en polycarbonate recouverte de MG) apres quelques secondes de contact
(t=0h) sont semblables pour les deux expériences. La méthode de filtration/neutralisation est
donc validée. Concernant les résultats a 24h, les témoins affichent des taux de 6,30 + 0,04 log
et 6,61 = 0,04 log pour les deux essais, soit des croissances d’environ 1,5 log (p<0,001) par
rapport & t=0h.

En revanche, aucune colonie n’a été détectée sur les échantillons de MG & 1% et 5% (limite
de détection a 1 logarithme). Les activités anti-bactériennes correspondantes peuvent donc étre
calculées pour les deux concentrations en MG, en considérant : Asy > 5,30 = 0,04 log et
Ajg > 5,62 +£0,04 log (p<0,001 dans les deux cas).

Ces résultats sont en cohérence avec les essais de bactéricidie précédents. Le monoglycéride,
utilisé & une concentration de 1%, est tres actif en 24h de contact avec E. coli, avec une réduction
totale de la population déposée. Lors de I'inoculation des échantillons, le dép6t d’une goutte sur
le MG a en partie entrainé sa dissolution et son retour en suspension. L’effet mesuré dans cette
expérience reste donc le résultat de mécanismes d’action intervenant en milieu aqueux. Ainsi,
un autre test a été réalisé, en utilisant des matériaux de construction recouverts de MG, afin

d’en tester la résistance a la prolifération fongique.
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4.3.2 Prolifération par contamination "naturelle"

L’objectif de cet essai était d’évaluer la résistance a la contamination et a la colonisation

naturelle de matériaux de construction recouverts de MG.

La figure 4.24 présente les pourcentages de surface colonisée obtenus par analyse d’images.
En moyenne, le pourcentage de surface colonisée des échantillons recouverts de MG est de
2,6%, 10,6% et 16,6% apres 8, 10 et 14 semaines, respectivement. Les échantillons témoins (non
recouverts) présentent des surfaces colonisées d’environ 67,6%, 80,1% et 91,1% apres 8, 10 et 14

semaines d’essai.

100%
2
2MG

g 80% 2 Témoins I
o)
% 60%
]
2
=}
© A%
Q
Q
=
=
- 20%

0% -

0 8 10 14
Temps (semaine)

Figure 4.24 — Pourcentage de surface colonisée des échantillons en fonction du temps d’incubation,
calculée a partir de 'analyse d’image. Moyennetes, n =3.

Les facies de colonisation, a partir desquels les pourcentages de surfaces colonisées ont été
calculés, sont présentés sur la figure 4.25. On peut observer les 6 échantillons apres 0, 8 et 14
semaines de test.

Les échantillons témoins présentent tous des traces de contaminations sombres, caractéris-
tiques de prolifération microbiologique, réparties sur I’ensemble de leur surface. En revanche les
échantillons recouverts de MG sont restés relativement intacts, mis a part quelques taches noires
en bordure d’échantillons. Une fois initialisée a certains endroits, les “taches” se répandent sur
les échantillons. On peut supposer que ’apparition de la colonisation en bordure des échantillons
est due a une mauvaise répartition du MG sur les bords des échantillons lors de 'application ou
a un début de perte d’efficacité apres un certain temps

Prolonger les essais sur quelques semaines de plus permettrait certainement de répondre a
cette hypothese.

Une autre explication peut étre la contamination par capillarité depuis la sous-face des
échantillons. En effet, les sous-faces ainsi que les tranches des échantillons recouverts de MG

présentaient également de grandes traces noires représentatives d’une colonisation microbienne.
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Figure 4.25 — Photographies des échantillons de placo colonisés apres 0, 8 et 14 semaines de stockage
en chambre humide (100%HR).
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Ces observations témoignent incontestablement des propriétés antimicrobiennes du MG, uti-
lisé en tant que revétement pour matériaux de construction. A ce stade, les mécanismes d’action
peuvent difficilement étre appréhendés. La littérature souligne I'activité antimicrobienne directe
de ce type de molécule par une altération de la membrane des micro-organismes, probable-
ment induite par les propriétés tensioactives de ce type de molécule. On peut supposer que les

molécules constituants le MG agissent de maniere similaire sur support.

Cette étude préliminaire sur les propriétés antimicrobiennes du MG a montré une activité
bactéricide puissante et une action limitant la prolifération naturelle sur matériaux de construc-
tion. Ces résultats valorisent 1'utilisation de ce type de matériaux, synthétisé a partir de produits
et de sous-produits de I'industrie agro-alimentaire, et encourage de nouvelles expérimentations.

Plusieurs points seraient notamment intéressants a développer :
(a) la tenue du revétement sur différents types de support (mortier, platre, papier-peint...),
(b) les interactions avec l’eau lors d’événements mouillants les surfaces,

(¢) le comportement hygroscopique d’échantillons totalement recouverts (perte/gain de masse

en chambre humide, etc.),

(d) lefficacité antimicrobienne lorsque le MG est mélangé a un agent d’accroche tel que l'acry-

lique.

4.4 Conclusion

Ce chapitre a exploré le potentiel de revétements de type lasure en tant que protection pour
les matériaux de construction vis-a-vis de la contamination et de la prolifération microbienne.
Les différents types d’essais menés ont permis une évaluation sur plusieurs niveaux, soulignant

les possibilités de tels revétements et les problématiques associées.

L’affinité avec l'eau a été étudiée au travers du caractere hydrophile de la lasure photoca-
talytique selon la période d’exposition aux UV. Les mesures d’angle de contact avec ’eau ont
été menées par la méthode de la goutte sessile. Les résultats ont montré un caractére superhy-
drophile de la lasure accentué en fonction du temps d’irradiation préalable (pré-vieillissement).
L’influence des matériaux support a également été mise en avant. Une série d’observations a
notamment permis de conclure sur la présence de défauts et d’une répartition non optimale de

la lasure sur les matériaux cimentaires.

Les propriétés antimicrobiennes ont été abordées a travers deux types d’essais : l'activité
antibactérienne et la résistance a la formation de biofilms. Une premiere lasure, formulée avec des
silicates pour 'accroche dans le temps, a montré des activités antibactériennes semblables dans
le noir et sous irradiation lumineuse. L’effet bactéricide du pH alcalin induit par les silicates est
impliqué. La lasure photocatalytique sans silicate a montré des efficacités beaucoup plus faibles,
probablement limitées par l'inclusion des particules dans la matrice d’acrylique. La lasure a
présenté des effets notables sur ’abattement de NOx et NO en dépollution aérienne. Il a en outre
été souligné que le pré-vieillissement des lasures par une irradiation aux UV préalablement aux

essais conduisait a une augmentation significative de l'efficacité antimicrobienne. La possible
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libération des particules de la lasure par ’action photocatalytique sur la matrice liante a été
suggérée. Cette hypothese souligne également le risque potentiel de relargage des particules de

TiO, dans I’environnement apres un certains temps d’activation.

Un protocole expérimental innovant a été mis en ceuvre pour les matériaux de construction. Il
permet ’évaluation de la résistance a la formation de biofilms ou 1’évaluation de la prolifération
microbienne au moyen de deux méthodes d’analyses complémentaires : le dénombrement des
UFC, une méthode quantitative par culture, et des observations par épifluorescence, pouvant
étre adaptées pour une analyse qualitative ou semi-quantitative (par mesure du pourcentage de

surface colonisée).

Les résultats d’essais sur la lasure développée ont montré une certaine efficacité apres 24h
de test. Malgré une répartition non réguliere sur matériau cimentaire, qui ne permet pas encore
une protection optimale, son activité antibactérienne a été avérée. D’autres études, notamment
sur ’accroche, la tenue et la répartition du revétement sur matériaux doivent étre menées, en
jouant sur les différentes teneurs des constituants (acrylique / silicates / dispersion de TiO,), au
travers d’essais d’abrasion par exemple. Ces types d’essai, complétés par des observations mi-
croscopiques, sont nécessaires pour améliorer le caractére protecteur vis-a-vis de la prolifération

microbienne.

La derniére partie de ce chapitre correspond & une étude préliminaire sur le potentiel de
molécules d’esters de glycérol bio-sourcées comme agents antimicrobiens pour matériaux de
construction. Les essais réalisés ont montré des résultats tres encourageants sur I'activité anti-
microbienne (inhibition de croissance et bactéricidie) du MG, soulignant l'intérét de valoriser ce

produits et d’en poursuivre 1’étude.
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A prolifération des micro-organismes dans I’environnement intérieur contribue a la dé-
gradation de la qualité de l'air et a I’émergence de risques pour la santé des usagers,
tels que le Syndrome du Batiment Malsain. Par ailleurs, les surfaces des matériaux de

construction a lintérieur des batiments peuvent, en conditions favorables, devenir des cibles
importantes de colonisation microbienne. Ces conditions sont aisément satisfaites dans de nom-
breux batiments (mal isolés, mal ventilés, non étanches, ayant subi des dégats des eaux...).

La problématique de dégradation de la qualité de 'air intérieur conduit a chercher des solu-
tions innovantes, efficaces et simples a mettre en ceuvre pour limiter la prolifération des micro-
organismes a la surface des matériaux de construction. Dans cette optique, nous nous sommes
intéressés a la fonctionnalisation des matériaux de construction par le biais de revétements an-
timicrobiens de type lasure.

Deux types de technologies ont été exploités : (i) la photocatalyse, dont le principe repose
sur l'irradiation d’un photocatalyseur, dans notre cas des particules de TiO,, entrainant la for-
mation d’especes réactives capables de dégrader la matiére organique dans un environnement
proche et (ii) les propriétés antimicrobiennes naturelles de monoglycérides bio-sourcés. Ainsi,
des lasures photocatalytiques et des revétements a base d’esters de glycérol ont été développés
dans le but d’étre appliqués directement sur les matériaux de construction de I’environnement
intérieur et de leur conférer une protection contre la contamination et/ou désinfectante. Leurs
performances antimicrobiennes et les modes d’action ont été étudiés en mettant en ceuvre plu-

sieurs méthodologies d’évaluation, développées et adaptées de protocoles standardisés existants.

La premiere partie de 1’étude bibliographique visait a poser les bases du contexte de la
dégradation de l'air intérieur par des polluants d’origine biologique. La littérature montre que
les matériaux de construction de I’environnement intérieur peuvent facilement devenir des cibles
et des sources de prolifération microbienne. Parmi les facteurs prépondérants de la croissance
microbienne intrinseques aux matériaux de construction, on peut citer I'activité de 1’eau, le pH,
la composition chimique et les propriétés de surface.

Les études traitant de la contamination microbienne des surfaces intérieures renseignent par
ailleurs sur plusieurs especes qui sont fréquemment identifiées dans les environnements intérieurs
humides. Les informations sur les corrélations matériaux/micro-organismes sont toutefois peu
abondantes. Ce manque d’information pourrait étre expliqué en partie par I’hétérogénéité des
résultats d’études, soulignée par de nombreux auteurs, et par le manque d’un consensus clair
sur les méthodologies d’investigation.

Pour répondre a cette problématique de colonisation microbienne a la surface des matériaux,

la photocatalyse est présentée comme une solution envisageable. Il s’agit d’un procédé dépolluant
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simple et qui ne nécessite pas de source d’énergie spécifique. Son principe repose sur la photo-
génération d’especes oxydantes réactives agissant sur une large gamme de polluants, en phase
aérienne (COV, NOx,...) ou en phase aqueuse (composés organiques, micro-organismes, ...). Les
réactions photocatalytiques du TiO, sont normalement activées par une lumiere UV. Il existe
deux technologies de photocatalyseurs : le TiO, anatase, activable en UV et des photocatalyseurs
dopés afin d’élargir le spectre de longueurs d’ondes d’activation vers le domaine du visible. Ces
photocatalyseurs font encore ’'objet de développement en recherche.

En outre, les taux de réduction microbienne présentés avec du TiO, sont souvent tres élevés
mais la plupart des travaux porte sur des dispositifs de laboratoire, dans lesquels les parametres
expérimentaux sont optimisés pour obtenir les rendements les plus élevés. Il n’existe que peu
d’études traitant de l'efficacité du processus sous forme de produits directement et facilement
applicables sur matériaux, en conditions réelles ou s’en rapprochant. Par ailleurs, les parametres
méthodologiques relatifs a l'irradiation, la mise en place du photocatalyseur et la présence d’élé-
ments étrangers ont une influence considérable sur les taux de désinfection photocatalytique. Ce

sont des facteurs extrinseques au processus dont I'importance doit étre soulignée.

Les travaux menés dans le cadre de cette these avaient pour objectif de mettre en exergue les
parametres impactant l'efficacité d’un photocatalyseur utilisé seul et d’appréhender les enjeux
et les limites de son inclusion dans une lasure de formulation relativement simple & base d’eau
et d’'un mélange acrylique/silicate comme liant.

Pour cette premieére étude sur le sujet au sein du LMDC, des photocatalyseurs activables en
UV, connus pour étre efficaces, ont été utilisés. Les autres technologies de photocatalyseurs dopés
ne donnant pas de résultats satisfaisants actuellement. Afin de se rapprocher des conditions
d’éclairement en environnement intérieur, une faible irradiance a été choisie pour activer les

réactions photocatalytiques : 2,5 —5 W/m?2.

Afin d’évaluer les performances antimicrobiennes et les modes d’action des produits formulés,

les méthodologies suivantes ont été principalement mises en oeuvre :
1. Pévaluation de 'activité antibactérienne selon les normes JIS Z 2801 et ISO 27447,
2. I’évaluation du caractere hydrophile de surface,
3. I’évaluation de la résistance a la formation de biofilm

Ce dernier essai a été développé en recoupant deux méthodes d’analyse afin d’appréhender
au mieux la prolifération microbienne sur matériaux de construction. La démarche entreprise
pourrait étre utilisée dans un cadre plus large tel que I'étude de la colonisation de matériaux

cimentaires en temps réel.

Les premiers résultats des mesures d’activités antibactériennes sur TiO, dans le noir montrent
leffet d’un contact prolongé entre cellules bactériennes végétatives et particules. Deux modes
d’action sont envisagés : un mode physique et un mode chimique, par production d’especes oxy-
dantes dans le noir. En revanche, aucun effet n’a été détecté sur les spores de B. pumilus, qui
sont des formes plus résistantes aux agressions.

Les expériences conduites sous une irradiation lumineuse d’intensité modérée (2,5 W/m?),

soulignent l'effet de la distance et de la probabilité de contact entre les particules de TiO, et
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les cellules bactériennes. L’application d’un film transparent sur l'inoculum liquide permet de
rapprocher les plans des deux entités et d’améliorer de maniere significative 'efficacité de dés-
infection. Les résultats ont permis de mettre en évidence le role des especes oxydantes proches
du catalyseur et donc du contact avec celui-ci. En outre, la présence de composés de différentes
natures (ions, composés organiques) dans le milieu de réaction peut perturber le processus vrai-
semblablement par masquage des sites actifs, par effet barriere filtrant les UV ou encore par
compétition d’acceés au photocatalyseur et/ou consommation des espeéces oxydantes. Ces para-
metres apparaissent comme fondamentaux dans I'application du processus en situation réelle,
en particulier pour I’élaboration de lasures dans lesquelles les particules seront fixées dans une
matrice liante.

Les essais sur lasure formulée avec des silicates ont montré des abattements bactériens dans
les premieres heures de contact dans le noir. Il s’avere que la présence de silicates, composants
inorganiques résistants a la photocatalyse, génére un pH de surface fortement basique (environ
égal & 12). A ce pH, la viabilité des bactéries est fortement compromise, ce qui offre une pro-
tection antibactérienne. Afin de découpler ces effets du processus photocatalytique, plusieurs
lasures alternatives ont été formulées. Le dosage en liant ainsi que l'organisation des particules
(TiO, sous forme pulvérulente ou en dispersion) peuvent également conduire & la neutralisation

complete du processus par encapsulation ou mauvaise répartition des particules.

Afin de mettre en relation certaines propriétés surfaciques des lasures, telles que le caractere
hydrophile/hydrophobe, avec l'efficacité antibactérienne par photocatalyse, des mesures d’angle
de contact ont été réalisées. Les mesures ont été réalisées par la méthode de la goutte sessile, sur
différents matériaux recouverts de lasure photocatalytique (LPg;), sans silicate, apres différentes
périodes d’irradiation préalable aux UV. Les résultats ont montré un caractere superhydrophile
de la lasure qui était accentué avec l'augmentation du temps de pré-vieillissement. L’influence
des matériaux supports a également été mise en avant. Une série d’observations a notamment
permis de conclure sur la présence de défauts et d’une répartition non optimale de la lasure sur
les matériaux cimentaires.

Les évaluations d’activité antibactérienne selon la JIS Z 2801 sur les lasures sans silicates
montrent des activités plus faibles que les lasures avec silicates mais néanmoins significatives,
autour de 1,5 log apres 4h d’irradiation. Par ailleurs, les résultats mettent en évidence la di-
minution de Pactivité avec 'augmentation de la concentration bactérienne initiale (inoculum).
Le vieillissement par une exposition préalable aux UV semble avoir un effet bénéfique, ce qui
permet d’envisager une augmentation significative de l'activité antibactérienne par ce type de
pré-traitement. Aucune conclusion définitive ne peut étre tirée sur les mécanismes mais 1’hy-
pothese la plus probable semble étre la libération des particules encapsulées en surface par
dégradation (ou minéralisation partielle) de la matrice acrylique. On peut également penser que
la présence de silicates, non dégradables par photocatalyse, permettrait d’éviter le relargage
d’une trop grande partie de particules.

Une démarche innovante et rapide a été entreprise pour I’évaluation de la résistance a la
prolifération de biofilm sur matériaux de construction cimentaires. La combinaison de deux types
d’analyses se révele complémentaire et pertinente dans ce contexte. L’étude quantitative montre

un effet significatif de la lasure sur la formation de biofilm, avec une différence de 1,29 log entre
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les témoins et les échantillons recouverts de lasure, aprés 24h de test. L’étude qualitative par
observations au microscope a épifluorescence a permis de mettre en évidence le développement
préférentiel des bactéries hors de la lasure photocatalytique, en bordure de certains échantillons.
Les données obtenues a partir de ces deux analyses permettent de penser que la lasure fournit
bien une protection contre le développement sessile de F. coli et que les données quantitatives
sont sous-estimées. Néanmoins, les observations au microscope électronique a balayage semble
indiquer que la lasure n’empéche pas totalement le biofilm de se développer. Les clichés montrent
en effet une contamination quasi-intégrale de la lasure. En revanche, les observations montrent
également des groupes de bactéries endommagées, dont les parois sont parsemées d’amas de
taille déci-micrométrique apparentés a des particules de TiO,. Ces résultats traduisent des effets
localisés sur les cellules bactériennes.

D’un point de vue industriel, ce type de produit reste envisageable dans ’avenir en tant que
protection des matériaux de construction contre la prolifération microbienne. La formulation
incluant des silicates et des particules pourrait s’avérer d’une grande efficacité contre plusieurs
types d’organismes tout en offrant une durabilité importante. Des études complémentaires sur
les lasures avec silicates sont toutefois nécessaires. L’analyse de 'effet du pré-vieillissement sur
Iefficacité ainsi que des mesures du taux de relargage des particules dans le temps seraient de
bons moyens de s’assurer des performances de ces produits a plus ou moins longs termes. Par
ailleurs, des innovations doivent étre réalisées dans ’accroche et la répartition de la lasure sur
support. La création d’un film homogene et avec moins de défauts surfaciques est une condition
sine qua non de la protection contre les micro-organismes. En outre, dans une perspective d’ap-
plication des lasures sur les surfaces de ’environnement intérieur, il est nécessaire de réaliser des
études avec un photocatalyseur dopé efficace. Une campagne d’essais avec des lasures formulées
a base de particules photocatalytiques activables par un rayonnement visible doit étre envisagée
dans la continuité de ces travaux. Ce genre d’étude a encore été peu mené sur les performances
antimicrobiennes de photocatalyseurs dopés. Les techniques de syntheése des photocatalyseurs
dopés sont nombreuses et certaines sont encore a 1’étude. Néanmoins, quelques travaux ont mon-
tré des activités antibactériennes significatives pour des photocatalyseurs dopés au cuivre, au
carbone (Liou et Chang, 2012; Mitoraj et al., 2007; Yu et al., 2003)...

Maintenant que les parametres d’essai de la photocatalyse de particules de TiO, convention-
nel ont été déterminés, il faut orienter les recherches vers ce type de produit dopé, activable par

de simples éclairages d’intérieur.

Tous les essais menés dans ces travaux de theése sont basés sur des évaluations en milieux
liquides, avec des inoculums bactériens importants. Ces choix méthodologiques ont été faits afin
de mieux définir I'activité antibactérienne potentielle. En conditions réelles, la présence d’eau
(aw) est limitée et la charge microbienne est considérablement plus faible. A notre connaissance,
aucune étude n’a encore été réalisée sur les mécanismes de contamination des surfaces a l'intérieur
des batiments mais le contamination biologique aéroportée est déja reconnue. A ce titre, une
campagne d’essais sur I’évaluation de l'efficacité des lasures face a une contamination par voie
aérienne serait intéressante.

Par ailleurs, les essais réalisés ont essentiellement concernés FE. coli, qui est une bactérie

modele, notamment recommandée pour évaluer lactivité antibactérienne (ISO 27447, 2009;
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JIS 7 2801, 2010). Elle n’est toutefois pas représentative des especes que l'on retrouve clas-
siquement dans I’environnement intérieur.

Maintenant que les conditions d’essai et les parametres d’influence de la photocatalyse ont
été définis, il faudrait compléter les recherches par une étude sur un spectre de micro-organismes
plus large, incluant notamment des moisissures, telles que des espéces appartenant aux genres

Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, etc. et des spores bactériennes.

Finalement, ces travaux ont permis de mettre en avant ’action intrinséque des particules
de TiO, dans le noir. Ils ont en outre mis en avant l'activité antibactérienne des particules
illuminées par une source de lumiere UV de faible irradiance, gouvernée par un certain nombre
de facteurs méthodologiques. Les lasures formulées a base de particules photocatalytiques ont
également montré des activités antibactériennes significatives.

Ces résultats sont trés prometteurs vis-a-vis de I'utilisation de cette technologie pour lutter
contre la prolifération microbienne sur les matériaux de construction.

Un effet significatif a également été détecté sur la formation de biofilm, en conditions d’essai,
c’est-a-dire avec une charge bactérienne relativement élevée. Il serait intéressant de réaliser une
série d’essais en conditions réelles, dans lesquelles la charge d’inoculation est tres inférieure. I1
serait alors possible d’observer si les revétements procurent aux matériaux de construction une

protection contre la contamination et, secondairement, la prolifération microbienne.

Concernant le travail exploratoire sur les monoglycérides, la derniére partie de I’étude bi-
bliographique traitait du potentiel antimicrobien d’acides gras et de leurs esters. L’efficacité
de désinfection de ce type de molécules sur divers micro-organismes a été détaillée. Le mode
d’action des molécules, quant a lui, est encore mal connu. Néanmoins, il semble dépendre de
la longueur de la chaine carbonée et de la présence de doubles liaisons dans cette chaine. Les
monoglycérides, molécules bio-sourcées qui sont des esters de glycérol issus de sous-produits de
I’agro-industrie, sont également envisagées comme une solution au probleme de prolifération sur

les matériaux de construction, en tant que constituants de revétements antimicrobiens.

Les résultats des essais sur les monoglycérides affichent des propriétés antibactériennes puis-
santes : plusieurs logarithmes d’inactivation en quelques minutes de contact seulement. Un effet
bactéricide a été identifié et, une fois appliqués sur matériaux, les MG montrent des signes
importants de protection contre la prolifération microbienne. Un effet sur la membrane des
micro-organismes est envisagé. Ce travail reste une étude préliminaire et de nombreuses pers-
pectives sont envisageables pour ce produit particulier. En outre, du fait de sa solubilisation dans
I’eau, des essais de tenue sur matériaux doivent étre réalisés afin de s’assurer que les MG sur sup-
port ne retournent pas en solution une fois mouillés. Dans ce sens, il serait intéressant d’étudier
leurs propriétés apres inclusion dans une lasure, qui offre une certaine durabilité, ou directement
greffés en surface. D’autres essais doivent également étre menés sur différents matériaux et avec
différents organismes. Du point de vue des mécanismes d’action, des observations au microscope
optique couplées & une spectroscopie RAMAN permettraient d’identifier le spectre des molé-
cules et d’observer leur comportement lorsqu’elles sont en contact avec une paroi bactérienne.
Des observations complémentaires pourraient étre réalisées au microscope a transmission, a une

échelle plus réduite, afin de visualiser les dégits induits au niveau cellulaire.
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Résumé

TITRE : Elaboration de revétements pour matériaux de construction visant a lutter contre la proli-

fération microbienne a l'intérieur des batiments : efficacité et mode d’action.

RESUME : Ces travaux s’appuient sur un contexte de santé lié a la dégradation de la qualité de lair
intérieur induite par la présence de micro-organismes. Dans les environnements intérieurs humides, les
matériaux de construction sont des cibles de contamination et de prolifération microbienne importantes.

La photocatalyse est un procédé de dépollution qui présente une action contre une large gamme de
polluants organiques (aqueux, gazeux ou biologiques). Son principe repose sur l’excitation d’un photoca-
talyseur par une irradiation lumineuse, généralement située dans les UV, qui va permettre de dégrader les
polluants environnants par une succession de réactions d’oxydo-réduction. Le photocatalyseur le plus cou-
rant est le dioxyde de titane (TiO2). Outre la production d’espéces oxydo-réductrices agressives, le TiO2
illuminé présente également un caractere super-hydrophile qui lui confére un caractére autonettoyant
intéressant.

Une autre solution est envisagée pour lutter contre la prolifération microbienne sur matériaux de
construction : I'utilisation de molécule bio-sourcées d’ester de glycérol aux propriétés naturellement anti-
microbienne. L’objectif de cette étude est de développer des revétements pour matériaux de construction
intérieurs et d’étudier leur propriété de résistance a la prolifération microbienne et les modes d’action de
ces dispositifs passifs formulés soit a base de particules de TiO2, soit a base d’ester de gycérol.

Dans un premier temps, un travail de développement et de mise en ceuvre de dispositifs expérimentaux
a été nécessaire afin d’adapter des méthodes d’évaluation microbiologiques sur ces matériaux particuliers
(particules, lasures, matériaux cimentaires). Ainsi, plusieurs essais ont été adaptés afin d’évaluer les
performances antimicrobiennes en terme (i) d’activité antibactérienne, (ii) d’effet bactéricide, (iii) de
résistance a la formation de biofilm et (iv) de résistance a la prolifération par contamination “naturelle”.

Les premiers essais visent a mettre en évidence I'impact des facteurs méthodologiques sur l'activité
antibactérienne des particules de TiO2 utilisées seules comme agent désinfectant. Dans un deuxieéme
temps, des lasures photocatalytiques sont formulées sur la base de travaux antérieurs ayant montrés de
bonnes efficacités de dépollution de l'air contre les NOx, NO et différents COV. Une fois les parameétres
d’influence de l'activité du TiO2 mis en exergue, les lasures ont été testées dans des conditions optimales.
Le développement d’un essai de résistance a la prolifération de biofilm montre 'importance de coupler
différentes méthodes d’évaluation microbiologique (dénombrement des UFC et observation au microscope
a épifluorescence).

La derniere partie de cette étude explore le potentiel antimicrobien de la molécule d’ester de glycé-
rol, sous-produit de la synthese de biocarburant. La molécule montre des propriétés antibactériennes et
bactéricides puissantes en quelques minutes de contact seulement. Elle présente également une protec-
tion tres efficace contre la prolifération microbienne une fois recouverte sur matériaux de construction

(placo-platre). Ces performances remarquables encouragent la poursuite des études sur cette molécule.

MOTS CLEFS : Photocatalyse, Prolifération microbienne, Matériaux de construction, Revétements

antimicrobiens, Ester de glycérol.
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Abstract

TITLE : Development of coatings for indoor building materials in order to fight against microbial

growth inside buildings : efficiency and mechanisms.

ABSTRACT : This work is included in a health-related context : the degradation of the indoor air
quality induced by the presence of microorganisms. In damp environments, indoor building materials are
among the main proliferation substrates for microorganisms.

Photocatalysis is a decontamination process which is active against a wide range of organic pollu-
tants (aqueous, gaseous or biological). The principle is based on the excitation of a photocatalyst by
light irradiation, usually located in the UV-range, which leads to the degradation or mineralization of
surrounding pollutants through a series of oxidative reactions. The most common photocatalyst is tita-
nium dioxide (TiO2). In addition to produce aggressive redox species, the illuminated TiO2 also shows
super-hydrophilicity, which has an impact on the first step of microbial biofilm formation : the adhesion
of microorganisms.

Another technology to protect indoor building materials is explored : the use of glycerol esters, which
are bio-based molecules with inherent antimicrobial properties.

The main objective of this study is to develop semi-transparent coatings for indoor building materials
and to study the resistance to microbial growth conferred by these passive devices, which are formulated
using TiO2 nanoparticles or glycerol esters.

Initially, the development and implementation of experimental devices has been necessary to adapt
microbiological evaluation methods to these particular materials (nanoparticles, surface coatings, ce-
mentitious materials). Thus, several tests have been carried out in order to assess the antimicrobial
performances in terms of (i) antibacterial activity, (ii) bactericidal effect, (iii) resistance to biofilm forma-
tion and (iv) resistance to proliferation by “natural” contamination. First tests aimed to underline the
influence of methodological parameters on the efficiency of TiO2 particles used alone as antimicrobial
agent. Then, semi-transparent coatings were formulated on the basis of previous works which have shown
good efficiencies on the depollution of ambient air from NOx, NO and VOC. Once the parameters that
influence TiO2 activity were identified, coatings were tested in optimum conditions. The evaluation of the
resistance to biofilm formation shows the importance of overlapping different microbiological evaluation
methods (e.g. CFU counting and epifluorescence observations).

The last part was an exploratory work on the antimicrobial properties of a glycerol ester molecule,
by-product from the synthesis of biofuels. The molecule shows potent antibacterial and bactericidal
properties, several log of inactivation within only few minutes of contact. It also provides very effective
protection against microbial growth once covered on building materials (plasterboard). These remarkable

performances encourage further studies on this molecule.

KEY-WORDS : Photocatalyse, Prolifération microbienne, Matériaux de construction, Revétements
antimicrobiens, Ester de glycérol.
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