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RESUME DE LA THESE

Face a des pressions réglementaires et socié¢tales grandissantes, de nouvelles stratégies de lutte contre
les maladies des plantes doivent étre proposées pour substituer partiellement ou totalement les intrants
chimiques controversés. Grace a sa forte réactivité et sa faible rémanence, I’eau ozonée apparait comme
un candidat prometteur pour lutter contre les bioagresseurs des plantes. Cependant 1’application d’eau
ozonée par pulvérisation semble réduire drastiquement ’efficacité de cette derniére. Les présents
travaux de thése ont pour objectifs (i) d’étudier les phénomeénes physico-chimiques qui ont lieu durant
la pulvérisation d’eau ozonée afin de comprendre ses limites et (i1) de démontrer 1’efficacité de 1’eau
ozonée sur différents pathosystémes.

Dans un premier temps, des études globales du spray ont permis d’identifier que la pulvérisation d’eau
ozonée était soumise a de forts phénomeénes de transferts de maticéres, qui vident quasi-instantanément
le liquide pulvérisé des molécules d’ozone qu’il contenait apres saturation. Le développement d’une
méthode locale colorimétrique a permis de mettre en évidence que le film liquide formant les gouttes
est responsable de la majorité des pertes d’ozone provoquées par le transfert de matiére. La
complémentarité des études globales et locales a amélioré¢ la compréhension des phénoménes de
transfert dans le spray et a permis de modéliser I’évolution de la concentration en ozone dissous dans le
liquide pulvérisé. Dans la continuité, un module anti-désorption tenant compte des précédentes
modélisations et adaptable aux buses de pulvérisation des exploitants agricoles a été proposé afin de
limiter la désorption d’ozone.

Dans un second temps, 1’effet de I’eau ozonée a été évalué pour inhiber le développement de P.viticola,
microorganisme responsable du mildiou de la vigne, a différents niveaux d’études. Le pathosystéme
mildiou/vigne a aussi permis de prouver I’efficacité du prototype anti-désorption développé lors de ces
travaux. Ces résultats positifs quant a I’efficacité de I’eau ozonée sur le mildiou de la vigne ont été
étendus avec succés a deux autres pathosystémes, dans des conditions similaires : le mildiou du chou
Hyaloperonospora parasiticae et I’oidium de la tomate Oidium Neolycopersici, prouvant une nouvelle
fois la non-spécificité de I’eau ozonée.

Les travaux réalisés lors de cette these confirment le statut de 1’ozone comme candidat prometteur dans
la lutte contre les maladies en agriculture et permettent d’envisager des essais pertinents in situ de

pulvérisation d’eau ozonée grace au prototype anti-désorption.



ABSTRACT

Faced with increasing regulatory and societal pressures, new strategies for plant disease control must be
proposed to partially or totally replace the controversial chemical inputs. Thanks to its high reactivity
and low persistence, ozonated water appears to be a promising candidate for the control of plant pests.
However, the application of ozonated water by spraying seems to drastically reduce its effectiveness.
The present thesis aims to (i) study the physico-chemical phenomena that take place during ozonated
water spraying in order to understand its limitations, and (ii) demonstrate the effectiveness of ozonated
water on different pathosystems.

First, global spray studies identified that ozonated water spraying is subject to strong mass transfer
phenomena, which almost instantaneously empty the sprayed liquid of the ozone molecules it contained
after saturation. The development of a local colorimetric method made it possible to demonstrate that
the liquid film forming the drops is responsible for the majority of the ozone losses caused by the mass
transfer. The complementarity of the global and local studies improved the understanding of the transfer
phenomena in the spray and made it possible to model the evolution of the concentration of ozone
dissolved in the sprayed liquid. As a follow-up, an anti-desorption module adaptable to farmers' spray
nozzles was proposed in order to limit ozone desorption.

In a second phase, the mildew/vine pathosystem was used as a model to carry out a proof of concept on
the effectiveness of ozonated water to inhibit the development of P.viticola. This downy
mildew/vineyard pathosystem was also used to prove the effectiveness of the anti-desorption prototype
developed during this work. These positive results regarding the efficacy of ozonated water on grapevine
downy mildew were successfully extended to two other pathosystems, under similar conditions: cabbage
downy mildew Hyaloperonospora parasiticae and tomato powdery mildew Oidium Neolycopersici,
proving once again the non-specificity of ozonated water.

The work carried out during this thesis confirms the status of ozone as a promising candidate for disease
control in agriculture and allows relevant in-situ trials of ozonated water spraying using the anti-

desorption prototype.
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INTRODUCTION, I’AGRICULTURE FRANCAISE ET SES ENJEUX

L’évolution de ’Homme avec I’agriculture

L’agriculture, depuis son apparition il y a une dizaine de milliers d’années avant notre ére, a
considérablement influé et changé les modes de vies des Hommes qui se trouvaient sur Terre. Dans un
contexte de fin de période glaciaire, les chasseurs-cueilleurs nomades disposaient enfin de conditions
favorables au développement de I’agriculture (température, ensoleillement). La domestication des
plantes (épeautre, blé, orge) et des animaux (loup/chien, chévres, bovins) devint I’occupation principale
des Hommes. Ils consacrérent la majorité de leur temps et de leur énergie a ces activités, modifiant
profondément 1’organisation sociétale de ces néo-cultivateurs. Frontiéres, protections des terres,
hiérarchies, trocs, conflits, croyances... L’agriculture alimenta et fit émerger de nombreuses
caractéristiques de notre société, toujours valables actuellement (Harari, 2015; Demoule, 2017; Mazoyer
& Roudart, 2002).

Ainsi il serait réducteur de penser 1’agriculture comme une activité qui apporte simplement de la
nourriture dans 1’assiette, mais il s’agit plutdt d’une activité qui a contribué a 1’évolution de I’Homme
tout au long de son histoire et dont les progrés techniques et nouvelles pratiques exercent une influence
certaine sur le mode de vie de I’Homme. Cette influence est telle, que 1’activité agricole sera
constamment régulée (Néron, 2014).

En France, par exemple, a la fin de la seconde guerre mondiale, I’état décide de faire de I’agriculture un
des leviers de relance de I’économie pour reconstruire le pays. Avec I’aide de programmes
d’investissement, comme le plan Marshall ou la politique agricole commune, les politiques souhaitent
une intensification de la production afin d’atteindre une autosuffisance alimentaire. Soutenu par les
instituts de recherche agronomique comme 1I’INRA, les fermes de la petite paysannerie laissent place a
des exploitations agricoles aux rendements et productivité sans précédents obtenus grice a la
disponibilité énergétique offerte par le pétrole, aux progrés techniques en mécanisation, a I’apport massif
d’intrants de synthéses et a la spécialisation de la production (Néron, 2014). Aussi, les paysages et
territoires sont modifiés avec le retrait des haies et le regroupement de parcelles. De plus, la mécanisation

a entrainé une baisse drastique du nombre de travailleurs agricoles, provoquant un exode rural massif
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(Demotes-Mainard & Bourgeois, 2000). Cette période illustre 1’influence que peut avoir I’activité
agricole sur les territoires et la société, et comment les politiques tentent d’en réguler les pratiques, avec

des intéréts économiques et politiques importants, et des enjeux sociétaux et environnementaux majeurs.

Les enjeux économiques, sociétaux et environnementaux de ’agriculture en

France

Sur le plan économique, la filicre agricole frangaise joue un rdéle de premier plan. Les bonnes
performances de I’agriculture francaise sur les marchés mondiaux en 2020 sont représentées par
I’excédent commercial qui a atteint 6,2 milliards d’euros, soit le troisiéme secteur derriere 1’aéronautique
et I’industrie pharmaceutique francaise (Agreste & Eurostat, 2020).

En effet, en 2020, les exploitations agricoles frangaises produisaient pour 68 milliards d’euros de
produits agricoles, soit 18% de la valeur produite par I’Union européenne, faisant de la France le premier
producteur européen devant 1’ Allemagne, I’Italie et I’Espagne (qui comptent pour 55% des productions
totale de I’UE, a eux 4). Ainsi, au sein de I’UE, la France est le premier producteur de viande bovine,
de céréales, de graines oléagineuses, d’ceuf et autres (Agreste, 2021a). La France se distingue
mondialement par sa capacité d’exportation, d’ou I’apparition du terme de « Ferme France » comme
proposé par I’infographie de la figure 1, en étant le premier exportateur mondial de vins et spiritueux,
de pommes de terre, de malt et de semences agricoles ; ¢’est le 6°™ exportateur mondial tout produits

agroalimentaires confondus.
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Figure 1 : Infographie "La Ferme France" (Source : Agreste / Graphagri 2020)

En 2016, plus de 400 000 exploitations agricoles étaient présentes sur le territoire frangais avec plus de
800 000 travailleurs dans des structures agricoles. La filiére fruit et [égumes comporte a elle seule
environ 450 000 emplois répartis dans 75 000 entreprises. Si I’on considére toutes les activités de
production et de transformation liées a 1’agriculture, ce sont plus de 1,4 million de salariés soit 5% de

I’emploi total national qui y sont employés (Agreste & Eurostat, 2020).
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La situation géographique, pédologique et climatique du territoire est trés favorable a ’agriculture, et le
leadership agricole du pays est notamment di a la mise a disposition de nombreuses surfaces pour
I’agriculture. Le territoire métropolitain est composé a 52% de surfaces agricoles, dont presque la moitié¢
est consacrée aux grandes cultures (céréales, oléagineux, protéagineux...). Cette prédominance a
également ¢été atteinte grace a l’utilisation intensive de produits phytosanitaires durant les dernieres
décennies, permettant d’augmenter les rendements et la régularité des productions. Portée par les
avancées en recherche agronomique, 1’agriculture frangaise, de maniére plus marquée que d’autres pays,
s’est fondée sur I’utilisation de ces produits de synthése et en reste dépendante. La France est le troisiéme
consommateur mondial de produits de protections des plantes (Agreste, 2021b). Pourtant, ce statut
risque d’étre amené a changer notamment par 1’émergence de consciences environnementales et de
nouvelles exigences des consommateurs qui tendent a la réduction de 1’usage de produits
phytosanitaires.

En effet, I’utilisation de nombreux produits phytosanitaires est de plus en plus contestée par la société,
en particulier pour les effets dangereux de certaines molécules sur I’environnement et la santé pour
I’homme. Des effets cancérigénes, neurotoxiques ou de types perturbateurs endocriniens ont été prouveés
chez des animaux, légitimant les questionnements sur les risques pour I’Homme. Les produits de
synthéses sont également mis en cause dans la dégradation de 1’état écologique des cours d’eaux, de la
réduction de la biodiversité des zones agricoles ou bien encore de la mortalité des abeilles (Aubertot et
al, 2005; Momas et al, 2004).

Cette inquiétude est d’autant plus prononcée que le territoire frangais propose plus de la moitié de sa
surface a 1’agriculture, que de nombreux travailleurs de la filiére sont directement exposés a ces
problématiques, et que de nombreux riverains vivent a proximité de terres agricoles. Il semble donc
cohérent que ces aspects soient pris en compte dans les politiques et pratiques relatives a 1’activité
agricole. En effet, ces dernic¢res années ont vu I’apparition de nombreuses réglementations sanitaires et
environnementales telles que le plan Ecophyto, les directives Nitrates, les zone de non-traitement (ZNT),
les labels d’agriculture biologique, etc. Ces réglementations, encouragées par la prise de conscience
sanitaire et écologique de la population, entrainent I’émergence de nouvelles stratégies de protection des

plantes plus respectucuses de 1’environnement que certaines plus conventionnelles.

21



Introduction, I'agriculture frangaise et ses enjeux

Les stratégies de luttes conventionnelles et émergentes

Avant ’apparition des produits de protection des plantes, les agriculteurs s’appuyaient sur les
connaissances des besoins des cultures en ¢léments minéraux et la maitrise de la fertilisation pour assurer
le meilleur compromis entre risque phytosanitaire et potentiel de production des cultures. Mais avec
I’introduction malencontreuse de pathogénes depuis les Amériques, tels que 1'oidium, phylloxera, et le
mildiou, ces fagons de protéger les cultures furent insuffisantes. La bouillie bordelaise découverte a la
fin du 19°™ siécle permit de lutter contre les champignons responsables de ces maladies profitant de
I’essor de la chimie minérale. Apres la seconde guerre mondiale, les premiers herbicides de synthéses
permettant de supprimer la concurrence des mauvaises herbes — adventices — se sont répandus, tout
comme les insecticides puis les fongicides a partir de 1970, modifiant profondément les systémes de
cultures. Les exploitants disposaient de moyens directs d’action sur les principaux bioagresseurs des
cultures, leur permettant de maximiser les potentiels de production. Profitant d’un coftt relativement
faible, d’une facilit¢ d’utilisation, d’un marché agricole favorable et d’une sous-estimation des
conséquences environnementales de leur usage, les produits phytosanitaires de synthése se sont imposés
comme la méthode de lutte principale en agriculture (Aubertot et al, 2005).

L’utilisation intensive de cette méthode de lutte chimique méne a des problématiques environnementales
et sanitaires, mais également a I’émergence d’une autre problématique liée au mode d’action mono-site
des molécules, celle de la résistance des pathogénes aux produits de protection des plantes (Lucas et al,
2015; Hawkins et al, 2019; Bass et al, 2015). Tout comme c’est le cas chez les Hommes, avec 1’évolution
de souches de bactéries résistantes aux antibiotiques, ici les pathogénes (insectes et microorganismes)
évoluent sous la pression imposée sur leur environnement par les produits phytosanitaires, et
développent des génes de résistances permettant généralement de contrecarrer le mode d’action de la
solution active (World Health Organization, 2014).

La méthode de lutte conventionnelle fait donc apparaitre des contraintes a son utilisation, et met en
lumicére la nécessité de proposer des méthodes de luttes alternatives pour réduire les intrants de synthéses
dans les exploitations agricoles, que ce soit pour la santé de I’Homme, la qualité de I’environnement ou
la résistance des pathogenes aux produits phytosanitaires. Agriculteurs et chercheurs ont souvent
proposé des méthodes alternatives pour réduire les populations de bioagresseurs, dont la plupart
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commencent a rendre compte de résultats prometteurs (Postali Parra & Coelho, 2019; Kulimushi et al,

2018). Parmi ces alternatives, on retrouve plusieurs stratégies de lutte mécanique ou

biologique (Guichard et al, 2017; Butault et al, 2010):

Le développement de variétés de végétaux résistantes aux maladies, voire 1’association de
différentes espéces et variétés dans une méme culture pour complexifier 1’adaptation des
pathogeénes. Ces variétés résistantes peuvent étre obtenues par croisements génétiques, ou
bien par modification génétique de 1’organisme tel que les OGM.

La rotation des cultures, afin de faire varier I’environnement des bioagresseurs et géner leur
adaptation au milieu cultural.

Le désherbage mécanique permettant généralement de réduire 1’humidité nécessaire au
développement des maladies fongiques et de réduire la concurrence avec les mauvaises
herbes.

L’utilisation de produits de biocontréle, défini comme «un produit qui utilise des
mécanismes naturels pour protéger les végétaux ou renforcer leurs défenses naturelles
contre les organismes nuisibles, grice a des macroorganismes, ou des produits
phytopharmaceutiques comprenant des médiateurs chimiques, des substances naturelles
d’origine végétale, animale ou minérale, ou identiques a celles-ci, et des substances de base,
tout en présentant un niveau €levé de sécurité pour la santé publique et I’environnement »

(Chomienne et al, 2017).

Ces alternatives, soucieuses de 1’environnement et de la santé des utilisateurs et consommateurs, ne

peuvent pas a elles seules prétendre atteindre les efficacités de traitements obtenues par voie chimique,

bien que certains produits de biocontréle semblent tres efficaces (Kulimushi et a/, 2018; Postali Parra

& Coelho, 2019). Le recours a ces alternatives demande de repenser I’ensemble des itinéraires

techniques et culturaux tels qu’on les connait aujourd’hui, congus pour les pratiques de lutte chimique.

Actuellement, 1’offre de produits de biocontrole sur le marché est relativement limitée en nombre et

méconnue du fait du manque de références sur les conditions d’utilisation de ces produits. L’absence

d’une filiére experte dans le domaine du biocontrdle, capable de coordonner depuis la recherche de
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solutions jusqu’a I’homologation du produit et sa commercialisation, peut freiner le déploiement de ces
solutions (Chomienne et al, 2017). 1l est donc nécessaire aujourd’hui d’appuyer 1’émergence des
solutions alternatives pour lutter contre les bioagresseurs des cultures, de maniere a limiter I’usage des
produits chimiques rémanents et de disposer de nouvelles solutions en cas d’évolution et de résistance

des pathogeénes aux intrants phytosanitaires.

Le projet SOLSTICE

De telles ambitions sont visées par le projet SOLSTICE, porté par Belchim Crop Protection, avec le
double objectif de mettre sur le marché de nouveaux produits de biocontrdle reposant sur des substances
naturelles, aux modes d’action innovants, ainsi que des techniques d’applications inédites adaptées aux
contraintes des produits de biocontrole. Concrétement, le projet doit proposer plusieurs couples
produits/méthodes d’applications pour les marchés professionnels et amateurs contre les maladies de la
vigne, des plantes ornementales et des légumes (mildious, oidiums et maladies du bois). Ce projet,
soutenu par BPI France, s’articule autour d’un consortium de 7 acteurs académiques et industriels pour
couvrir la filiére depuis la recherche fondamentale jusqu’a la commercialisation des produits de
biocontrdle, en passant par la formulation et I’homologation des solutions, ainsi que des méthodes

d’applications innovantes (figure 2).
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Figure 2 : Les acteurs du projet SOLSTICE.
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Au sein de ce consortium, I’Ecole d’Ingénieurs de Purpan a la mission d’étudier 1’application d’eau
ozonée en protection des cultures, fort de ses connaissances obtenues dans ses activités de recherche
relatives a I’utilisation de 1’0zone dans le domaine agroalimentaire. En effet, la molécule d’ozone semble
étre un sérieux candidat comme substitut aux intrants chimiques car elle dispose d’une forte réactivité
avec les matrices organiques, dont les bactéries et champignons (O’Donnell et al, 2012).

Contrairement aux produits phytosanitaires conventionnels, la rémanence de la molécule d’ozone est
trés faible puisqu’elle se décompose trés rapidement en dioxygéne, non dangereux pour I’environnement
et la santé. Toutefois son application devra étre réfléchie car les procédés de pulvérisation
conventionnels ont été identifiés comme réduisant I’efficacité de 1’eau ozonée (Tournois ef al, 2015;
Pages, 2015; Fujiwara & Fujii, 2004). Une méthode d’application adaptée doit étre développée pour
répondre aux conditions particuliéres qu’impose la molécule d’ozone et ses propriétés physico-

chimiques.

Afin de préparer le lecteur a la compréhension des sujets développés dans cette thése, il s’agit dans un
premier temps dans le chapitre 1, de faire I’état des lieux des connaissances relatives aux pathogénes
étudiés, a la production et utilisation de 1’eau ozonée, et a son application par pulvérisation. Le chapitre
2 de la these porte sur la compréhension des phénoménes physico-chimiques lors de la pulvérisation
d’eau ozonée et sur 1I’optimisation des techniques pour sa pulvérisation. Le chapitre 3 quant a lui porte
sur le traitement du mildiou de la vigne par I’eau ozonée. Les résultats obtenus pour le mildiou de la

vigne sont ensuite étendus a d’autres pathosystémes tels que le mildiou du chou et I’oidium de la tomate.
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CHAPITRE 1 : ETAT DE L’ART — LES MALADIES DES CULTURES,
L’OZONE ET LA PULVERISATION

1) LES MILDIOUS ET OIDIUMS, BIOAGRESSEURS TRES REPANDUS EN
AGRICULTURE

1.1) Symptomes et microorganismes responsables

Parmi les maladies qui peuvent étre rencontrées par 1’agriculteur, le mildiou et 1’oidium sont les plus
répandues. En viticulture par exemple, le mildiou représente 43% des interventions réalisées dans le
vignoble bordelais afin de limiter son développement (Chen, 2019; Agreste, 2021b). Les appellations
« mildiou » et « oidium » font référence a des maladies cryptogamiques qui affectent de trés nombreuses
espéces de végétaux, et dont les épidémies ont été, et sont toujours problématiques en agriculture
(Gessler et al, 2011; Salinari et al, 2006; Dagostin ef al, 2011; Jones et al, 2001). Originaires d’ Amérique
du Nord, ces maladies sont apparues en Europe au milieu du XIXéme siecle, trés certainement
transportées par les marchandises des navires commerciaux. Elles provoquérent dés leur arrivée sur le
continent européen des conséquences dramatiques sur les récoltes, le pire exemple connu étant en
Irlande, ou le mildiou de la pomme de terre anéantit la quasi-totalit¢ des monocultures de I’ile,
provoquant ainsi, avec I’appui de politiques désastreuses, la plus grande famine européenne (O’Grada,

1995).

Le mildiou se traduit par 1’apparition de taches brunes aussi appelées « taches d’huiles » sur la face
supérieure de la feuille et le développement d’un duvet blanchatre et cotonneux sur la face inférieure,
mais également sur les fruits des végétaux. Ces symptdmes aboutissent généralement au flétrissement
des feuilles voire de la plante, et au pourrissement des fruits ou tubercules. L’oidium, pour sa part,
provoque ’apparition de pustules sur les organes aériens qui se développent et forment également un
feutrage blanc, sur la face supérieure de la feuille cette fois, qui se distingue du mildiou par son aspect
« poudreux ». Ces symptomes présentés en figure 3, apparaissent généralement au printemps, entre avril
et juin, lorsque la météo est encore humide et que les premicres chaleurs émergent. Ils persistent jusqu’a

la fin de I’automne et le début de I’hiver avec la chute des organes aériens des végétaux. Les spores de
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ces microorganismes peuvent rester en dormance jusqu’au printemps suivant pour recontaminer les

cultures lors du retour de conditions favorables.

Plasmopara viticola

mildiou de la vigne

Hyaloperonospora
parasiticae
mildiou du chou

Oidium neolycopersici
oidium de la tomate

Figure 3 : Symptémes provoqués par Plasmopara viticola, Hyaloperonospora parasiticae et
Oidium neolycopersici. Adapté de (Lebeda et al, 2014; Mohammed et al, 2019; Zhang et aj, 2017).
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Les mildious et oidiums regroupent une multitude de microorganismes, chacun étant spécifique d’un
végétal en particulier, 1’oidium par exemple compte plus de 400 espéces capables d’infecter plus de
40 000 espéces de plantes (Rogerson & Amano, 1987). Ces maladies sont provoquées par des
microorganismes différents selon les espeéces de végétaux rencontrées, ceux provoquant le mildiou sont
des oomycétes rattachés au régne Chromista, tandis que les responsables de 1’oidium sont des
ascomycetes du regne Fungi (Gessler et al, 2011; Jones et al, 2001). Plasmopara viticola, responsable
du mildiou de la vigne est choisi comme modéle dans cette étude. Il est responsable de pertes
considérables en viticulture si les traitements phytosanitaires ne sont pas rigoureusement appliqués
(Gessler et al, 2011). L’année 2021 a d’ailleurs été particuliecrement marquée par le fort développement
du mildiou dans les vignes, malgré les traitements appliqués (Montigaud, 2021).

Hyaloperonospora parasiticae et Oidium neolycopersici, respectivement mildiou du chou et oidium de
la tomate, sont également étudiées dans le cadre des présents travaux. Cela permettra de montrer une

non-spécificité du traitement a 1’eau ozonée dans le traitement des mildious et oidiums en général.

1.2) Cycles de reproduction

Les cycles de reproduction des trois microorganismes a étudier sont globalement similaires, avec des
légeres différences selon les especes considérées. La connaissance du cycle de ces pathogenes est

capitale pour la mise en place de stratégies de luttes pour protéger la plante hote.

Le mildiou de la vigne, posséde un cycle de reproduction offrant deux scénarios d’infections de la vigne,

une infection primaire due aux sporanges issus de la reproduction sexuée de P.viticola, et une infection

secondaire réalisée par les sporanges asexués.

En automne, des oospores « dormantes » se développent dans les tissus des feuilles infectées la saison
précédente. Ces oospores résistantes passent généralement 1’hiver sur le sol des vignobles, au sein de
feuilles en décomposition. A I’arrivée du printemps, entre avril et juin, avec les premiéres chaleurs (entre
13°C et 24°C) et les épisodes de pluies, ces oospores germent et produisent des sporanges. Avec le vent

et les précipitations, ces sporanges sont dispersés depuis le sol jusqu’aux troncs et feuilles des vignes
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naissantes. Une fois sur une feuille de vigne, ils relachent des zoospores flagellées dés que 1’humidité
(98%), la température (19°C) et la luminosité (obscurité de la nuit) sont idéales. Lorsque relachées et en
I’espace de 3h, ces zoospores "nagent" jusqu’a un stomate sur la face inférieure de la feuille et
s’attachent au bord du stomate en développant un appressorium. Les zoospores perdent leurs flagelles
et se transforment en vésicule sous la cavité stomatique. Cette vésicule créée des haustorium et des
hyphes qui permettent au champignon de se nourrir et de coloniser 1’espace intercellulaire du limbe de

la feuille. C’est a partir de ce moment-la que deux scénarios se dessinent.

1.2.1.a) Reproduction asexuée

Une fois le limbe de la feuille colonisé par les hyphes et les haustorium de P.viticola, le procédé de

sporulation débute. Quatre a cinq jours apres, des sporangiophores, sorte d’arbuscules ramifiés, poussent

depuis la structure mycélienne développée dans la feuille, et sortent par les stomates. Ce sont ces
structures qui sont responsables de 1’aspect duveteux de la feuille infectée par le mildiou, et uniquement
sur la face inférieure du fait de la présence de stomates. Elles forment des taches brunes de 1’autre coté
de la feuille. Les sporangiophores produits portent a leur extrémité des sporanges, qui enveloppent de
nombreuses zoospores. Avec les épisodes de pluies, ces sporanges sont détachés des sporangiophores
et transportés sur de nouvelles feuilles de vignes saines. Ces sporanges libérent les zoospores contenues
en leur sein lorsque I’humidité et la température le permettent, et ces dernicéres vont s’installer aux bords
des stomates pour réaliser le cycle d’infection décrit précédemment. Lorsque les zoospores sont issues
de sporanges produits au cours de la méme saison, c¢’est-a-dire sans reproduction sexuée, on parle
d’infection secondaire. Ce type d’infection se déroule durant toute la saison printaniére et estivale

(Gessler et al, 2011; Burruano, 2000)

1.2.1.b) Reproduction sexuée

A P’arrivée de I’automne, dans le mycélium qui se développe dans 1’espace intercellulaire de la feuille
de vigne, des organes sexués font leur apparition : les spermatocystes et les oogones. Les spermatocystes
« fécondent » des oosphéres contenues dans les oogones via des tubes copulateurs pour former des
oospores. Ces derniers disposent d’une enveloppe double qui leur permet de survivre aux conditions
hivernales difficiles, contrairement aux sporanges qui ne survivront pas a cette période. Ces oospores,

continuent de maturer, attendant au sol du vignoble I’arrivée du prochain printemps et les conditions
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propices a I’infection d’une feuille de vigne. On parle d’infection primaire lorsque les zoospores issues
des oospores infecteront de nouvelles feuilles la saison suivante (Gessler et a/, 2011; Burruano, 2000).
La figure 4 permet de schématiser le processus d’infection du mildiou de la vigne, et de différencier les
deux types d’infections primaire et secondaires.
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H.parasiticae, responsable du mildiou du chou, dispose d’un cycle d’infection quasiment similaire a
celui de P.viticola. Cependant, le duvet blanchatre que I’on retrouve sur les cotylédons du chou est
composé de conidiophores, qui portent des conidies. Ces derniers sont responsables de la reproduction
asexuée. Au lieu de libérer des zoospores comme les sporanges du mildiou de la vigne, ces conidies font
pousser un tube germinatif des lors que les conditions sont favorables (19°C — 98%HR) en moins de 4
heures. Ce tube germinatif va s’accrocher a la surface de la plante par un appressorium, a ’intersection
des cellules épidermiques de la feuille. Entre ces cellules se développent des haustorium qui
alimenteront la croissance d’hyphes dans 1’espace intercellulaire de I’hdte. La reproduction asexuée sera

assurée par la croissance de conidiophores et la production de conidies. Quatre a cing jours aprés la
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germination de ces conidies, de nouveaux conidiophores seront produits permettant de faire perdurer les
infections secondaires. Au sein du limbe de la feuille, la reproduction sexuée sera réalisée a 1’approche
de I’hiver pour produire des oospores résistantes afin de permettre I’infection 1’année suivante (Robles-

Yerena, 2017; Lee et al, 2019; Choi et al, 2012; Slusarenko & Schlaich, 2003).

Contrairement aux mildious, I’oidium de la tomate développe des conidies sur la face supérieure de la
feuille. Tout comme H.parasiticae, ces conidies vont produire un tube germinatif qui s’accroche a la
surface de la feuille grice a un appressorium, généralement entre 3 cellules épidermiques, visible sur la
figure 5(C). A partir de cet appressorium et du tube germinatif, un réseau d’hyphes se développe
uniquement sur la surface de la feuille. De ces hyphes seront produits des conidiophores, chacun portant
une chaine de conidies, qui matérialisent la forme de reproduction asexuée durant la saison (Jones et al,
2001; Nonomura et al, 2009). A ce jour, la reproduction sexuée de O.neolycopersici n’a pas été mise en

évidence.

Plasmopara viticola Hyaloperonospora brassicae Oidium neolycopersici

Figure 5 : Sporangiophores et sporanges de P.viticola et H.parasiticae, conidiophores et conidies
de O.neolycopersicl. Adapté de (Gessler et al, 2011; Jones et al, 2001; Robles-Yerena, 2017).

Les mildious et oidiums sont donc des maladies qui colonisent la surface mais également 1’intérieur des
feuilles des végétaux, avec des organes sexués et asexués relativement similaires comme le montre la
figure 5. La production de spores infectieuses, sporanges et conidies, est réalisée durant toute la saison
via une reproduction asexuée tandis que la reproduction sexuée permet de générer les structures de

survie en fin de saison, les oospores, qui vont passer 1’hiver et infecter les plantes a la saison suivante.
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Les conditions de germination des sporanges et les temporalités de croissance de ces maladies sont
relativement similaires. Les traitements appliqués au cours de la saison pour lutter contre le
développement de ces maladies doivent donc agir sur tous les types de structures des champignons pour
limiter le potentiel d’infection de la maladie régit par le cycle asexué de ces microorganismes. Et pour
éradiquer totalement la maladie, il est nécessaire que le traitement empéche de nouvelles sporulations

de sporanges et conidies. Le tableau 1 récapitule les principales caractéristiques des trois pathogénes

ciblés.
Nom . Hpyaloperonospora . .
.. Plasmopara viticola yarop .. P Oidium Neolycopersici
scientifique parasiticae
Nom commun Mildiou de la vigne Mildiou du chou Oidium de la tomate
Régne Chromista Chromista Fungi
Division Oomycetes Oomycetes Ascomycétes
e Taches d’huiles sur la face supérieure des e Feutrage blanc sur la
feuilles face supérieure
Symptomes e Duvet blanchatre sur la face inférieure e Aspect poudreux sur
e Flétrissement et pourriture de la feuille aux la face supérieure de la
stades avancés feuille
Localisation Sous I’épiderme de la feuille, dans 1’espace Dans I’épiderme de la

du mycélium intercellulaire. feuille

Localisation Yy
yr . Sur I’épiderme de la
des structures Sur I’épiderme de la feuille .
f feuille
asexuées
Durée du cycle
de 4 a5 jours 5 a7 jours
reproduction
Temps de
pénétration 1 a3h 1 a3h
dans la feuille
Organe et Oospores Oospores
période sexué Automne - Hiver Automne - Hiver
Organe et Sporanges Conidie Conidie
période asexué Printemps — Eté Printemps - Eté Toute I’année

Tableau 1 : Récapitulatif des principales caractéristiques des trois microorganismes ciblés pour
les présents travaux
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1.3) Conditions d’expérimentations

Différentes études ont été réalisées pour évaluer le potentiel d’inactivation de produits de protection des
plantes face a P.viticola, H.parasiticae et O.neolycopersici. 1l s’agit dans cette section de préciser les

spécificités a prendre en compte pour ce type d’expérimentation, et les standards d’expérimentation.

Contrairement a la majorité des expériences microbiologiques ou les microorganismes sont cultivés sur
milieu nutritionnel gélosé, les trois microorganismes de notre étude ont la particularité d’étre biotrophe
obligatoires. Cela signifie qu’ils se développent uniquement en présence de leur hote cible. Autrement
dit, P. viticola se développera que sur feuille de vigne, H.parasiticae sur cotylédons de chou et O.
neolycopersici sur feuilles de tomates. Ainsi la multiplication des microorganismes est réalisée par
infection de feuilles ou morceaux de feuilles plutot que par étalement sur boite de Pétri gélosée contenant
les nutriments spécifiques aux microorganismes que 1’on veut voir croitre. Cette spécificité ajoute de la
variabilité aux résultats obtenus puisque les feuilles disposent de différences biologiques entre elles,
alors que des milieux de culture gélosés sont identiques. Pour réduire cette variabilité, une méme feuille
peut étre découpée en plusieurs morceaux, généralement des disques de feuilles, afin de disposer de
supports identiques pour le développement du microorganisme. On retrouve ces conditions
d’expérimentations, entres autres, dans les études réalisées par (Aziz et al, 2003; Wong et al, 2001;

Allégre et al, 2007, Mohammed et al, 2019; Lebeda et al, 2014).

Lorsque les oomycétes et ascomycetes responsables des mildious et oidiums interagissent avec la plante
hote pour procéder a son infection, le pathosystéme plante/microorganisme produit des réponses
spécifiques qu’il est possible d’observer pour évaluer le degré d’infection de la plante. Ces réponses

interviennent a différents niveaux d’observations : initialement a I’échelle microscopique avec la

présence de quelques zoospores sur les feuilles, et finalement a I’échelle macroscopique apres le

développement des sporanges en structures mycéliennes.
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1.3.2.a) A ’échelle microscopique

Les ¢tudes relatives aux microorganismes proposent trés souvent des observations microscopiques pour

obtenir des informations qualitatives quant au développement d’un pathogéne (Aziz et al, 2003; Robles-
Yerena, 2017). De I’observation a la loupe binoculaire pour les grosses structures (sporangiophores)
jusqu’au microscope électronique a balayage pour les plus petites structures (zoospores et mycélium),
I’évolution du développement du pathogéne peut-étre suivi. L’altération morphologique des
microorganismes peut &tre observée pour valider 1’effet d’une solution sur le pathogéne (Pages, 2015).
Les informations obtenues par observation microscopique sont généralement qualitatives, bien que
certaines ¢tudes réalisent des comptages sur hématimétres pour évaluer les quantités de sporanges
présentes dans un échantillon (Gémez-Zeledon et al, 2013; Wong et al, 2001)

Une fagon d’obtenir une quantification des microorganismes présents dans un échantillon est d’avoir

recours a ’amplification et quantification des séquences ADN des pathogénes étudiés. Ces méthodes

s’appliquent pour détecter et quantifier ’ADN du pathogéne présent dans un échantillon de plante
infecté. En comparant le nombre de copies de I’ADN (ou ARN) du microorganisme présent dans un
échantillon témoin et dans un échantillon traité avec une solution d’intérét, 1’efficacité de cette derniére
peut étre évaluée (Pierron et al, 2015). Cela permet de connaitre le degré d’infection d’un échantillon.
Les techniques d’extraction d’ADN et ARN, suivies d’amplification et quantification par PCR
permettent également de mettre en évidence une réaction de la plante face a son agresseur, et de
quantifier le degré de défense de la plante. En effet, les premiéres réponses observables du pathosystéme
sont de I’ordre génétique. Les génes de défenses de la plante vont étre surexprimés, pour établir des
mécanismes de défenses contre les pathogenes : production de métabolites de défenses (par exemple
chez la vigne : acide salicylique, laminarine, viniferin, resveratrol..), réorganisation morphologique, etc
(Pierron et al, 2015; Aziz et al, 2003; Pezet et al, 2004; Dercks & Creasy, 1989).

Ces méthodes, basées sur la génétique, sont couteuses et relativement complexes a maitriser, mais ont
I’avantage de proposer une bonne précision de mesure, une détection précoce de l’infection et
communiquent une information au niveau génomique des organismes ¢tudiés. Les observations

microscopiques sont plus facilement réalisables, excepté dans le cas du microscope a balayage.
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1.3.2.b) A ’échelle macroscopique

La méthode d’évaluation du degré d’infection d’une plante par un pathogéne la plus répandue est

1’ observation visuelle des symptomes de la plante. Dans le cas de nos microorganismes d’intérét, il s’ agit

d’observer le développement du mycélium, des conidiophores et sporangiophores a 1’ceil nu. En fonction
du développement des structures duveteuses (pour les mildious) ou poudreuses (pour les oidiums), une
notation est effectuée pour chaque échantillon infecté. En effet, a inoculation simultanée, les sporanges
inactivées par le traitement ne donneront pas lieu (ou moins lieu) a la naissance de conidiophores ou
sporangiophores, ce qui résulte en des symptomes visibles moins présents. Les notes sont comparées
entre les différentes conditions d’expérimentations et les témoins pour mettre en évidence des
différences d’infection. Bien que les notations restent relativement dépendantes de 1’observateur et
différentes selon les études, des descripteurs existent pour tenter de normaliser ces méthodes
d’observation (descripteurs OIV, cf. annexe 1).

Un exemple de notation issue de 1’étude de (Gomez-Zeledon et al, 2013) est présenté dans la figure 6.
On y remarque la présence de morceau de feuilles, nécessaires a la croissance de 1’oomycete biotrophe,
P.viticola. Les symptomes observés sont répartis en plusieurs classe : A) nécrose et sporulation denses,
B) nécrose et sporulation modérées localisées sur le site d’inoculation, C) nécrose et sporulation éparses,
D) faible nécrose et faible sporulation, E) ni nécrose ni sporulation. Dans 1’étude de (Gomez-Zeledon et
al,2013), cette notation fait intervenir des classes donnant lieu a des variables qualitatives. Des notations
quantitatives peuvent également étre réalisées sur le méme principe. Cela permet de réaliser différents
types d’analyses statistiques afin de vérifier la significativité des tendances obtenues par évaluation
visuelle. Ces observations visuelles permettent de caractériser la fréquence d’apparition des symptomes
ainsi que leur intensité. Ce sont deux facteurs principaux permettant de décrire une infection chez les

plantes.
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E

Figure 6 : Exemple d'échelle de notation de l'intensité d'infection de P.viticola. Adapté de (Gomez-
Zeleddn et al, 2013).

Cette méthode pragmatique d’évaluation a 1’avantage d’étre simple, mais est dépendante de
I’observateur et n’est possible qu’a partir de I’apparition macroscopiques de symptomes, généralement
4 a 5 jours apres inoculation des pathogenes sur les plantes. C’est le type d’évaluation que nous

réaliserons dans ces travaux de thése.

Pour résumer, les mildious et oidiums sont des maladies ayant de vraies conséquences économiques et
sociétales relativement bien renseignées dans la littérature et ayant fait I’objet de nombreuses études,
notamment sur 1’évaluation d’efficacité de produits de protections des plantes. Elles nécessitent
obligatoirement une croissance sur feuilles, et 1’évaluation de la virulence de I’infection de la maladie
peut étre réalisée grice a des observations visuelles. Il s’agira donc de réaliser des expériences
conformes avec les expériences rencontrées dans la littérature pour évaluer I’effet de I’eau ozonée sur
I’inactivation des microorganismes d’intéréts. Toutefois, ces expériences devront prendre en compte les
conditions particuliéres qu’imposent la molécule d’ozone et ses propriétés physico-chimiques, autant

que la spécificité des mildious et oidiums étudiés.
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2) LA MOLECULE D’OZONE

2.1) Généralités et intérét

La molécule d’ozone se compose de trois atomes d’oxygéne, que 1’on retrouve naturellement sous forme
gazeuse dans notre atmospheére a trés faible concentration. Celle-ci est plus ¢levée dans la stratospheére,
ou elle joue le role de filtre protecteur pour la terre en absorbant les radiations UVC nocives pour
I’Homme. En conditions normales, I’0zone est un gaz instable, comme I’illustre ses formes de résonance
a la figure 7, de couleur bleue lorsque suffisamment concentré, et dont 1’odeur est si caractéristique que
cela lui a valu son nom, ozein en grec qui signifie « exhaler une odeur ». Chez I’humain, I’exposition a
I’0zone gazeux peut provoquer des Iésions des muqueuses respiratoires et oculaires, mais aucun effet
cancérigéne ou sur la reproduction n’a été identifié. Une valeur limite d’exposition de 0,1ppm sur 8h a

été définit par I’'INRS pour cette molécule (cf annexe 2, fiche toxicologique ozone).

® .t *on
/O\ 1278 A :0; = - O~ - 30; O
) O’/m&g/\\\o ) +()/ \O O/ \O O/ \O+ O/ \O

Structure de la molécule O Structures de résonance de la molécule O,

Figure 7 : Structure moléculaire de l'ozone (gauche) et ses différentes formes de résonance
(droite). Adapté de (The Royal Society, 2008).

L’intérét majeur pour 1’utilisation de 1’ozone provient de son fort potentiel oxydant issu de sa capacité

a céder un atome d’oxygene, lui offrant une trés forte réactivité avec de nombreuses matrices et justifiant
sa large utilisation dans le domaine du traitement des eaux depuis plus d’un si¢cle (Loeb ef al, 2012).
Son autre caractéristique intéressante est due au fait que 1’ozone soit produit a partir de dioxygene (O)
et que la majorité de ses schémas de décomposition aboutissent a la formation de dioxygéne (Stachelin
& Hoigne, 1985). La molécule d’ozone est donc un agent trés réactif, non rémanent et dont les sous-

produits ne présentent pas de risques pour la santé ou 1’environnement, propriétés recherchées pour un

substitut aux produits phytosanitaires.
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2.2) Propriétés physico-chimiques

Les principales propriétés physico-chimiques de I’0zone sont présentées dans le tableau 2. Parmi celles-
ci, la trés faible température d’ébullition (-112°C) justifiant 1’état gazeux de la molécule d’ozone en
conditions normales. Son fort potentiel d’oxydation est également remarquable, il est plus élevé que
celui du chlore (1,36V) largement répandu justement pour son pouvoir oxydant. Aussi le tableau 2

permet de noter les faibles temps de demi-vie de la molécule d’ozone, notamment en phase aqueuse ou

20min suffisent pour voir la concentration d’ozone divisée par deux.

Masse molaire 47,998 g/mol Diffusion dans I’air 2 20°C ~ 1,70x107° m?*/s™!
Température de fusion -192,7°C Diffusion dans I’eau 2 20°C  1,76x10? m?/s’!
Température d’ébullition -111,9°C Constante de Henry 2 20°C  5,21x10% Pa
Masse volumique (gaz) 1,99 kg/m? Demi-vie dans I’eau 4 20°C 20 min

Densité par rapport a ’air 1,65 Demi-vie dans ’air a 20°C 3 jours
Enthalpie libre de +142,12 kJ/mol  Potentiel d’oxydation 2,06V
formation a 25°C standard

Tableau 2 : Principales propriétés physico-chimiques de la molécule d'ozone (Baig & Mouchet,
2010; Roustan, 2003; The Royal Society, 2008).

2.3) Formation et production

Sa formation est due a la rupture, par apport d’énergie, d’une molécule de dioxygéne en deux atomes

d’oxygene seuls, I’atome d’oxygene seul se recombinant ensuite avec une molécule d’O; pour former
1’03. C’est une réaction endothermique qui nécessite une certaine énergie pour initier la rupture des
molécules de dioxygéne, comme 1’atteste la valeur positive d’enthalpie libre de formation reportée dans
le tableau 2. Le schéma général de formation de 1’ozone est présenté avec les équations 1 a 4. Un apport

d’énergie est possible par excitation électronique (¢7), rayonnement (hv) ou chaleur (T).
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0, + (e ;hv;T) - 0,

Equation 1
0, + (e";hv;T) - 20
Equation 2
0,+0; > 03+0
Equation 3
0,+0+M—->0;+M
Equation 4

Avec M une des nombreuses especes chimiques catalysant la réaction de formation d’Os,
Différentes méthodes d’apport d’énergie permettent d’initier la rupture de la molécule d’O; afin de

former la molécule d’ozone (Baig & Mouchet, 2010):

e Par décharge corona, ou des molécules d’O, sont envoyées a travers un champ électrique
qui rompt le dioxygéne en atome d’oxygéne, ce dernier se combinant avec les molécules
d’O; encore intactes pour former 1’ozone Oz C’est le méme principe que la production
naturelle d’ozone lors d’un orage, ot la foudre traverse I’air composé de dioxygene, formant
de I’ozone. Cette méthode est la plus répandue et permet d’atteindre des hauts rendements
de production d’ozone.

e Par radiation ultraviolet (UV), en envoyant un rayonnement aux alentours de 180nm pour

spécifiquement exciter la liaison O-O du dioxygéne. C’est le phénomeéne qui se produit dans
la stratosphére, ou se trouve la couche d’ozone, les rayonnements du soleil a cette longueur
d’onde précise permettent la formation d’ozone a partir du dioxygéne.

e Par électrolyse de I’eau, ou I’application d’un potentiel électrique entre une anode et une

cathode permet la production d’O», d’H; et également d’Os.
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2.4) Stabilité, mécanismes réactionnels

L’ozone peut étre utilisé de deux maniéres, soit directement sous forme gazeuse pour agir dans une

atmosphere contrdlée, ou bien par dissolution dans un solvant qui sera mis en contact avec la matrice a

traiter. Si 1’ozone est relativement instable a 1’ état gazeux, il I’est extrémement lorsque dissous en phase
aqueuse, comme 1’atteste leur différence de demi-vie reportées dans le tableau 2. Lorsque I’0zone est en
phase aqueuse, sa stabilité dépend surtout de la température, mais également du pH et de la qualité de
I’eau. C’est une considération importante a prendre en compte, car cette instabilité implique
I’impossibilité de stocker et transporter de 1’eau ozonée, nécessitant obligatoirement la production in
situ d’ozone. Cependant, la dissolution de I’0zone dans 1’cau a 1’avantage de proposer des mécanismes

réactionnels variés (Baig & Mouchet, 2010):

e Réaction directe ou dite « moléculaire », qui correspond a 1’oxydoréduction d’un composé M par la

molécule d’ozone tel que Oz + M — Moy + O». Différents sites moléculaires peuvent étre attaqués
par I’ozone. Sa polarité facilite la réaction avec les liaisons éthyléniques, selon une cycloaddition
appelée « mécanisme de Criegee », menant a la formation d’aldéhydes, de cétones et de peroxyde
d’hydrogeéne. Des attaques ¢€lectrophiles peuvent aussi survenir dans les cycles aromatiques pour
substituer les sites électrodonneurs, généralement menant a la formation de composés hydroxylés (-
OH) sur le cycle, dont I’oxydation totale permet 1’ouverture du cycle et la production d’aldéhydes,
cétones et acides carboxyliques. Théoriquement, des attaques nucléophiles pourraient également
avoir lieu, mais cela n’a jamais été mis en évidence expérimentalement. L’ ozone gazeux respecte
également ces mécanismes.

e Réaction indirecte ou dite « radicalaire », qui repose sur la décomposition de I’0zone en radicaux

libres dans le milieu réactionnel. Cette décomposition est généralement initiée par les ions
hydroxyde de I’eau a pH ¢élevé, générant une multitude de radicaux (O3° . 0,°; HO® ; HO,®), dont
la réactivité est plus importante et la sélectivité moindre. Le radical hydroxyle y joue un role
important en tant que précurseurs de nombreuses réactions radicalaires, permettant d’atteindre des
états d’oxydations trés avancés que 1’ozone ne peut réaliser. En effet, la vitesse de réaction du radical

HO® est un million de fois supérieure a celle de 1’ozone et le radical dispose d’un potentiel oxydant
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plus important (Eop-=2,8V)(Baig & Mouchet, 2010). On parle de procédés d’oxydation avancée
(AOP) lorsque la production de ces radicaux est favorisée. Ces mécanismes sont bien plus présents
lorsque I’ozone est en phase aqueuse plutdt qu’en phase gaz, du fait de I’omniprésence des ions OH

dans I’eau pour initier la production des radicaux libres.

Dans tous les cas, les chemins réactionnels de 1’ozone dans 1’eau ménent a la formation de dioxygéne

comme illustré avec la figure 8 (Stachelin & Hoigne, 1985).

S\ S oxydé
-9 M-1. 5 2x70 M1 571
1,6-109M-1 .51 s+\_/ x
03~ = HO3 . 03 —— HOg § oxydé
1,6-109M1. 57"
02 \>OZ
1010 -1 g1 ROY
[030H] ===, .---- HO3 :
08- + ¥ 0% B
H*. 03+ 05+ Hy,0 H*.
5.1010 M-1. 1 \ 5.1010 M-1. g1 o 0,
O3 A P It
Ho? HOo HO2 HOo° romoteur
8 w 3.109 M1 - -1 3 \ Y Inhibiteur
0, 02 o]
1,4-105 M-1. s 14-15M1.51 L2

Figure 8 : Réactions de l'ozone dans l'eau pure (a) et en présence d'un soluté S (b). Adapté de
(Baig & Mouchet, 2010; Staehelin & Hoigne, 1985).

2.5) Transfert de I’ozone en phase aqueuse

Pour obtenir de 1’0zone en phase aqueuse, solution que 1’on appelle « eau ozonée », il est nécessaire de
dissoudre I’ozone gazeux dans de I’eau. L’ozone est peu soluble dans 1’eau (0,31mgOs/L d’eau par
mgOs/L de gaz apporté), le transfert de 1’0zone depuis la phase gaz jusqu’au sein du liquide doit donc
étre réalisé par un contacteur de dissolution relativement efficace, selon les quantités a produire ou a
traiter. Le but est de promouvoir 1’absorption des molécules d’Os, présentes dans la phase gaz, par la
phase liquide. En général, les colonnes a bulles ou les colonnes a garnissage sont les contacteurs
fréquemment rencontrés pour de telles opérations, méme si d’autres technologies sont également
utilisées selon les caractéristiques du transfert a réaliser (quantités, vitesses, prix). On peut par exemple
rencontrer de simples injecteurs Venturi, des mélangeurs statiques, des tubes en U ou méme des

diffuseurs radiaux (Roustan, 2003).
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Une solubilité maximale du soluté existe dans la phase liquide et varie selon les conditions opératoires

du procédé de transfert (température et pression essentiellement). Cette solubilité maximale peut étre
atteinte plus ou moins rapidement selon I’efficacité des contacteurs utilisés. La solubilité théorique

atteignable par un soluté dans une phase est définie par I’équation de Henry.
Xo,Ho,/m,0 = Yo, P

Equation 5
Avec xg,la fraction molaire d’ozone dissous dans le liquide (-), ¥, la fraction molaire d’ozone dans la
phase gaz (-), P la pression du systeme (Pa) et Hy, /,0 la constante de Henry pour 1’ozone dans I’eau
(Pa).
Cette équation 5 peut s’écrire de maniére plus simplifiée :

Cor = aC§,

Equation 6

Avec C 33* la concentration en ozone a laquelle serait la phase liquide en équilibre avec la phase gazeuse

de concentration réelle (333 (mg/L), et a la constante d’équilibre (-).

Autrement dit, la concentration théorique atteignable dans une phase est proportionnelle a la
concentration réelle dans 1’autre phase. Cette proportionnalité varie selon la température, la pression du
systéme, le pH et la composition de la phase liquide.

La mesure de la concentration en ozone dissous dans le liquide permet de suivre 1’évolution du transfert

et de s’assurer de ’atteinte ou non de la concentration a saturation.

2.6) Méthodes de mesures de 1I’0zone dissous

La mesure de la concentration en ozone dissous dans la phase liquide peut-étre réalisée de plusieurs

facons.

La technique la plus répandue, fiable et précise est la technique d’absorption lumineuse a 254nm. Cette
méthode, initialement développée pour la mesure de la concentration en ozone gazeux dans 1’air, repose

sur le fait que la molécule absorbe spécifiquement les rayonnements UV a 254nm. Elle peut s’appliquer
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a la mesure d’ozone dissous dans 1’eau car a cette longueur d’onde, I’air, I’eau et le dioxygeéne sont
« transparents », ils laissent passer ce rayonnement. Ainsi, en connaissant 1’épaisseur d’échantillon
traversée par le rayonnement, 1’intensité incidente et résultante de 1’échantillon, ainsi que le coefficient
d’extinction molaire de I’0zone a 254nm, 1’utilisation de la loi de Beer-Lambert permet la détermination
de la concentration en ozone dissous dans le liquide (Parrish, 2000; van den Broeke et a/, 2008).

Bien qu’elle ne craigne pas réellement les problémes d’interférences avec d’autres espéces chimiques,
cette méthode est sensible a la présence de bulles ou impuretés dans 1’eau, nécessitant une filtration
préalable tout en évitant le dégazage de 1’ozone. Ces opérations peuvent créer un délai entre
I’échantillonnage et la mesure de 1’ozone dissous dans 1’échantillon, si la mesure n’est pas réalisée en
ligne. De plus, la lecture d’absorbance UV nécessite ¢galement un contenant ou une chambre d’analyse

en quartz.

L’autre méthode que I'on retrouve communément aprés I’absorption UV pour déterminer la

concentration d’ozone dissous en phase liquide est la méthode colorimétrique. Le colorant indigo

trisulfonate (N°CAS : 482-89-3), bleu en solution, dispose d’une double liaison dans sa structure
moléculaire qui permet a I’ozone de réagir spécifiquement avec cette insaturation pour produire deux
sous-produits incolores, comme illustré avec la figure 9. La décoloration de la solution peut étre
linéairement reliée a la concentration d’ozone dissous ayant réagi avec I’indigo, grace a une mesure
d’absorbance a 600nm. L’avantage de cette technique est qu’elle est relativement simple d’utilisation,
et ne craint pas les interférences avec d’autres especes chimiques (Grunwell et al, 1983; Bader &
Hoigné, 1981). La réaction de 1’ozone avec 'indigo est quasi-instantanée a partir du moment ou
I’échantillon d’eau ozonée a été mis en contact avec le volume d’indigo. La mesure en ligne n’est pas
réellement réalisable avec cette méthode, mais de nombreux kits préts a I’emploi et ne nécessitant pas
de calibration préalable existent pour faciliter et normaliser cette méthode de mesure.

L’exemple de la molécule d’indigo trisulfonate a été présenté, mais plusieurs molécules colorées
présentant un site d’attaque spécifique a 1’ozone existent et peuvent substituer 1’indigo trisulfonate : le

DDPD (N,N-diethyl-p-phenylenediamine) et les dérivées de 1’indigo (indigo carmine, disulfonate).
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Indigo trisulfonate Isatine sulfonique
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Figure 9 : Réaction de I'ozone avec I'indjgo trisulfonate permettant le titrage d'ozone dissous dans
un échantillon.

Des méthodes électrochimiques existent également pour déterminer la concentration en oxydants dans
I’eau (O’Donnell et al, 2012). En lisant le potentiel entre une cathode et une anode dans une solution
d’eau ozonée, le potentiel d’oxydo-réduction de la solution est relié linéairement a la concentration
d’oxydant dissous, et donc a 1’ozone s’il est le seul oxydant présent dans la solution. Cette méthode
peut-&tre également améliorée en ajoutant une membrane perméable spécifiquement a 1’ozone au niveau
de la cathode, le potentiel produit étant dii seulement aux molécules d’ozone.

On peut également trouver des méthodes de dégazage de 1’eau 0zonée pour mesurer en phase gazeuse
la quantité d’ozone qui était dissous au sein du liquide. Mais ’essentiel des mesures réalisées et des

standards proposés concernent les méthodes d’absorption UV et colorimétriques.

La maitrise du transfert de I’ozone gazeux en phase liquide pour produire de I’eau ozonée et la bonne
détermination des concentrations en ozone dissous sont des étapes essentielles dans 1’étude de 1’effet
antimicrobien de I’eau ozonée, ou les doses appliquées jouent un rdle trés important sur 1’inactivation

des microorganismes.
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2.7) Propriétés antimicrobiennes

La molécule d’ozone a été testée sur de nombreux pathosystémes mettant en évidence un effet biocide
certain. On retrouve dans la littérature deux types d’application de I’ozone : I’application directe d’ozone
gazeux dans une atmospheére controlée et 1’application d’eau ozonée sur les matrices cibles. L’utilisation
d’ozone gazeux étant plutdt réservée aux procédés ou les atmosphéres en contact des matrices cibles
peuvent étre controlées, son utilisation dans de vastes espaces ouverts que 1’on retrouve en agriculture,
semble compromise. En effet, une phase gazeuse avec sa nature non condensée est plus facilement
dispersable dans 1’environnement contrairement aux phases condensées liquides. La diffusion des
molécules est toujours plus aisée en phase gaz qu’en phase liquide comme le montre le tableau 2. Ainsi
la gestion d’un flux gazeux d’ozone en plein air est soumise aux mouvements de convections de 1’air,
autrement dit le vent. La dissolution de 1’0zone dans 1’eau pour transporter 1’eau ozonée sur les cibles a
traiter semble plus pertinente pour les systémes agricoles actuels, ces derniers disposant déja de moyens
de gestion de flux liquide (irrigation, pulvérisation de bouillie). Il s’agit donc de dresser le potentiel

biocide de I’eau ozonée vis-a-vis des familles de pathogénes que 1’on peut rencontrer en agriculture.

2.7.1.a) Etudes In vitro :
Les articles de revue relativement complets de (Khadre et al, 2001; Guzel-Seydim et al, 2004,

O’Donnell et al, 2012) dressent un état des lieux des expérimentations réalisées in vitro avec 1’ozone et
I’eau ozonée sur des microorganismes rencontrés en agroalimentaire. Parmi elles, 1’étude de référence
de (Restaino et al, 1995) a mis en évidence I’effet biocide de I’eau ozonée sur 11 espéces de

microorganismes réparties entre bactéries a gram négatif, bactéries a gram positif, levures et spores

fongiques. Cette étude a ouvert le pas a de nombreux essais concluants et démontre une certaine
universalité¢ de I’efficacité de 1’eau ozonée a inhiber le développement de microorganismes (Freitas-
Silva et al, 2013).

L’effet biocide de 1’eau ozonée a également été rapporté pour de nombreuses familles de virus dans des

expérimentations in vitro (Bolton et al, 1982; Akey & Walton, 1985). Les études les plus récentes se

sont naturellement portées vers la capacité de I’eau ozonée a inactiver le SARS-Cov-2 (Hu ef al, 2021;
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Inagaki et al, 2021; Martins et al, 2021). Ces derniéres mettent en évidence 1’effet virucide certain de
I’0zone quant au SARS-Cov-2.
L’¢tude de (Khadre & Yousef, 2001) a mis en évidence la réduction de spores viables pour différentes

espéces de Bacillus aprés mise en contact des spores bactériennes avec 1’eau ozonée a 11mg/L pendant

Imin a 22°C. Une comparaison a été effectuée avec le peroxyde d’hydrogene, montrant que 1’ozone a
une efficacité 100 fois supérieure a celle du H>O,, pour une concentration identique. L’eau ozonée a eu
un effet sporicide sur toutes les espeéces de Bacillus testées, certes avec des degrés de sensibilité
différents.

La majorité des expériences in vitro révéle un effet dose certain de 1’0zone, son efficacité s’améliorant
avec la quantité d’ozone apportée. Elles montrent également une quasi-instantanéité réactionnelle de
I’0zone, ’effet du temps d’exposition n’étant pas essentiel dés lors qu’assez d’ozone est apporté pour

I’inactivation des microorganismes (Khadre et al, 2001).

2.7.1.b) Etudes In planta :

A la vue des résultats in vitro relatés dans la littérature, il est logique de voir 1’apparition
d’expérimentations impliquant de 1’eau ozonée sur des pathogenes lorsqu’ils sont présents sur la plante.
Le terme « in planta » est donc ici utilisé pour faire référence a ce niveau d’étude ou la mise en contact
contrdlée d’eau ozonée avec le pathogeéne est réalisé directement sur la matrice végétale en question.
Ainsi (Fujiwara & Fujii, 2002) ont pulvérisé de 1’eau ozonée sur des feuilles de concombres, ce qui a

permis de contraindre le développement de 1’oidium du concombre. Aucune phytotoxicité n’a été

signalée pour ces expérimentations, bien que certaines ¢tudes mettent en évidence des symptomes de
toxicité chez la plante lors de I’exposition a de I’ozone gazeux (Khan et a/, 2021; Sandermann Jr, 1996;
J.Saitanis et al, 2015). Cependant, ils préviennent que I’ozone a contenu le développement de la maladie,
mais cette dernicre reste présente et sera toujours capable de se développer sans futurs traitements.

(Karaca & Velioglu, 2014) ont vu la charge microbienne de Escherichia coli et Listeria innocua réduire

de 2 log chez les épinards, la salade et les persils en effectuant des bains de 15 min dans de I’eau ozonée

a 12mg/L. Les auteurs ont également noté une efficacité aussi importante entre les bains a I’eau ozonée

et ceux réalisés avec du chlore. Aucun symptdme négatif n’a été observé sur ces végétaux.
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En viticulture, (Pierron et al, 2015) ont appliqué de 1’eau ozonée sur blessure de bois de vigne au moment
de I’inoculation de Phaeoacremonium aleophilum, un des agents pathogeénes responsables de I’esca,
maladie du bois particuliérement ravageuse. L application de 1’eau ozonée dans la blessure a permis de
réduire le développement fongique de la maladie de 50%, ouvrant un large champ d’applications de
I’ozone pour désinfecter les plaies de tailles chez les végétaux. En effet, une récente étude prone
I’utilisation de I’eau ozonée pour la lutte contre ces méme maladies de la vigne en pépiniére (Romeo-
Olivan et al, 2021).

(Veronico et al, 2017) ont réussi a réduire I’infection de plants de tomates par des nématodes situées
dans le systéme racinaire de la plante par irrigation du substrat, avec de 1’eau ozonée. L’eau ozonée
aurait d’ailleurs permis d’obtenir des racines plus développées en longueur. Ce résultat a é¢galement été
mis en évidence par (Romeo-Olivan et al, 2021), ou un effet stimulant pour la croissance de la plante a

également été démontré en plus de I’effet biocide de I’eau ozonée.

2.7.1.¢) Etudes In situ :

Certains chercheurs se sont lancés dans 1’expérimentation de 1’eau ozonée pour le traitement de maladies
directement sur sites, en conditions réelles de cultures des plantes, ou les traitements sont appliqués par
pulvérisation. Ce sont notamment les cultures arboricoles et vignes qui ont bénéficié de ces essais. (Raio
et al, 2016) ont évalué les populations de bactéries, champignons et levures sur feuilles et grappes apres

traitements a 1’eau ozonée sur une quarantaine de plants de vignes, en Italie entre avril et aolit. La

pulvérisation d’eau ozonée a permis la réduction de la population bactérienne avec la méme efficacité
qu’un traitement conventionnel chimique. Chez les espéces fongiques, I’eau ozonée a dépassé 1’effet de
traitement conventionnel en proposant une meilleure réduction de la population de champignons.
Cependant, aucune efficacité n’a été révélé chez les levures.

Ce résultat a été contrasté par (Modesti ef al, 2019) qui ont appliqué par pulvérisation des traitements
hebdomadaires d’eau ozonée d’avril a juillet sur 4 rangs de vignes et ont comparé les populations
microbiennes présentes sur les feuilles apres 1’application de tous les traitements. Ces traitements a I’eau
ozonée ont uniquement induit une réduction de la population fongique, mais étonnamment une
augmentation du nombre de bactéries et levures a été mesurée. Cette étude a également permis la mesure

des paramétres olfactifs des grappes (acidité, sucrosité, phénols) et d’identifier une modification des
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propriétés organoleptiques du raisin par un traitement a 1’eau ozonée. Ce résultat a d’ailleurs fait I’objet
de plusieurs études complétes, mettant en évidence un changement des propriétés gustatives du raisin et
du vin produit apres des traitements a 1’eau ozonée (Campayo ef al, 2019, 2020).

(Steffen & Rice, 2008a, 2008b) ont développé un pulvérisateur qui combine trois modes d’actions pour
traiter la rouille du soja. Il permet d’appliquer, de I’eau électrolysée pour traiter les insectes, de I’eau
ozonée pour les maladies fongiques et des radiations UV pour stimuler les défenses des plantes. De
nombreux programmes de traitements ont été testées sur plus de 40 hectares de cultures de soja répartis
en une dizaine de rangs. Les auteurs concluent que le traitement avec ce prototype a permis de contenir
la rouille du soja avec la méme efficacité que les produits chimiques conventionnels.

(Spotts, 1992; Chawla et al, 2007) ont comparé 1’effet d’un procédé d’immersion avec un procédé de

pulvérisation d’eau ozonée, respectivement sur des crevettes et des poires, afin d’observer I’efficacité
sur la réduction des charges microbiennes de ces aliments. Les deux études ont montré une meilleure
efficacité d’au moins 20% du procédé d’immersion, pointant du doigt des doses plus faibles appliquées
par pulvérisation.

En arboriculture, (Pages, 2015) a expériment¢ la pulvérisation d’eau ozonée pour traiter les maladies
fongiques du pommiers. Malgré des résultats in planta trés concluants quant a 1’efficacité de 1’eau
ozonée, I’application in situ par pulvérisation d’eau ozonée n’a montré aucun effet significatif, il
semblerait méme que cela ait augmenté la pression fongique du verger. (Grieshop et al, 2020) ont testé
I’efficacité d’un pulvérisateur d’eau ozonée congu par Agriozein, pour la protection des pommiers contre
les insectes et maladies. Quarante traitements ont été appliqués par pulvérisation entre avril et septembre,
sur 20 hectares de cultures. Des observations visuelles portant sur les dégats causés par les insectes et
les maladies des pommiers, ont été réalisées sur plus de 400 fruits et feuilles répartis sur plus d’une
vingtaine d’arbres par modalités. Les auteurs concluent que I’eau ozonée n’a pas d’effets notable quant
a la lutte contre les bioagresseurs des pommiers. Ils spécifient que les concentrations d’ozone mesurées
en sortie de buse €taient trés faibles comparées a la concentration produite dans la cuve du pulvérisateur.
Selon eux, ¢’est une raison qui pourrait expliquer le manque d’efficacité du traitement a 1’eau ozonée

appliquée dans cette étude.

48



Chapitre 1 : Etat de I'art - les maladies des cultures, 'ozone et la pulvérisation

L’effet biocide de ’eau ozonée semble certain lors des nombreuses études in vitro, mais les études in

planta et in situ montrent des résultats plus discutables. Le tableau 3 relate les études évoquées

précédemment, avec les cibles visées, 1’efficacité obtenue et le stade de 1’étude (in vitro, in planta ou in

situ). 11 permet de mettre en évidence une baisse considérable de I’efficacité biocide de 1’eau ozonée,

des que les conditions ne sont plus idéalement contrélées.

Résultats et

Références Microorganismes cibles M¢éthodologie .
commentaires
e Pseudomonas aeruginosa
o [ coli
. o S typhimurium, Ajout d’un inoculum _
(Restaino et al, | S aureus dans un réacteur d’1L | Au bout de Smin, toutes
1995) e B cereusj (10° cellules/mL), les cultures ont atteint
- . L;'steria n’wnoc PN ozonation pendant une réduction de 6 log,
. min, puis soutirage excepte les spores de
In vitro . fy gl ’ 5min, pui irag pté les sp d
Jokok . Yn e{fo.cocc;ts aec;; 5 du milieu réactionnel aspergillus niger.
ersinia enterocolitica - .
. A ’ et inoculation sur
* Candida albicans, boite pour évaluation
o Zygosaccharomyces bailii,
o Aspergillus niger
e B S”b”:ll:S OSU 494, Ajout d’un inoculum | Réduction de 2 a 6 log,
(Khadre & * B subtilis OSU '848, (0,2mL a 10° B.cereus et B.subtilis
Yousef, 2001) | o  B. subtilis var niger, spores/mL) dans étant le plus sensible et
- e B subtilis ATCC 19659, 20mL d’eau ozonée a | B.stearothermophilus le
In vitro e B cereus, 11mg/L pendant plus résistant. L’eau
Jokok e B. polymyxa, Imin. Soutirage du | ozonée est plus efficace
e B. megaterium, milieu pour que le traitement H>O,
[ B Sl‘earothermophilus éValuatIOIl sur bOlte testé

(Freitas-Silva et

Ajout d’un inoculum
(0,1mL a 10’

L’action de I’eau
ozonée est quasi

Walton, 1985)

Virus de l'encéphalite

un tube contenant 107
virus/mL, pendant 7 a

al,2013) spores/mL) dans immédiate, seule la
g o Asmeiis s 20mL d’eau ozonée | concentration initiale en
In vitro (30mg/L) avec une spores et en ozone
koo durée allant de 2 a jouent un role sur
90min. Evaluation sur I’efficacité du
boite. traitement.
(Akey & Bullage d’ozone dans

Des réductions de

par gPCR.

In vitro équine vénézuelienne 70min. La I’ordre de 6 log ont été
concentration d’ozone obtenues.
Yokok était de 0,025mg/L en
moyenne.
(Martins et al, Dilution de 1% d’une | Réduction de 2 a 3 log.
2021) solution de virus a Le génome des virus
; e  SARS-CoV-2 Brazil/SPBR- 1016’/ 100uL da}ns‘de nl’ayant pas été atifecté,
In vitro 02/2020 eau ozonee a es auteurs concluent
0,8mg/L pendant que seule la structure du
Yok v Imin. Quantification virus est touchée par

I’ozone.
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Ozonation continue

Les virus subissent une

(Bolton et al, Vesicular stomatitis virus (0,64ppm gaz) d’une reduction de 6 log en
1982) Influenza A virus suspension de virus movenne aprés 3 gours
- Infectious bovine dans une bouteille en d’gzona tiopn Se qus e
In vitro rhinotracheitis virus rotation, avec L. ; .
. , polio virus et le canine
e Polio virus type | dénombrement sur hepatitis virus semblent
Canine hepatitis virus plaques durant une P résistant
cinétique de 72h. )
4 pulvérisations de
(Fujiwara & 150mL d’eau ozonée . S .
i) Réduction significative

Fujii, 2002)

Sphaerotheca fuliginea

(a 4mg/L) répartis sur
10 jours. Chaque

des symptomes, mais la
maladie n’est pas

In planta m(?dallté Bl EpEiies © totalement traitée
fois. Une observation A hvtotoxi : 16
Fok visuelle est réalisée uene p ytotoxicite
pour évaluation des OGRS
symptomes.
Les légumes : :
(Karaca & (ot dsg, - Une réduction de 2 log

Velioglu, 2014)

laitues) sont

est observée pour
chaque

E.coli immergeés dans 1L . . Etl
In planta L.innocua d’eau ozonée B tles
Bl e propriétés chimiques
10894 ozonation continue gl.lstatlves’ sont
(1G] inchangées.
Inoculation de 20puL a 9 semaines apros
(Pierron et al, 107 spores/mL, et l’inoculationpdu
2015) ajout direct de 20uL . S .
, .y pathogene, 1’infection
- Phaeoacremonium G GrADTES était réduite de 50%
ookt . 13,5mg/L, dans une \ - e o
p aleophilum lésion de bois de comparé au témoin. Les
. . . genes de défense de la
.0, 04 vigne. Quantification

de I’infection par
qPCR.

plante ne semblent pas
avoir été modifiés.

(Veronico et al,

Irrigation quotidienne
a I’eau ozonée

La population de

2017) (10mgL) du substrat nématodes a été
- Meloidoevne incoenita des plants de tomates réduites par 4 dans le
In planta £y g 4 jours apres cas de l’irrigation a
ok inoculation des I’eau ozonée par rapport
nématodes dans le aux témoins.
systéme racinaire.
Traitements d’eau Comparé aux témoins,
, . la population
. DTS DS [ bactérienne et fongique
(Raio et al, pulvérisation en 4 R b ol
2016) mois a été réduite dans le cas
- Populations bactériennes, Récolte de feuilles et (chlieoggsnTenvtarl:spE:
In situ fongiques et de levures baies, puis broyage et ..
o noter que les principaux
culture sur milieu X .
) 0 0% ¢ pathogénes fongiques

nutritifs spécifiques
aux bactéries, levures
et champignons.

de la vigne (mildiou et
oidium) ne poussent pas
in vitro.
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Traitements d’eau
ozonée appliquées par

(Modesti et al, et ‘ N
2019) pulverll;zg[;;)n sur 3 Réduction de moiti¢ de
- e Populations bactériennes, Récolte de feuilles et 2 populatlon fgnglque
In situ 9 s 3 mais augmentation de la
fongiques et de levures baies, puis broyage et ? .
armilries e b population bactérienne
D 0 0% ¢ et de levure.

nutritifs spécifiques
aux bactéries, levures
et champignons.

Efficacité du traitement

(Steffen & Une dizaine de shinletig eolly dlos
Rice, 2008a, traitement a 1’eau BIOIS sh 1m1(}ues
2008b p conventionnels.
) ) e  Phakopsora pachyrhizi ozonee (6mg/L) Cependant les
: e Anticarsia gemmatalis EPETIER BT Il O, traitements appliqués
In situ i i
Oclzzesvril(igrz;zu:iie combinent I’utilisation
Yok yfe lfilles de I’eau ozonée et celle
’ d’eau électrolysée et de
rayonnement UV.
Pas d’effet de réduction
(Pages, 2015) fongique observé de
- Pulvérisation d’eau | 1’eau ozonée. L’ auteure
In situ o Venturia ineaqualis ozonée dans le verger, pointe du doigt les
A 24h apres la pluie. faibles quantités

d’ozone dissous qui
atteignent les feuilles.

(Grieshop et al, )
40 traitements de Les auteurs concluent

2020) ) Ao i
- *  Cydia pomonella pulvérisation d’eau Gpo! eal,l ozonce n a
, pas d’efficacité
B st o Conotrachelus nenuphar ozonée (0,85mg/L) . . . ..
n st .. . L. . insecticide ni fongicide,
o Venturia ineaqualis répartis entre avril et .

du moins avec les doses

) 0 0%¢ septembre.

d’ozone appliquées.

Tableau 3 : Résumé non-exhaustif des études réalisées sur I'eau ozonée pour l'inactivation des
microorganismes, avec les méthodologies et résultats principaux associés. Les étoiles
représentent le niveau d’efficacité de l'eau ozonée observé dans l'étude (1 étoile : effet inexistant
ou tres faible ; 2 étoiles : effet partiel ; 3 étoiles : inactivation compléte ou réduction quasi-totale
de la population de microorganismes)

Il a été vu précédemment que la molécule d’ozone disposait de propriétés antimicrobiennes valables
pour un large spectre de microorganismes. Ces propriétés proviennent du fort potentiel oxydant de la

molécule d’ozone et de ses sous-produits radicalaires. D’apres les études réalisées jusqu’a présent, un

consensus semble se créer pour dire que I'ozone moléculaire est le principal responsable de

I’inactivation des microorganismes. Les radicaux libres formés par 1’ozone sont trés probablement
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impliqués dans la destruction des microorganismes, mais cela n’a pas encore été clairement identifié par
les chercheurs et fait toujours débat dans la communauté (Pirani, 2011; Khadre et al, 2001).

Le mécanisme d’inactivation des microorganismes par la molécule d’ozone est un phénoméne complexe
qui dépend essentiellement des constituants cellulaires composant le microorganisme. Les chercheurs

s’accordent a dire que la destruction de la membrane cellulaire est le facteur principal causant

I’inactivation des microorganismes. En effet, ’ozone réagit en premier lieu avec les acides gras, les
phospholipides et peptidoglycanes présent au niveau des parois et membranes cellulaires, affectant la
perméabilité de la membrane et le transport des protéines au sein de la cellule. En fonction de la durée
d’exposition et de la quantité d’ozone apporté, ce mécanisme provoque la rupture de 1’enveloppe
cellulaire et la lyse de la cellule. La molécule d’ozone peut également réagir avec les groupements thiols
et amines trés présent chez les biomolécules (protéines, enzymes, peptides), perturbant la signalisation
et la machinerie cellulaire (Victorin, 1992; Brodowska et al, 2018).

L’efficacité de I’eau ozonée pour inactiver des microorganismes dépend donc du couple type de
microorganisme ciblé et conditions d’exposition a I’ozone. En effet, selon le type de couple, la quantité
et le stade de développement du microorganisme, un plus grand nombre de constituants a oxyder peut

étre présent, demandant plus de molécules d’o0zone pour permettre une inactivation du microorganisme.

La maitrise des propriétés physico-chimiques de I’0zone et microbiologiques des microorganismes
étudiés est donc essentielle pour établir une stratégie de lutte efficace. Cependant, la maitrise du mode
d’application de I’ozone semble d’une importance capitale comme 1’ont montré les études in situ, ou
I’efficacité de 1’ozone en tant qu’agent antimicrobien est trés variable. Pour cela il est nécessaire
d’appréhender le principe de fonctionnement d’une buse de pulvérisation et de comprendre les

paramétres et grandeurs qui contrdlent les phénomeénes ayant lieu au sein du spray produit.

52



Chapitre 1 : Etat de I'art - les maladies des cultures, 'ozone et la pulvérisation

3) LA PULVERISATION DE I’EAU OZONEE ET LES PHENOMENES DE
TRANSFERT DE MATIERE

3.1) Le procédé de pulvérisation

La désintégration d’un volume de liquide en particules de plus petits volumes et proposant une plus

grande surface totale est 1’objectif premier de tout procédé de pulvérisation. Il se retrouve dans de

nombreux domaines tels que la combustion, le génie chimique, 1’agriculture, le traitement de surface de
matériaux, la médecine, la cosmétique, etc. Il est également utilisé en agriculture pour traiter un
maximum de surface de végétaux tout en utilisant le moins de volume de solution active possible
(Lefebvre & Mcdonell, 2017; Ashgriz, 2011).

Le principe est de donner une forte énergie cinétique au liquide de facon a ce que la différence relative
de vitesse entre les phases liquide et gazeuse soit grande pour créer des phénomeénes de frottements entre
les deux phases. La cohésion du liquide étant uniquement assurée par les forces de tension de surface
des lors que le liquide n’est plus contenu dans un orifice, la rupture du liquide se produit lorsque les
forces de frottements excédent celles de tension de surface. L’addition d’énergie mécanique par

I’utilisation de dispositif rotatifs ou vibrants favorise également la désintégration du liquide.

C’est Lord Rayleigh qui proposa les premiers mécanismes d’atomisation d’un liquide, en s’intéressant
aux instabilités d’un jet liquide (Rayleigh, 1878). Lors du passage d’un liquide par une petite section,
un orifice, la vitesse de liquide est accélérée. A la sortie de cet orifice, le liquide prend la forme d’un jet
ou d’un film a forte vitesse (figure 10). L’atmosphére gazeuse immobile aux alentours de I’orifice freine
le liquide grace aux phénomeénes de frottements entre les deux phases. Ces frottements produisent des
mouvements ondulatoires dans le liquide que I’on appelle instabilités. L’amplitude de ces instabilités au
sein du liquide augmente en s’¢éloignant de I’ orifice, déformant considérablement le jet ou le film liquide.
Lorsque ces amplitudes deviennent suffisamment grandes, ¢’est-a-dire lorsque les forces s’exercant sur
le liquide dépassent celles des tensions de surfaces, le volume continu de jet ou film se désintégre en
forme de rubans. Sous I’effet des forces de tensions de surfaces, ces rubans se replient sur eux méme
pour former des cylindres appelées ligaments. Ces derniers sont également sujet aux instabilités dues

aux frottements avec la phase gazeuse, et se rompent en particules relativement sphériques, des gouttes.
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C’est ce que I’on appelle I’atomisation primaire, et la figure 10 propose un schéma explicatif de ce
mécanisme. Les gouttes produites par I’atomisation primaire, peuvent entrer en collision et coalescer ou
bien subir une division en gouttelettes plus fines, on parle alors d’atomisation secondaire. C’est la fagon
dont ces mécanismes vont se produire, selon le dispositif de pulvérisation utilisé, qui va définir les

parametres globaux du spray produit (Dumouchel, 2008).

"t
A

Figure 10 : Schéma de l'atomisation d'un film liquide en gouttes . Adapté de (Ashgriz, 2011) et
(Dombrowski & Johns, 1963).

Généralement, les procédés de pulvérisation vont étre caractérisés par la taille des gouttes produites,

leur homogénéité et leur répartition spatiale dans le spray. On parle aussi de granulométrie et de

pénétration du spray. L’angle formé par le liquide en sortie de buse, ’angle d’ouverture, est également

une caractéristique principale du spray. Selon les applications envisagées, les paramétres recherchés
pour le spray seront différents. En traitement de surface par exemple, I’intérét est de produire des gouttes
uniformes et homogénement distribuées dans le spray, dans I’idée d’avoir une couverture réguliére du
matériau a traiter. La taille des gouttes ne joue pas un role prépondérant. Mais en agriculture,

I’homogénéité sera moins recherchée, privilégiant une bonne distribution du spray pour toucher un
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maximum de surface végétale a traiter, et des tailles de gouttes ni trop petites pour éviter la dérive des
produits pulvérisés par le vent, ni trop grosses pour que les gouttes pulvérisées restent sur les végétaux
sans ruisseler (Decourselle, 2013).

Afin d’atteindre les caractéristiques de spray souhaitées, les propriétés physico-chimiques des fluides
entrent en jeu. La viscosité des fluides jouera un rdle essentiel, notamment pour le liquide, car elle
modére les instabilités au sein du liquide, retardant 1’atomisation et produisant des gouttes plus grosses.
La densité des fluides, quant a elle, agit sur les forces de frottements. Le liquide pulvérisé subira plus de
frottements dans une atmosphére dense que vide (Lefebvre, 1989).

Certains domaines, comme en combustion ou en génie chimique, ou l'on s’intéresse aux transferts de
matiére et chaleur dans les sprays, nécessitent la mesure de parameétres plus difficiles d’acces. La vitesse

des gouttes produites, leur excentricité, leur concentration en colloides ou soluté, et le taux d’évaporation

des gouttes permettent la compréhension de phénomeénes complexes pour maitriser certains procédés
ayant recours a I’atomisation (Wongwailikhit, 2019; Yeh & Rochelle, 2003).

Bien que le choix des fluides reste d’une importance majeure sur les caractéristiques résultantes du
spray, ce sont généralement les types de buses réalisant I’atomisation et les conditions opératoires

associées qui vont déterminer les caractéristiques majeures du spray.
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De trés nombreux types d’atomiseurs, également appelés buses de pulvérisation, existent et permettent
d’atteindre des objectifs de pulvérisation variés. On les distingue en fonction du mode d’atomisation

utilisés : les injecteurs pressions, les atomiseurs a deux fluides, les atomiseurs rotatifs, et les atomiseurs

spécifiques (Le Moyne, 2010). IIs permettent d’obtenir des parameétres de spray différents et ont

généralement des domaines d’applications bien spécifiques. Le tableau 4 récapitule les atomiseurs les

plus rencontrés et leurs caractéristiques associées.

Pulvérisateur a
deux fluides

Atomisation du liquide sous
pression assisté par un flux
gazeux

précoce et
production de
gouttes tres fines

. . e s Domaine
Appellation Fonctionnement Spécificité , ..
d’applications
Simplicité, et Agriculture,
L - L différentes formes injection moteur,
Pulvérisateur Liquide sous pression a travers n . .
. . de spray (cone combustion, turbines
pression un orifice rond, ovale ou plat N X
plein, cone creux a gaz, four
jet plat) industriels
Atomisation Injection moteur,

combustion, turbines
a gaz, four
industriels, peinture

Pulvérisateur
rotatif

L’accélération du liquide est
produite par la force centrifuge
d’un disque en rotation

Uniformité des
gouttes produites et
travail sans mise en
pression du liquide

Agriculture,
atomisation”,
traitement de surface

Pulvérisateur
¢lectrostatique

Différence de potentiel
¢électrique appliquée lors de la
formation des gouttes pour
s’ajouter aux interactions
aérodynamiques et favoriser la
rupture du liquide

Production de
gouttes tres fines et
homogenes

Combustion,
peinture, impression,
atomisation,
traitement de surface

Pulvérisateur a
vibrations

Vibrations mécaniques
synchronisées avec les
instabilités grandissantes dans
le jet ou film en atomisation

Homogénéité des
gouttes produites

Médecine,
humidification

Tableau 4 : Les diftérents types d'injecteurs que l'on peut rencontrer pour réaliser un procédé de
pulvérisation. La liste est non-exhaustive. *Le terme atomisation désigne ici le procédé de
fabrication de particules solides.
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3.2) Une diminution de D’efficacité de I’eau ozonée lors de son application par

pulvérisation

L’application d’eau ozonée par pulvérisation a été étudiée a plusieurs reprises dans les domaines de
I’agroalimentaire et I’agriculture. Précédemment, il a été observé que les essais in situ, ou 1’eau ozonée
était pulvérisée sur des végétaux, ne montraient pas d’efficacité frappante. Aux vues des résultats
obtenus lors de la comparaison entre des bains ou de la pulvérisation d’eau ozonée, le procédé de
pulvérisation semble pointé du doigt pour expliquer la baisse d’efficacité du traitement O; pour
I’inactivation des microorganismes.

Ainsi des auteurs se sont intéressés a 1’évolution de la concentration en ozone dissous au sein du liquide
lors de son parcours dans le spray. En collectant I’eau ozonée a différentes distances aprées la buse, et en
mesurant la concentration d’ozone dans le liquide collecté, (Fujiwara & Fujii, 2004) ont mis en évidence
une perte d’ozone dissous lors du procédé de pulvérisation comme illustré par la figure 11A. En effet,
le liquide collecté voit sa concentration en ozone dissous diminuer en s’¢loignant de la buse. Les pertes
étaient d’autant plus fortes que les gouttes produites par les buses étaient petites. En voulant évaluer la
phytotoxicité de 1’eau ozonée sur différentes variétés de plantes, (Graham ef al, 2009) ont mesuré une
différence de concentration en ozone dans 1’eau récoltée a la sortie directe de la buse et celle récoltée a
50cm en aval de la buse, de I’ordre de 73%, comparé a la concentration initialement préparée. Dans ses
travaux de these, (Pages, 2015) a noté une inefficacité totale de I’eau ozonée in situ alors que I’efficacité
in vitro ne faisait aucun doute. Son étude a posteriori, de la pulvérisation d’eau ozonée, a mis en évidence
des pertes d’ozone allant de 36% a 70% en collectant I’eau ozonée pulvérisée Scm apres la buse comme
le montre la figure 11B, ces pertes augmentant avec la pression appliquée a la buse. Plus récemment,
lors de leurs essais in situ, (Grieshop et al, 2020) ont également remarqué que la concentration en ozone

mesurée en sortie de buse était de 56% inférieure a celle produite dans la cuve du pulvérisateur.
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Figure 11 : Profils de concentration en ozone dissous réalisés par (Fujiwara & Fujii, 2004) a partir
d’une concentration initiale en ozone de 1.2mg/L pour différentes buses produisant des gouttes
de diamétres différents (A) et par (Pages, 2015) avec deux types de buses (B).

Ces dernicres ¢études permettent de dire que I’inefficacité de 1’eau ozonée appliquée in situ par
pulvérisation provient de la perte de molécules d’ozone dissoutes au sein du liquide, perte qui semble
provoquée par le procédé de pulvérisation lui-méme. En effet, si ’eau ozonée voit sa concentration en
ozone diminuer avec la distance parcourue dans le spray, alors les doses appliquées d’eau ozonée par
pulvérisation sont insuffisantes pour provoquer I’inactivation de microorganismes. Selon (Pages, 2015;
Fujiwara & Fujii, 2004), ces pertes seraient provoquées par diffusion des molécules d’ozone depuis la
phase liquide vers la phase gazeuse, dues notamment a des phénoménes de pression a la buse. (Fujiwara
& Fujii, 2004) proposent également une auto-décomposition de 1’ozone en dioxygene pour expliquer le
haut niveau de pertes atteint.

Les deux profils obtenus par (Pages, 2015; Fujiwara & Fujii, 2004) décrivent de trés fortes pertes dans
les premiers centimétres apres la buse, et des pertes plus faibles dans le reste du spray. Dans ces premiers
centimétres se trouve un film liquide trés fin et trés rapide qui s’atomise en gouttes. Il semblerait que

cette zone de formation des gouttes soit propice a la perte des molécules d’ozone dissoutes, mais seules

quelques études ont relaté ce méme phénoméne (Simpson & Lynn, 1977; Lin et al, 1977; Yeh &
Rochelle, 2003). Cependant, les méthodes de mesures par collecte d’échantillons utilisées dans ces
études ne sont pas les plus précises pour décrire localement les pertes mesurées. 11 s’agira donc de

développer une méthode permettant de caractériser cette région de formation de gouttes.
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3.3) Des phénoménes de transfert de matiére a I’origine des pertes d’ozone par

pulvérisation
L’hypothése la plus probable qui pourrait expliquer la disparition des molécules d’o0zone dissoutes dans
la phase liquide, est leur diffusion vers la phase gazeuse, on parle de désorption d’ozone — 1’opposée
d’une absorption par la phase liquide. Cette diffusion serait provoquée pour respecter 1’équilibre de
Henry tel que défini auparavant a I’équation 5. Il s’agit en fait d’homogénéiser les concentrations d’une
espece dans les deux phases pour que les potentiels chimiques (fugacités) de cette espéce soient égaux
de part et d’autre de ’interface gaz-liquide. Autrement dit, c’est la tendance spontanée d’un systéme
chimique a vouloir rendre ce potentiel uniforme qui provoque un transport de molécules a travers

I’interface. On parle aussi de transfert de matiére.

Dans le cas de la pulvérisation d’eau ozonée dans I’air, il existe bien une différence de concentration a

homogénéiser entre la phase aqueuse riche en ozone et la phase gazeuse dépourvue d’ozone (la
concentration en ozone dans 1’air étant résiduelle). 11 se produit donc spontanément une mise a
I’équilibre dés lors que I’eau pulvérisée entre en contact avec I’air en sortie de buse, et qui se poursuit

tant que 1’équilibre de Henry n’est pas atteint. La concentration théorique a atteindre dans la phase

liquide Cg’:est proportionnelle a la concentration réelle en ozone dans le gaz ng, comme illustré avec
I’équation 4. Avec une concentration quasi nulle dans la phase gazeuse, C, 83 = 0 mg/L, la concentration
attendue dans la phase liquide est également nulle Cé’: = an3 = 0 mg/L. On remarque ainsi que les

profils de concentration en ozone dissous dans le spray de la figure 11 évoluent vers cette concentration

d’équilibre.
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En utilisant le modele du double film développé par Lewis et Whitman (Lewis & Whitman, 1924), le
flux transféré par unité de temps a travers I’interface des deux phases pour établir 1’équilibre de Henry
est formalisé de la maniére suivante a I’équation 7 en faisant intervenir directement les concentrations
volumiques :
Yo, =K, a (Cg': - C53)VL =Kga (ng - COG:)VL

Equation 7
Avec @g,le flux d’ozone transféré a travers I'interface gaz-liquide (g/s), K, et K respectivement les
coefficients globaux de transfert coté liquide ou gaz (m/s), a ’aire interfaciale du systéme gaz-liquide
(m?m?), et V; le volume de liquide considéré (m?).
Associé a des bilans matiéres, ce flux transféré permet de modéliser 1’évolution en molécules dissoutes
au sein d’une phase lors de phénomenes de transfert, ou bien de caractériser expérimentalement un
contacteur de transfert gaz/liquide. 1l fait intervenir 3 paramétres majeurs du transfert, le coefficient
global de transfert (K; ou K;), I’aire interfaciale (a) et le potentiel d’échange (Cé’: — C53) ou (ng —
e

3.3.2.a) Le potentiel d’échange

Le potentiel d’échange indique la différence entre la concentration théorique attendue Cé': et la
concentration réelle C53 au sein du liquide. C’est la force motrice du transfert de matiére comme on
vient de ’expliquer précédemment. Plus cet écart sera grand, plus le transfert sera fort. A contrario,
lorsque le systéme s’approche de 1’équilibre, le transfert sera moins fort. Le signe de ce potentiel
d’échange indique également le sens du transfert, un potentiel négatif traduit une perte de soluté depuis
la phase d’intérét, tandis qu’un enrichissement en soluté a lieu si ce gradient de concentration est positif.

3.3.2.b) L’aire interfaciale

L’aire interfaciale représente la surface d’interface gaz-liquide disponible pour la diffusion des
molécules d’une phase vers I’autre. Plus le systéme propose de surface de contact entre le liquide et le
gaz, plus le transfert est favorisé. Afin de pouvoir comparer ces aires interfaciales, elles sont souvent

exprimées en surface disponible par volume de liquide, notée a (m? de surface /m* de liquide) ou par

60



Chapitre 1 : Etat de I'art - les maladies des cultures, 'ozone et la pulvérisation

volume de réacteur notée a® (m? de surface / m* de réacteur). La pulvérisation est un procédé qui a pour
but de produire une grande surface de liquide en utilisant le moins de volume possible. C’est donc un

procédé qui dispose d’une forte aire interfaciale.

3.3.2.¢) Coefficients de transfert de matiéres

La théorie du double-film stipule que deux films de faible épaisseur existent de part et d’autre de
I’interface ou seule la diffusion régne pour le déplacement des molécules a transférer. A chaque film
peut étre associé une conductivité des molécules, k; ou k., respectivement pour le film coté liquide et
gaz. Cette conductivité caractérise la vitesse a laquelle les molécules traversent le film en question. Un
coefficient global de transfert K; (ou K;) permet de représenter la vitesse totale du transfert a travers

I’interface en combinant la conductivité des deux films :

1 1 1

K, k ' H
Lo Sk

Equation 8
Dans le cas de composés peu solubles dans 1’eau (c’est le cas de 1’ozone), la constante de Henry H est

trés grande, ce qui méne a :

Equation 9
Autrement dit, la résistance au transfert est alors localisée dans le film liquide, c’est cette vitesse
limitante de diffusion des molécules a travers ce film qui contréle le transfert gaz-liquide. Il est
généralement admis que ce coefficient k; est proportionnel a la diffusion et inversement proportionnel
a I’épaisseur du film :

D4/
ky ~ —t—
6liquide

Equation 10
En ce sens, les grandeurs agissant positivement sur le coefficient de diffusion (température, viscosité,
force ionique) améliorent la conductivité k; des molécules a travers le film. Les mouvements de

convections et de recirculation au sein de la phase liquide permettent de réduire I’épaisseur 6;;4yiqe de
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la couche limite, et participent donc également a une augmentation du coefficient k;. Un schéma

explicatif du profil de concentration a I’interface d’un liquide en contact avec I’ air est présenté a la figure

12.
Concentration
Interface
Phase gaz Film coté gaz Film coté liquide Phase liquide

Ce

Ci

ct
Cy
Sens du transfert ke ky
L M > >
Sgaz 6liquide Distance

Figure 12 : Schématisation du modeéle du double film a l'interface gaz-liquide et des diftérents
paramétres mis en jeu.

La détermination du coefficient de transfert peut se faire a partir de modeles théoriques s’appuyant sur
les mécanismes de diffusion a I’interface, dont les solutions analytiques existent généralement que pour
des écoulements bien définis et non turbulents. Parmi ces modéles on retrouve celui du double-film, le
modele d’Higbie (Higbie, 1934), de Danckwerts (Danckwerts, 1951), de la goutte rigide ou bien encore
du film tombant en écoulement laminaire (Roustan, 2003). Ces modéles différent dans les hypothéses
de calculs et sont plus ou moins adaptés selon les conditions d’écoulement des fluides d’intérét. L autre
maniére de déterminer ce coefficient de transfert est d’utiliser des corrélations, généralement présentées
sous forme de nombres adimensionnels et issues de résultats expérimentaux.

Pour ces corrélations, il est fréquent de relier la vitesse du transfert (k; ) a I’hydrodynamique des phases
en contact. Ainsi on trouve de nombreuses relations manipulant des nombres adimensionnels tels que le

nombre de Reynold qui indique la nature d’un écoulement (laminaire, turbulent, transitoire) et compare
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les effets d’inertic aux effets visqueux, le nombre de Sherwood comparant les mouvements de
convection a ceux par diffusion, ou encore le nombre de Schmidt qui compare les effets diffusifs aux
effets visqueux (équations 11).

L;U k; L v
e=C—p;Sh= L C;SC=—
u DA/B DA/B

Equation 11a 11betllic
Avec L. la longueur caractéristique choisie (m), U la vitesse du fluide (m/s), p la masse volumique du
fluide (kg/m?), et u la viscosité du fluide (Pa.s).
On trouve ainsi dans la littérature des corrélations permettant de prédire le coefficient de transfert au
sein d’un spray. Elles s’appuient sur le transfert au sein d’une goutte lors de son passage dans une phase
gazeuse. Selon le nombre de Reynolds calculé de la goutte, le coefficient de transfert coté liquide k;

peut étre déterminé de plusieurs fagons (Roustan, 2003) regroupées dans le tableau 5.

2m?D d 6
L= —AB——gln(—z) Si X > 0,05
3d, 6t \m
Goutte rigide sans circulation
Re, < 1 2m?D
g AB .
k, = Six>1
_ Dyptc L 3d, !
-T2
dg
D
k=2 |22 SiX<4x1073
w tC
Goutte a circulation laminaire - 272D Pour des ¢ d fact ¢
. . r m nta
circulation de Hadamard k; =2,25 A5 . our des temps de contact te
3d, importants
Reg=1
Goutte a circulation turbulente 375 x 1073 U,
+ comportement oscillant ki, = Ty Ebe Pour des valeurs élevées de t¢
Rey > 100 PLUg

Tableau 5 : Corrélations pour la détermination du coefficient de transfert coté liquide dans le cas
d’échanges entre une goutte liquide et une phase gazeuse (Roustan, 2003).
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Une corrélation générale permettant d’intégrer les différents modes de circulation dans la goutte a été
proposée par (Saboni, 1991) :
Sh = 0,8 Re?>ScS

Equation 12
Ces corrélations ont généralement été¢ confrontées avec succes a de nombreuses ¢tudes relatives a des
nuages de gouttes en phase gazeuse. Cependant il n’existe aujourd’hui aucune corrélation permettant de
prédire le coefficient de transfert présent dans la zone de formation des gouttes ou le film liquide
s’atomise. Pourtant ce dernier semble étre responsable d’un fort transfert de matiére comme 1’ont montré

les profils de désorption obtenus a la figure 11.

Ce formalisme de transfert de matiére permet de représenter le flux de soluté (dans notre cas 1’0zone)
transféré a travers 1’interface gaz-liquide. Il peut étre déterminé a partir de modeles ou corrélations, ou
bien mesuré expérimentalement en suivant les concentrations en soluté d’intérét au sein des phases et
en mesurant D’aire interfaciale du systéme gaz-liquide. A partir de mesures expérimentales, les
parametres de transfert, k; notamment, peuvent généralement étre déterminés. Cela permet de
caractériser des contacteurs gaz-liquide et de réaliser leur dimensionnement en fonction des objectifs de
concentration a atteindre dans chaque phase. Il est donc nécessaire de disposer de techniques de mesures

d’aire interfaciale et de concentration au sein du spray pour caractériser le transfert qui s’y produit.

3.4) Caractériser le transfert de matiere dans un spray

La caractérisation expérimentale du transfert de matiére requiert 1’étude de 1’évolution de la
concentration en soluté dans les différentes phases, ainsi que la mesure des aires interfaciales du systéme
gaz-liquide. Il s’agit donc ici de dresser un rapide récapitulatif des méthodes existantes pour déterminer

ces grandeurs dans le spray.
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3.4.1.a) Par analyse d’images

La méthode actuelle la plus répandue pour caractériser un spray est 1’analyse d’image. Avec les progrés

de I’¢lectronique, des caméras a acquisition rapide permettent aujourd’hui de prendre des images nettes
d’un spray dynamique de gouttelettes, comme illustré par I’image prise lors des présentes expériences a
la figure 13. Avec une source lumineuse conséquente et des temps d’exposition relativement faibles (<
1us), ’acquisition de ces images permet a postériori de mesurer la taille des gouttes, la distribution de
leurs tailles, leur forme et également leur répartition spatiale, généralement a 1’aide de logiciels ou
algorithmes de traitements d’images (Fansler & Parrish, 2015).

En faisant varier la position et la taille de la fenétre d’acquisition, une analyse spatiale d’un grand
échantillon de particules dans le spray est possible. Cela permet également 1’observation de la zone
d’atomisation du liquide & proximité de la buse, permettant la détermination de I’angle du spray mais
également la détermination de la géométrie du jet ou film liquide s’atomisant en gouttes.

Les caméras a haute cadence d’acquisition, synchronisées avec des lasers aux pulses lumineux intenses

et trés courts (nanosecondes), permettent également la mesure des champs de vitesses des particules

dans le spray.

& P o e e e e e, -~ i L
Figure 13 : Exemple d'image acquise par une caméra CMOS, avec rétroéclairage du spray par un

écran LED lors de la présente étude.
Les méthodes photographiques ont 1’avantage de ne pas perturber I’hydrodynamique du spray, pour
représenter fidélement le spray a un instant donné. Elles s’adaptent facilement aux différentes régions

d’atomisation du spray (primaire ou secondaire, jet, films ou gouttes), et le compromis entre résolution,
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champ de vision et temps d’exposition permet 1’obtention plus ou moins précise des parametres cités
précédemment. Les limites de I’analyse d’images résident dans les propriétés de la caméra utilisée. Les
petites gouttes (généralement <Spum) ne sont pas détectées pour les résolutions d’images trop faibles,
les gouttes en dehors du plan focal de la caméra ne peuvent étre mesurées. Enfin, le temps d’exposition
minimal de la caméra ne permet pas la mesure des particules trop rapides (> 100m/s) (Le Moyne, 2010).
Bien que la technique fournisse de nombreuses informations sur le spray global, elle ne permet pas de
produire des mesures a I’intérieur de la goutte, notamment a cause des propriétés optiques de cette
derniére due a sa sphéricité. Toutefois, I’analyse d’image est sans doute ’outil numéro 1 pour les
expérimentateurs cherchant a caractériser un spray, il permet d’obtenir la majorité des paramétres
nécessaires a la détermination de 1’aire interfaciale (diameétres et vitesses de gouttes, angle du spray,

géométrie du film liquide, etc.).

3.4.1.b) Autres méthodes

Les méthodes permettant d’accéder a la taille ou la vitesse des gouttes ne manquent pas dans la
littérature. Des méthodes mécaniques telles que la collecte de gouttes avec un solvant immiscible ou
bien encore la cristallisation de particules dans une atmosphére trés froide permettent d’obtenir des
particules aprés pulvérisation, et de mesurer a postériori leur taille. Elles sont limitées par les
phénomeénes de coalescence (Lefebvre & Mcdonell, 2017).

Des sondes peuvent également étre insérées dans le spray pour avoir une mesure locale des tailles de
gouttes et de leurs vitesses. Des anémométres a fils chauds permettent la mesure des diamétres de gouttes
grace a la baisse de résistance produite par la goutte lors de son passage sur le fil chaud. Récemment,
I’utilisation de fibres optiques a permis d’obtenir des tailles et vitesses de gouttes dans le spray
(Wongwailikhit et a/, 2019).

Des méthodes lasers plus délicates a mettre en place permettent 1’obtention des diamétres de gouttes et
de leur forme, et peuvent permettre avec 1’ajout de certains réactifs d’obtenir des informations a

I’intérieur de la goutte (Yeh & Rochelle, 2003).

Pour décrire les pertes d’ozone observées lors de la pulvérisation, il faut étre capable d’accéder a la

concentration a I’intérieur du liquide le long du spray. Bien que les méthodes précédemment citées aient
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permis de caractériser la répartition et 1’évolution de I’interface liquide dans I’atmosphére gazeuse a
partir d’informations comme 1’angle du spray, la taille des gouttes, leur répartition dans le spray et leur
vitesse, ces méthodes permettent rarement d’obtenir des informations sur I’intérieur du liquide,

notamment la concentration en soluté.

3.4.2.a) Les méthodes de collecte

Les expériences qui ont permis d’obtenir les concentrations en ozone dans le liquide en fonction de la
distance depuis la buse reposent sur un méme principe : la collecte et la mesure de concentration de la
solution. (Fujiwara & Fujii, 2004; Pages, 2015; Graham et al, 2009) ont placé des collecteurs (béchers)
a différentes distances de la buse pour récupérer les gouttes pulvérisées. Un volume connu de la solution
collectée est ensuite titré par la méthode colorimétrique de I’indigo pour déterminer la concentration en
ozone dissous dans 1’échantillon collecté (Bader & Hoigné, 1981). La concentration déterminée apres
titrage est considérée comme la concentration dans les gouttes au moment et au lieu de collection.

Cependant, I’étape de collecte du liquide perturbe 1’écoulement du spray, du fait de I’impact des gouttes
sur les parois et avec le liquide déja collecté dans le bécher. Cet échantillonnage ne représente donc pas
I’état de la goutte tel qu’il est lors de la pulvérisation. Aussi, la hauteur d’eau s’accumulant dans le
collecteur apporte une imprécision de quelques centimeétres sur la hauteur des gouttes collectées, limitant
la résolution spatiale de la méthode. De plus, le titrage chimique de la solution par I’indigo implique un
délai entre la collecte de I’eau ozonée et sa mise en contact avec la solution d’indigo. Durant ce délai,
les pertes d’ozone dissous peuvent se poursuivre, provoquant une surestimation des pertes en ozone
durant le trajet de la goutte. Ainsi, le fort transfert mesuré en sortie de buse est difficilement associable
au film liquide en atomisation a cause de ces imprécisions de mesure liées au processus de collecte.
Malgré tout, les profils obtenus par tous ces expérimentateurs sont cohérents et mettent en évidence des

pertes certaines d’ozone le long du spray.

3.4.2.b) Méthodes lasers et caméra

Les méthodes qui donnent accés a la concentration en soluté d’un liquide sans étape de collecte sont peu
nombreuses et demandent une mise en ceuvre souvent complexe. La réfractométrie arc-en-ciel globale
permet de déterminer les teneurs d’un mélange binaire ou bien encore la concentration en particules

solides, dans un nuage de gouttes, grace aux phénomeénes de réfraction de la lumiére qui varient selon
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la composition de la goutte. Cependant, aucune étude utilisant la réfractométrie n’a permis de mesurer
un soluté dissous dans la phase aqueuse (Lemoine & Castanet, 2013).

La spectrométrie Raman, qui repose sur la diffusion de la lumicre en fonction des especes moléculaires
présentes dans le liquide est une méthode prometteuse pour la mesure de la concentration en espéces
chimiques dissoutes. Cependant, jusqu’a présent, aucune quantification de soluté n’a été réalisée en
conditions réelles de spray, seules des évaluations quantitatives dans des conditions trés controlées ont
été réalisées (goutte unique en lévitation acoustique), loin des conditions « chaotiques » d’un spray
(Schweiger, 1990).

11 est possible de quantifier des espéces fluorescentes par fluorescence induite par laser. Cette méthode
a permis de nombreuses mesures non-intrusives de concentrations dans des liquides, de maniére directe
ou indirecte (Lebrun et al, 2021). Les applications dans des configurations de spray se sont toutefois
limitées a la détermination de fraction eau/alcool, et majoritairement a la mesure de température dans
les gouttes (Lemoine & Castanet, 2013).

Récemment, (Dietrich er al, 2013) ont développé une méthode basée sur ’utilisation d’un colorant
réactif avec le dioxygéne, la resazurine, pour visualiser des champs de concentrations en dioxygeéne
dissous en solution. Les flux de transfert peuvent ensuite étre déterminés a partir de ces champs de
concentrations. Cette méthode a été appliquée a de nombreuses géométries de contacteurs avec succes,
et pourrait étre adaptée a la mesure de soluté durant la pulvérisation (Dietrich & Hébrard, 2018; Yang
et al, 2017; Dietrich et al, 2019). Cette technique dispose de I’avantage d’étre réalisée avec des caméras
et sans ['utilisation de lasers et leur mise en place complexe. Elle est donc trés prometteuse pour la
caractérisation du transfert de matiére se déroulant au sein d’un liquide, notamment pour 1’étude du film
liquide en sortie de buse.

Finalement, il semblerait donc que les méthodes non-intrusives soient limitées pour la quantification de
soluté dans un spray de gouttes, du fait de la dynamique et des propriétés optiques des gouttes. Elles
pourraient plutét étre appliquées dans les régions du spray ou les gouttes ne sont pas encore formées
telles que le film liquide quittant la buse. Les techniques de collecte et titrage semblent quant a elles les
plus pragmatiques pour décrire 1’évolution de concentration du soluté dans le liquide pulvérisé¢, méme

si elles souffrent d’imprécisions et d’incertitudes de mesure, comme indiqué précédemment.
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L’état de I’art précédent a résumé les caractéristiques principales des pathogénes d’intéréts dans cette
étude (P.viticola, H.parasiticae, O.neolycopersici) ainsi que les propriétés de 1’ozone et I’eau ozonée,
notamment d’un point de vue antimicrobien et de ses propriétés physico-chimiques.

Les ¢éléments recueillis ont montré une efficacité certaine de 1’eau ozonée pour inactiver une large
gamme de bactéries, champignons, levures, virus et spores, essentiellement en conditions contrdlées in
vitro. P.viticola, H. parasiticae et O.neolycopersici, en tant qu’oomycétes et ascomycetes, possédent des
propriétés tres proches des champignons, on parle méme de « pseudo-champignons ». Il est donc fort
probable que I’ecau ozonée puisse empécher le développement de ces microorganismes. Mais pour
I’heure, aucune étude n’a confronté 1I’eau ozonée a ces pathogenes.

Il a également été mis en évidence dans cet état de 1’art, que I’eau ozonée subissait des pertes d’ozone
dissous lors de son application par pulvérisation, réduisant considérablement son potentiel antimicrobien
dans les études in situ. Ces pertes semblent provoquées par transfert de matiére pour équilibrer les
concentrations entre la phase aqueuse pulvérisée riche en ozone et la phase gazeuse dépourvue d’ozone.
En effet, le procédé de pulvérisation d’eau ozonée réalisé dans I’air ambiant semble proposer un fort
potentiel d’échange et une grande aire interfaciale promouvant fortement la désorption de 1’0zone
dissous. La zone de formation des gouttes, le film liquide, semble exacerber ce transfert dans les
premiers centimeétres en sortie de buse, mais trés peu d’études se sont intéressées a cette région.
Comme mentionnée dans I’introduction, les présents travaux sont intégrés au projet SOLSTICE, qui
vise a développer des approches novatrices de protection des cultures. Ces travaux de thése ont pour
objectif de répondre a deux problématiques principales : (i) la possibilité d’appliquer par pulvérisation
I’eau ozonée et (ii) I’action de I’eau ozonée sur différents pathosystémes.

Premicrement, il s’agit de mieux comprendre 1’application d’eau ozonée par pulvérisation, pour
identifier les phénoménes responsables des pertes d’ozone dissous qui se produisent au sein du spray.
Une étude globale du spray est donc réalisée et complétée par une étude locale inédite permettant
d’étudier la région de formation des gouttes, le film liquide. Ces études du spray permettront de

modéliser les phénomenes étudiés pour déterminer les paramétres clés régissant les pertes des molécules



Objectifs de la thése

d’ozone de la phase aqueuse vers la phase gazeuse. A partir des connaissances acquises par la
modélisation, une proposition technique de modification de buses de pulvérisation conventionnelles sera
présentée et expérimentée pour réduire les pertes observées au cours de la pulvérisation.

Dans un second temps, 1’objectif des travaux est de prouver 1’effet antifongique de 1’eau ozonée sur
Puiticola, H.parasiticae et O.neolycopersici en conditions contrélées. Une preuve de concept est
réalisée « in vitro » avec P.viticola pour mettre en évidence ’effet des concentrations en ozone et en
sporanges sur I’inactivation de cet oomycéte responsable du mildiou de la vigne. Cette preuve de concept
est ensuite étendue « in planta » pour les 3 microorganismes d’intéréts, avec des applications d’eau
effectuées de manicre controlées ou par pulvérisation. Ainsi le présent manuscrit est divisé en 2 parties :
la premiéere relative a 1’étude physico-chimique de la pulvérisation d’eau ozonée et la seconde relative a
1’étude microbiologique et phytopathologique de 1’eau ozonée pour le traitement du mildiou de la vigne,
du chou et de I’oidium de la tomate. Ces deux parties de la thése permettront in fine de statuer sur le

mode de pulvérisation de I’eau ozonée a privilégier pour le traitement des pathosystémes étudiés.
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CHAPITRE II : PULVERISATION D’EAU OZONEE ET PHENOMENES
DE TRANSFERT DE MATIERE

Ce second chapitre se consacre a 1I’étude de la pulvérisation d’eau ozonée et aux phénomenes de transfert
de matiére associés. L’expertise relative au transfert de matiére a été apporté par Toulouse
Biotechnology Institute (TBI) via I’encadrement de cette thése, et toutes les expériences relatives au
transfert du dioxygéne ont été réalisées au sein du TBI. L’objectif de cette partie est de comprendre
’origine des pertes des molécules d’ozone dissous au sein de la phase liquide lorsque cette derniére est
pulvérisée.

Pour cela des mesures de transfert de matiére gaz/liquide sont réalisées dans un spray a 1’échelle globale
puis locale. Ces mesures de transferts sont effectuées d'une part avec 1’ozone comme soluté, mais
également avec du dioxygéne d’autre part. Le dioxygéne a ’avantage de subir uniquement des
phénoménes de transfert physique, contrairement a 1’0zone qui subit une réaction chimique d’auto-
décomposition. Comme la solubilité et la diffusion de 1’ozone et du dioxygéne sont relativement
similaires, les résultats obtenus sont aisément comparables d’un soluté a I’autre et permettent de
connaitre la contribution du transfert et de 1’auto-décomposition dans les pertes d’ozone observées lors
de la pulvérisation.

Les différentes approches de caractérisation du transfert de matiére sont décrites dans la section matériel
et méthode suivante, puis les analyses qui en découlent sont présentées et discutées dans la section
résultats et discussions. Un effort de schématisation de la méthodologie est proposé le long de ce chapitre

pour garder a I’esprit I’objectif de ces expérimentations.



Chapitre Il : Pulvérisation d’eau 0zonée et phénoménes de transfert de matiere

1) MATERIELS ET METHODES

1.1) Etudes globales du spray par méthode de collecte

L’installation expérimentale est congue pour caractériser a la fois I’hydrodynamique du spray (tailles et
vitesses des gouttes) et également le profil de concentration en soluté dissous (ozone ou dioxygene) dans

le liquide le long du spray.

La pulvérisation : elle est produite par la mise en pression d’eau déminéralisée présente dans une cuve
au moyen d’une pompe (WT3000-1JA, Longer precision pump Co. Ltd, Chine) a travers une buse a
fente plate. Deux types de buses a fente plate produisant un spray plat sont testées : la buse ADX-120-
02 a aspiration d’air, et la buse AFX-080-02 sans injection d’air. Leurs orifices ont des diamétres
respectifs de 1,08mm et 1,00mm. Ces buses, photographiées a la figure 14, sont commercialisées par

NOZAL, un distributeur de buses trés présent sur le marché agricole.

Figure 14 : Photographie de la buse AFX-80-02 (gauche) et de la buse ADX-120-02 (droite).

Les buses a aspiration d’air disposent d’un orifice qui pompe de I’air par effet venturi lors du passage
du liquide dans la buse. Elles produisent des gouttes plus grosses, moins sensibles a la dérive par le vent
en conditions réelles au champ. L angle du spray est également plus large pour la buse a aspiration d’air,
avec 120° d’angle contre 80° pour la seconde buse. Ces différences sont visualisables sur la figure 15B
et 15C. Les pulvérisations sont réalisées avec un débit de 35L/h, ce dernier permettant une atomisation

de qualité pour les deux buses et représentant le type de débit rencontré lors de pulvérisations agricoles.
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Figure 15 : Schéma de l'installation expérimentale pour I'étude globale du transfert dans un spray.
L’ecau ozonée : Un générateur d’ozone équipé d’un analyseur de concentration gazeuse produit de
I’0ozone gazeux pour dissolution via un fritt¢ dans la cuve liquide afin de générer de I’eau ozonée a
pulvériser. Ainsi, un transfert depuis la phase aqueuse pulvérisée riche en ozone vers la phase gazeuse
dépourvue d’ozone est rendu possible pour la mesure des coefficients de transfert de matiére.

L’cau dépourvue d’oxygene : L’insufflation d’azote inerte dans la cuve liquide permet de désorber le

dioxygene dissous dans 1’eau déminéralisée, la pulvérisation de cette eau via les buses rendra possible
le suivi du transfert d’oxygene de ’air vers 1’eau permettant ainsi la mesure des coefficients de transfert.
En effet, en retirant le dioxygéne dissous de la phase liquide et en pulvérisant cette eau désoxygénée
dans I’air riche en dioxygene, le potentiel d’échange est inversé et I’absorption des molécules d’O,
depuis I’air vers le liquide est attendue.

Les profils de concentration le long du spray : ils sont quant a eux déterminés par la méthode de collecte

et dosage comme mentionné lors de 1’état de 1’art. Un portoir muni de bras mécaniques est placé proche
de la buse de pulvérisation, de telle sorte que des collecteurs puissent étre placés sur les bras mécaniques
pour collecter la pulvérisation produite en amont. Ces bras sont placés a différentes distances de la buse
pour réaliser le profil de concentration au sein du spray.

L’installation expérimentale permet ainsi de réaliser deux types d’expérience de transfert de maticre : la
désorption de 1’0zone ou 1’absorption de dioxygene.
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Elle est caractérisée griace a I’acquisition et 1’analyse d’images. Une caméra rapide (APX Photron)
équipée d’une lentille (AF Micro-Nikkor, Nikon) acquiert des images, a 2000 images par secondes avec
un temps d’exposition de 1/75000 seconde, du spray rétroéclairé par un panneau LED (LitePad HO
LED, Rosco). La caméra est connectée a un ordinateur muni d’un logiciel d’acquisition associé a la

caméra (Photron FastCam Viewer).

1.1.2.a) Diametres des gouttes et aire interfaciale

Les diametres équivalents deq de toutes les particules identifiables par algorithme de détection de bords

(Canny, 1986) ont été déterminés sur 300 images, a partir de A 1’aire projetée de chaque particule :

Equation 13
Ensuite, un diamétre de Sauter ds, est déterminé a partir de tous les diamétres équivalents évalués

précédemment pour fournir une valeur moyenne représentative du spray (Babinsky & Sojka, 2002):

d _ Z dgq,i
32— © 42
Z dgq,i

Equation 14
A partir du diamétre de Sauter, Iaire interfaciale des gouttes formées par volume de liquide peut étre
calculée de la sorte :

VL
Sy _ Ngoutteslgout _ Vlgoutte _ Slgout _ 6

a = — = [ p—
gouttes
VL VL VL Vlgoutte d32

Slgoutte

Equation 15
Avec Sy la surface totale des gouttes produites (m?), Ny oy te 16 nombre de gouttes dans le spray, Sy goutte
la surface d’une goutte (m?) et V; goy¢te le volume d’une goutte du spray (m>).

On peut aussi définir une aire interfaciale de gouttes par volume de réacteur :

4 T Q.U
al = i — ds; * _ dss Qu _ ds, QLUgouttes
gouttes HQ Q Q Q

Equation 16
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Avec H la hauteur du réacteur considérée (m), Q la section du réacteur considéré (m?), t le temps de
contact des gouttes avec la phase gaz dans le réacteur (s), Q; le débit volumique de liquide pulvérisé

(m’/s) et Ugoytres la vitesse des gouttes du spray (m/s).

1.1.2.b) Vitesses des gouttes et vitesses a I’orifice

La détermination de la vitesse des gouttes dans le spray repose sur I’identification du déplacement d’une
méme goutte entre deux prises d’images. Ces identifications ont été réalisées sur 20 images qui ont
permis de suivre et donc d’identifier une goutte. A partir des coordonnées x et y de la goutte sur les
deux images il est possible de calculer le déplacement D de la goutte, et connaissant I’intervalle de temps

At entre deux acquisitions de la caméra, la vitesse de la goutte Ugoytres peut €tre déterminge ainsi :

U =2=\/(y2—y1)2+(x2—x1)2
gouttes At At

Equation 17
La moyenne des vitesses obtenues sera considérée comme la valeur de vitesse moyenne des gouttes du
spray. Les coordonnées des gouttes ont été extraites en utilisant le logiciel de traitement d’image GIMP,

comme illustré avec la figure 16 :

y (pixel) /\

Xy x:; 7
X (pixel)

Figure 16 : Exemple de détermination de coordonnées pour le calcul de vitesse d'une goutte avec
le logiciel GIMP.

En considérant une certaine distance Z parcourue par les gouttes a la vitesse Uggytes, 1€ temps de séjour

T passé par les gouttes en contact avec la phase gaz peut étre estimé avec 1’équation 18 :
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Z

T =
Ugouttes

Equation 18

Aussi, une vitesse théorique d’éjection du liquide a la sortie directe de I’orifice est estimée d’apres la

conservation de quantité de mouvement :

QL
Uprifice = ————
orifice T[dgrifice
4 z
Equation 19

Avec dyrifice le diametre de Porifice de sortie de la buse.

1.1.2.c) Géométrie du film liquide formant les gouttes

La géométrie du film liquide en sortie de buse avant I’atomisation en gouttelettes peut étre estimée a
partir d’images prises dans ce but précis. En considérant que ce film liquide se rapproche d’un
parallélépipede rectangle, il est possible de déterminer sa largeur [, sa longueur L et son épaisseur §.
Ces grandeurs sont mesurées directement sur 1’image comme illustré avec la figure 17, et moyennées

sur 5 images par buse.

Figure 17 : Images du film liquide en atomisation obtenues pour la détermination de sa largeurw,
longueurl et épaisseurs§.
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A partir de ces paramétres, I’aire interfaciale associée au film peut étre calculée :

S, 2Lw+4(L5)

Oritm = v, SLw
Equation 20
Ou bien encore selon le volume de réacteur :
Equation 21

Pour la réalisation du profil de concentration en ozone dissous au sein du spray, la production et la
pulvérisation d’eau ozonée est nécessaire. De 1’0zone gazeux est produit par un générateur d’ozone a
décharge corona (Ozonia CFS1- Suez) alimenté en dioxygene pur (99,9998%), dont la concentration
est mesurée avec un analyseur UV en phase gazeuse (Ozone Analyzer BMT 964 BT — BMT). Cet ozone
gazeux est envoy¢ vers la cuve liquide pour dissolution pendant une trentaine de minute a travers un
fritté poreux de taille 0 (pores entre 160 et 250um), avec un débit d’environ 100L/h.

La détermination de la concentration en ozone dissous dans un échantillon d’eau ozonée est réalisée
grace a la méthode indigo telle que décrite par (Bader & Hoigné, 1981). 11 s’agit de mettre en contact
un volume connu d’eau ozonée a titrer (Vgchantition = 5mL) avec un volume connu de solution d’indigo,
(Vindgigo=SmL) soit un volume total de 10mL. La solution d’indigo est realiseée a la concentration de
travail proposée par (Bader & Hoigné, 1981), soit 0,06g d’indigo/L. Les molécules d’ozone dissous dans
I’échantillon réagissent avec les molécules de la solution d’indigo, résultant en une décoloration de la
solution. La mesure de 1’absorbance a 600nm permet donc la détermination de la concentration en ozone
dissous dans 1’échantillon, aprés la réalisation d’un blanc et en prenant en compte la dilution dans le
volume total :

Ablanc - Aéchantillon Vtotal

[03] =
gindigo Ve’chantillon

Equation 22
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Avec A I’absorbance mesurée d’un échantillon d’indigo ayant recu de ’eau déminéralisée plutdt
blanc
que I’eau ozonée a titrer, Agcnantiio 1 absorbance mesurée d’un échantillon d’indigo ayant regu 1’eau

ozonée a titrer, Vechantition 1€ volume d’eau ozonée ajouté a I’'indigo et Vigrq le volume total (Vipgigot

Véchantillon)-

Cette mesure d’absorbance est réalisée avec un spectrophotométre UV/Visible (TECAN) sur des
plaques de 96 puits de 200uL de volume de travail (Greiner).

L’échantillon d’eau ozonée que I’on met en contact avec la solution d’indigo peut étre prélevé de la cuve
liquide et représenter la concentration initiale du spray, ou prélevé du bécher de collecte pour représenter
la concentration au sein du spray. A noter que 1’étape d’échantillonnage depuis le collecteur jusqu’aux
tubes indigo implique un délai et des pertes d’ozone qui ne permettent pas de représenter fidélement la
concentration en ozone dissous dans le collecteur.

Cette méthode a été corrigée pour le reste de I’étude globale du transfert, afin de s’affranchir de 1’étape
de prélévement a 1’origine d’imprécisions de mesures. Pour cela, les béchers de collecte sont remplacés
par des coupelles en verre de 50mL préalablement remplies de 10mL de solution d’indigo. Les gouttes
d’eau ozonée pulvérisées tombent directement dans la solution d’indigo qui « enregistre »
instantanément la concentration en ozone dans les gouttes collectées. En mesurant par pesée le volume
d’eau ozonée collecté (Vicnantition)> 12 concentration en ozone dans I’échantillon est déterminée par
absorbance de la méme manicre que précédemment.

Pour I’¢tude globale comparative entre le profil d’ozone et de dioxygene, les mesures ont été réalisées
3 fois pour chaque hauteur, avec une étape d’échantillonnage de 1’eau ozonée collectée pour titrage dans
des tubes a essais d’indigo. Pour le reste de 1’étude globale, 10 mesures par hauteur ont été réalisées,
sans étape d’échantillonnage car I’eau ozonée tombe directement dans la coupelle de solution d’indigo.
Ces répétitions de mesures permettent notamment de s’affranchir des rares phénomeénes d’éclaboussures
qui sont provoqués par la chute de grosses gouttes produites par coalescence progressive sur la buse de
pulvérisation. A une distance d’environ 60cm, ces grosses gouttes obtiennent suffisamment de vitesses

lors de leur chute pour provoquer des éclaboussures d’indigo hors de la coupelle.
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Toujours dans I’idée d’inverser le potentiel d’échange pour promouvoir I’absorption d’O» par de 1’eau
pulvérisée dans I’air riche en dioxygeéne et ainsi pouvoir mesurer les coefficients de transfert, il est
nécessaire de retirer au préalable le dioxygéne dissous dans 1’eau avant pulvérisation. Cette étape est
réalisée par bullage d’azote gazeux dans la cuve liquide contenant de I’eau déminéralisée. Le barbotage
d’azote se fait avec le méme fritté poreux de taille 0 que lors de la dissolution d’ozone. Il s’agit ici de
proposer des bulles de gaz quasiment pures en azote et donc dépourvues de dioxygene en leur sein. Le
dioxygene dissous dans la phase aqueuse est donc amené a diffuser dans ces bulles en ascension qui
finissent leurs voyages a la surface du liquide, en libérant leur contenu dans 1’air. En une dizaine de
minutes de barbotage, les molécules de dioxygene présentes dans la phase liquide sont éliminées.

Le suivi en dioxygeéne dissous dans la phase liquide est réalisé par une sonde optique a oxygene (HACH
- Intellical LDO101 Laboratory Luminescent/Optical Dissolved Oxygen Sensor). Apreés immersion dans
la solution, elle permet aprés dix secondes de stabilisation d’obtenir la concentration en dioxygéne
dissous, avec une précision de £0,1mgO-/L. La sonde est immergée dans la cuve liquide lors du bullage
de l’azote pour s’assurer d’une concentration initiale quasi nulle en dioxygene avant de lancer
I’expérience de pulvérisation pour la mesure du transfert. Pour les mesures de concentration dans le
spray, les collecteurs au sein du spray sont légérement penchés, laissant s’échapper par débordement le
liquide collecté lorsqu’un volume conséquent (=20mL) s’accumule dans le collecteur. Cela permet de
s’assurer du renouvellement de la solution dans le collecteur et d’avoir une concentration stationnaire
en oxygene lors de la mesure par immersion de la sonde optique. La procédure de collecte et mesure a

été répétée 3 fois par hauteur dans le spray.

Afin de connaitre la contribution des pertes d’ozone provoquées par 1’auto-décomposition de 1’ozone
dans la phase liquide, la vitesse de réaction de 1’auto-décomposition de 1’ozone doit étre déterminée. Le
taux de décomposition de I’ozone dépend fortement du pH, des forces ioniques et de la température.
Une constante de vitesse du premier ordre par rapport a 1’ozone est utilisée pour de I’eau déminéralisée
4 20°C et pH=7, soit kp=0,001 s (Gardoni et al, 2012), afin de modéliser I’évolution de concentration

en ozone dans un liquide :

80



Chapitre Il : Pulvérisation d’eau 0zonée et phénoménes de transfert de matiere

L
Co,

dt

= kd653

Equation 23
Avec k, la constante de vitesse de la réaction d’auto-décomposition de I’ozone dissous (s™).
En intégrant 1’équation 23 et en considérant le temps de séjour passé par les gouttes dans 1’air 7,

I’évolution de la concentration en ozone dans le liquide en fonction du temps peut étre déterminée.

1.1.6.a) Détermination expérimentale des coefficients volumétriques de transferts k;a

La caractérisation du transfert de matiere, se fait généralement par la détermination de coefficients de
transfert de matiéres. En raisonnant avec un bilan matiére sur la phase liquide, la quantité d’espéces j

traversant I’interface d’un élément de liquide chaque seconde s’exprime de la manicre suivante :
L

ddi;' =kya (¢ —Ch

Equation 24
En intégrant 1’équation précédente, il est ainsi possible de déterminer expérimentalement le coefficient
volumétrique de transfert coté liquide k;a a partir du profil temporel de concentration dissous pour

chaque soluté et chaque buse de pulvérisation :

k 1 (CJ'L‘* B CjL>Z
ra=In|—f—7 |5
Cj,o _C]%O u

Equation 25

Avec Z la distance parcourue par le liquide dans la région concernée, et U la vitesse du liquide dans
cette région.
La détermination expérimentale des k;a est effectuée pour la région du film liquide et pour la région

des gouttes :
e Le coefficient (k,a)fim, associé a la région du film liquide est calculé en considérant une
distance Z de 3cm et la concentration associée a cette distance (C sz=3c ), et la vitesse Uprifice-

La concentration initiale C ]-L'o est la concentration dans la cuve avant pulvérisation.
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e Concernant le coefficient (k,a)gouttes pour la région du nuage de gouttes, la distance
considérée est Z=77cm, et la concentration initiale des gouttes dans cette zone est ici la

— CjL,z=3€m

: . L,0 - -
concentration en sortie de film (Cj ). La vitesse considérée est Ugoyttes-

A partir de ces coefficients de transferts, le flux transféré (g/s) d’un soluté j dans une région du spray
est déterminé de la maniére suivante :
p;=ka (C]-L’* - CJ-L)VL
Equation 26
Avec selon la région ou la configuration concernée :

Q ,* ¥
Veitm = LW8 5 Vgouttes = —— C£3 =0mg/L ; ng =9 mg/L

T77¢m
Equation 27a,27b 27cet27d
Avec T77.m le temps de contact (s) des gouttes évalué grace a I’équation 18 et en considérant une

distance parcourue Z de 77cm.

1.1.6.b) Modélisation du profil de concentration a partir des mesures hydrodynamiques

L’équation 24 peut également étre réarrangée pour prédire le profil de concentration en soluté le long

du spray C jL en fonction de la distance z :

* * Z
CjL (2) = CjL’ - (CjL' - C]-L’O) exp (—kLa 5)

Equation 28
En introduisant un coefficient de transfert de matiére k; dans le profil calculé avec 1’équation 28, une
modélisation du transfert global peut étre réalisée. Ce coefficient de transfert est déterminé en utilisant
la corrélation générale valable pour le transfert de matiére pour une goutte qui chute dans une phase
gazeuse définit a I’équation 12 (Amokrane et al, 1994; Lépinasse et al, 2012; Kelbaliyev, 2011; Hariz
et al, 2017). Elle nécessite uniquement les paramétres hydrodynamiques du spray, soit le diamétre des
gouttes ds, et leur vitesses Ugoystes

de32

= 0,8 Re%55c05
Djn,0

Sh =
Equation 12
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Avec

Re

Ugouttes ds,
v

Avec v la viscosité cinématique de 1’eau (m?/s).

5 Sc =
Dj/n,0

Equation 29a et 29b

C’est donc dans ces conditions qu’ont été réalisées les études globales de transfert de maticre relatives

au spray de gouttes, donnant accés aux parameétres hydrodynamiques et aux profils de concentration en

soluté le long du spray. La figure 18 récapitule schématiquement la méthodologie de cette étude globale,

et ses aboutissements.

Approche globale

Etude du spray entier : Film + gouttes

Q.0

Mesure des parameétres
hydrodynamiques
ar caméra

Mesure de concentration dissous
par méthode de collecte

Vitesse et
diameétres
des gouttes

Pulvérisation eau

ozonée : obtention désoxygénée :

profil [O;]

Pulvérisation eau

obtention profil [O,]

Lv)la)

!

Quantification
pertes O;

Quantification

enrichissement O,

N

X

| Pertes O; = |

‘nrichissement O, ? l

| sioui

‘ Pertes O; = transfert de matiére uniquement |

l

v

A‘_IEétermination parameétres de transfert dans le spray

!
agnuttes ][ aﬂlm? J i
i
!

[ k_L ]_[klgauttes l k"film?

Modélisation du
transfert dans la
région gouttes

Figure 18: Méthodologie de 1'étude globale pour déterminer des profils de concentrations en
soluté dans un spray, mesurer I'hydrodynamique du spray et réaliser une analyse de transfert de

matiére
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1.2) Etude locale du film liquide par méthode colorimétrique

Les études globales sont insuffisantes pour décrire le film liquide qui s’atomise en gouttelettes a la sortie
de la buse et le transfert qui lui correspond. La résolution des images est insuffisante et 1’épaisseur de
ce film n’est pas précisément mesurable par prise de vue de c6té, ou les bords du film semblent plus
épais que le cceur du film, amenant a une surestimation de 1’épaisseur. De plus, I’évolution spatiale de
la concentration en soluté dans le film, obtenue par méthode globale des prélévements est impossible.

Une méthode optique non-invasive a donc été développée pour mesurer a la fois 1’épaisseur du film
liquide et également la concentration en soluté en son sein. Elle repose sur I’absorption lumineuse a

travers le film liquide par un colorant réactif avec le dioxygene.

La présente méthode est basée sur 1’utilisation d’un colorant sensible a 1’oxydation, la resazurine (CAS
n°62758-13-8). Cette molécule chimique posséde une propriété intéressante : lorsque soumise a une
réaction d’oxydoréduction, sa forme oxydée produit une couleur intense en solution tandis que sa forme
réduite est incolore. De plus, la réaction d’oxydation est extrémement rapide comparée a la lente réaction
de réduction (Yang et al, 2017).

Initialement, une solution de resazurine (RZ) dans 1’eau donne une couleur bleu foncé, comme illustré
sur la figure 19. En présence de glucose et de soude, la resazurine est réduite a sa forme de resorufine
(RSO) qui apparait rose en solution. Cette étape de réduction est trés lente et ne peut pas se produire
dans I’autre sens par oxydation. En laissant la réaction de réduction se poursuivre, la resorufine devient

la dihydroresorufine (DHR) qui est incolore en solution et extrémement sujette a oxydation.
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Reduction (lente)

Resazurine Reduction (lente)  Resorufine Dihydroresorufine

(RZ) (RS O) Oxydation (rapide) (D HR)

Figure 19 : Les étapes d'oxydoréduction de la resazurine et ses diftérentes formes réduites.

La présence de molécules de dioxygéne dans la solution va produire une réaction d’oxydation de la DHR
pour produire la RSO et sa couleur rose correspondante, tel qu’on peut le voir a la surface de la fiole de
DHR sur la figure 19 ou le dioxygeéne présent dans I’air diffuse dans le liquide et produit instantanément
une couche rose de RSO. En ce sens, la quantification de la RSO présente en solution permet de
déterminer la quantité de dioxygeéne ayant diffusé dans le liquide et réagi avec la DHR, dés lors que 1’on
connait la steechiométrie de la réaction :
2DHR+ 0, - 2RSO + H,0

Equation 30
La quantification de la RSO produite par oxydation peut étre réalisée par absorption lumineuse visible
puisque la molécule a quantifier présente des propriétés colorées. En pulvérisant une solution de DHR
dans I’air, le dioxygéne de la phase gazeuse est supposé diffuser dans la solution et produire par réaction
de la RSO rose. La présente méthode vise donc a quantifier, par absorption lumineuse dans le visible, le

« rose » produit par 1’apparition de RSO le long du film liquide.
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Le tableau 6 suivant liste les différentes solutions préparées et pulvérisées pour réaliser une répétition

compléte de I’expérience.

[Rz] [Glucose] [NaOH] Acération
Nom de la solution
(mg/L) (g/L) (g/L)  avant pulvérisation

Ref 0 10 10 Non
Expérimentale 200 10 10 Non
Calibration-10 mgQO,*%/L 200 10 10 Oui
Calibration-6 mgO,°Y/L 120 6 6 Oui
Calibration-3 mgO,*%/L 54 2,7 2,7 Oui
Calibration-2 mgO,*4/L 40 2 2 Oui

Tableau 6 : Composition des solutions préparées et pulvérisées

La solution de référence « Ref » est composée de 10g/L de glucose et de 10g/L de soude dissous dans

de I’eau déminéralisée, comme 1’ensemble des solutions, excepté qu’elle ne contient pas de colorant
(resazurine). Cette solution est donc incolore. Elle permet de déterminer la part de 1’intensité lumineuse
perdue par les seuls phénoménes de réflexion/réfraction lors du passage de la lumiére dans le film
liquide.

La solution « Expérimentale » est préparée en dissolvant 200mg de RZ, 10g de NaOH et 10g de glucose

dans de I’eau déminéralisée en utilisant une fiole jaugée de 1L. Environ une heure aprés, la solution
passe d’une couleur bleue a incolore. A ce stade, la solution incolore de DHR est trés réactive avec le
dioxygene. Quand cette solution est pulvérisée, le dioxygeéne atmosphérique diffusant au sein du film
liquide convertit la DHR incolore en RSO rose. C’est cette solution qui va « enregistrer » le transfert se
produisant dans le film.

Les solutions de « Calibration-XmgO,°Y/L » sont préparées de la méme maniére que la solution

« Expérimentale » mais sont totalement oxydées par bullage d’air avant de procéder a leur pulvérisation,
dans le but de convertir toute la DHR présente dans la solution en RSO. Avec des concentrations initiales
de DHR différentes, le bullage d’air produit des solutions de RSO de concentrations différentes dont les

intensités de « rose » correspondent a plusieurs niveaux de dioxygénes équivalents au sein de la solution.
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Ces solutions permettent donc de réaliser une courbe d’étalonnage de 1’absorbance a travers le film en
fonction de la concentration en RSO, autrement dit de I’absorbance en fonction du dioxygene équivalent
ayant transféré dans la solution.

Par soucis d’économie, la solution « Calibration-10mgO,°YL » est récupérée par des béchers aprés sa
pulvérisation pour réaliser les solutions restantes de calibrations par dilution.

Il faut noter que la concentration de ces solutions est exprimée en « Ox*® ». Cela fait référence a la
steechiométrie de la réaction, par exemple 120mg/L de DHR nécessite le transfert et la réaction de 6mg/L
de dioxygeéne dans le liquide pour totalement oxyder la DHR présente dans la solution. Le terme
« équivalent » signifie qu’en réalité aucune molécules de dioxygéne n’est présente dans le liquide

puisque qu’elles réagissent instantanément avec la DHR.

Pour observer I’apparition de couleur rose dans le film liquide, les solutions doivent étre pulvérisées
pendant que de la lumiére traverse le liquide et qu’une caméra enregistre I’intensité lumineuse regue.
L’installation expérimentale illustrée a la figure 20 a permis 1’acquisition d’images du film liquide
atomisant différentes solutions. La solution a pulvériser est contenue dans une bouteille, et une pompe
(WT3000-1JA, Longer precision pump Co. Ltd, Chine) envoie cette solution jusqu’a une buse qui
atomise le liquide devant une caméra CMOS (acA9120 — 155um, Basler AG, Germany) équipée d’une
lentille (Nikon AF micro Nikkor /2.8lens 60mm). De I’air comprimé relié a la cuve est utilisé¢ pour
réaliser 1’aération des solutions de calibrations afin d’oxyder entiérement ces solutions avant de les
pulvériser. La caméra prend des images de 1920 par 800 pixels avec un temps d’exposition de 20us et
une cadence d’acquisition de 100 images par seconde. La résolution spatiale résultante est de
26pm/pixel. La source lumineuse, un panneau LED, produit une lumiére blanche et se situe derriére le
film liquide. Un filtre est positionné sur le panneau LED pour s’assurer que la lumicre atteignant la
caméra soit quasi monochromatique, autour de 550nm. Des béchers de 500mL sont placés sous la buse
de pulvérisation pour récupérer les solutions pulvérisées. Une buse a jet plat (AFX-80-02, Nozal,
France) avec un orifice d’Imm de diamétre est utilisée pour produire un spray d’angle 80° et dont les
gouttes ont un diamétre d’environ 0,6mm. Pour la gamme de débits testée, cette buse a I’avantage de

produire un film liquide plat qui peut étre positionné sur le plan focal de la lentille de la caméra. Un
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essai expérimental complet consiste a pulvériser et acquérir les images relatives a chaque solution du
tableau 6 : acquisition des images de références, de la solution expérimentale puis des solutions de
calibrations. Six essais expérimentaux sont répétés, avec de nouvelles solutions préparées a chaque

nouvel essai.

{

Figure 20 : Installation expérimentale pour I'absorption lumineuse a travers le film liquide produit
par une buse avant son atomisation en gouttes. Buse (1), fenétre d'acquisition (2), film liquide (3),
caméra CMOS (4), systéeme d'acquisition (5), lentille (6), pompe (7), panneau LED (8), filtre a
550nm (9), bouteille de 1,51 (10), alimentation en air comprimé (11). A noter que les éléments
représentés ne sont pas d I'échelle dans un souci de clarté.

1.2.4.a) Profils d’intensité lumineuse

Pour chaque solution pulvérisée, 500 images sont enregistrées avec la caméra et 3 différentes régions
d’études sont définies dans le film liquide comme le montre la figure 21. Ces trois régions sont

déterminées pour évaluer I’homogénéité du transfert dans le film.
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Figure 21 : Image du film liquide obtenu a 22,6L/h avec la présente installation expérimentale et
ses 3 diftérentes régions d’études.

Chaque région a une largeur de 100 pixels et une hauteur de 1920 pixels. Les 100 pixels de large sont
moyennés pour chaque pixel de hauteur, résultant en un profil le long de I’axe Z de 1920 valeurs
moyennées. Cela permet d’obtenir une valeur relativement représentative de I’intensité lumineuse dans
le cceur de la région d’étude. Ainsi, chaque image i posséde sa propre évolution d’intensité lumineuse

. Ii(z . . .
le long du film [;(2) = Z%ﬂoo% selon la solution j pulvérisée, moyenné sur les 100 pixels w de la
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largeur. Ensuite, le profil d’intensité pour une solution donnée est défini comme la moyenne des profils

d’intensité des 500 images acquises :

i=500 J!
(D) :Zl I] (z)
J i=1 500

Equation 31
Avec [;(z) le profil d’intensité moyen acquis le long de 1’axe Z pour une solution j pulvérisée (-) et
Iji (2) le profil d’intensité acquis pour une image i le long de I’axe Z pour une solution j pulvérisée (-).
Un essai expérimental complet consiste a enregistrer ces profils d’intensité pour la solution de référence
Lief, puis pour les solutions de calibrations Ieaiibio, Lcatibs, Leativs, Leaiiv2, €t enfin pour la solution expérimentale
Lexp. A noter que la notion « distance dans le film liquide » signifie la distance parcourue le long d’une

ligne de courant, considérant les inclinaisons respectives de la région 2 et 3.

1.2.4.b) Loi de Beer-Lambert et détermination des absorbances

La méthode présentée ici repose sur 1’utilisation de la loi de Beer-Lambert (Buijs & Maurice, 1969;
Swinehart, 1962). L’absorption lumineuse a travers un liquide est fonction de 1’épaisseur du liquide

parcourue par la lumiére et de la concentration en espéce colorée pour une longueur d’onde donnée :

Iref(Z)
I;(z)

Aj(z) = 10g< ) = £6(2) Crso(2)

Equation 32
Avec Aj(z) le profil d’absorbance le long de I’axe Z déterminé pour une solution pulverisee j (-), Irer (2)
le profil d’intensité acquis le long de 1’axe Z tel que définit a I’équation 31 lors de la pulvérisation de la
solution de référence (-), € le coefficient d’extinction molaire de la RSO a 572nm (M .cm™), §(2) le
profil d’épaisseur du film liquide le long de I’axe Z (m) et Crso (2) la concentration en RSO dans le film
liquide a la position z de I’axe Z (mg/L).
Quand la lumiére issue du panneau LED traverse la solution pulvérisée, certains rayons lumineux sont
réfractés a ’interface gaz-liquide du fait de la différence d’indice optique entre les deux phases. Cela a
pour conséquence de réduire 1’intensité lumineuse regue par la caméra apres la traversé du film liquide.
Pour les solutions pulvérisées contenant le colorant, une réduction de 1’intensité lumineuse est attendue

du fait des phénoménes de réfraction a I’interface et de 1’absorption lumineuse par le colorant. La
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solution de référence sert a extraire la contribution de la réduction lumineuse due aux seuls phénoménes
de réfraction, et également la potentielle absorbance de la solution de référence. C’est le méme rdle
qu’une solution de « blanc » dans un spectrophotométre conventionnel.

L’absorbance lumineuse a travers le film est donc définie par 1’équation 32, et le premier objectif de
cette étude est de s’assurer physiquement de 1’existence d’une relation linéaire entre I’absorbance
mesurée, 1’épaisseur du film et la concentration en RSO. Si cette linéarité est vérifiée pour notre systéme
optique, alors il sera possible d’accéder aux paramétres dérivant de la mesure d’absorbance a travers le
film liquide. Cette vérification est présentée dans la section « validation de la procédure » de la partie

résultat.

1.2.4.c) Mesure de I’épaisseur de liquide traversée par les rayons lumineux

Les mesures de 1’épaisseur du film liquide sont réalisées en pulvérisant les solutions de calibrations dont
la concentration en colorant Cggp,; est constante du fait de I’étape d’aération de la solution avant
pulvérisation. Avec ces solutions, aucune réaction de DHR avec I’O; transféré depuis I’air n’est attendue
puisque toute la DHR a été préalablement consommée par I’étape d’aération préliminaire a la
pulvérisation. Au regard de la loi de Beer-Lambert telle que définit par 1’équation 32, 1’épaisseur d’une
solution colorée traversée par un faisceau lumineux peut s’exprimer ainsi :

Acqiin i(Z
5]-(2) — callb,]( )
€ Crso,j

Equation 33
Avec Acqiip,j(2) le profil d’absorbance déterming lors de la pulvérisation d’une solution de calibration
J (-) et Cgso,j la concentration constante en RSO dans la solution de calibration j pulvérisée (mg/L).

Le coefficient d’extinction molaire € est déterminé par mesure d’absorbances avec un spectrophotomeétre
conventionnelle (Jasco V-630, Allemagne) de différentes solutions diluées dans une cuvette en plastique
(polystyréne) d’1cm de large. Un essai expérimental de mesure de 1’épaisseur du film comprend donc
la mesure de I’absorbance des 4 solutions différentes de calibrations (10 ; 6 ; 2,7 et 2 mgO,°Y/L) répétée

6 fois.
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1.2.4.d) Mesure de la concentration en RSO

Quand la solution Expérimentale (cf Tableau 6) est pulvérisée, la RSO rose est censée apparaitre le long
du film du fait du transfert de 1’O» atmosphérique et de sa réaction avec la DHR présente dans le liquide.
La concentration en RSO dans le film peut étre déterminée a partir de I’absorbance de la solution
expérimentale a 1’aide de la loi de Beer-Lambert si 1’épaisseur du film et le coefficient d’extinction sont

connus :

AExp (Z)
£6(2)

Crso(2) =

Equation 34
Avec Crso(z) la concentration croissante en RSO le long de ’axe Z provoquée par le transfert du

dioxygene dans le film liquide et sa réaction avec la DHR (mg/L), Agy,(z) I’absorbance lumineuse

mesurée a travers le film liquide lors de la pulvérisation de la solution expérimentale (-), §(z) le profil
d’épaisseur moyen du film déterminé a 1’équation 33 (m).

1.2.4.e) Dioxygene équivalent transféré et coefficients de transfert associés

A partir de la steechiométrie de la réaction d’oxydation, et en supposant que la DHR est présente en
exces dans la solution, il est possible de déterminer la quantité de dioxygéne ayant réagi avec la DHR
pour produire le profil de concentration en RSO dans le film liquide. Donc a partir du profil de
concentration en RSO déterminé par 1’équation 34, le profil de concentration en dioxygéne expliquant
I’évolution de RSO dans le film est déterminé de la maniére suivante :

Crs (2) _ Apxp(2)
2 2e6(2)

[Oz]eq (z) =

Equation 35
Avec [0;]¢4 (2) le profil de concentration en dioxygéne équivalent ayant transféré dans le film liquide
le long de I’axe Z (mg/L).
Depuis le profil de concentration en « dioxygene équivalent » dans le film liquide, le coefficient de
transfert de matiére coté liquide k; peut étre déterminé. En considérant un volume élémentaire du film,
le bilan matiére entre I’entrée et la sortie de ce volume le long de 1’axe Z s’écrit :

kpdS ([02]" = [02]) = Qu([02]inier + A02]) — QL[02]inier
Equation 36
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Avec dS la surface élémentaire d’interface gaz-liquide (m?), [0,]* la concentration théorique a
saturation du dioxygéne dans un liquide en contact avec I’air ambient (mg/L), [0,] la concentration
réelle en dioxygéne dans le volume élémentaire de liquide (mg/L), [02]inier la concentration en
dioxygene a I’entrée du volume élémentaire de liquide (mg/L).

Ce bilan suppose de facon réaliste que la concentration déterminée dans le film est homogene dans la
largeur et I’épaisseur du volume élémentaire de film. L’évolution de la concentration est surtout attendue
dans la direction de I’écoulement, le long de I’axe Z. Le coefficient de transfert de matiére s’exprime

donc depuis 1’équation 36 par :

L =@ dog]
L7 ds [0,]F - (0]

Equation 37
En négligeant 1’épaisseur tres faible du film liquide produit, la surface élémentaire dS permettant le
transfert d’oxygéne de 1’air vers le film liquide correspond donc aux deux faces planes du film liquide
(inférieure et supérieure). La surface totale offerte par la tranche du volume élémentaire de film

matérialisant ’interface gaz-liquide se définit donc par :

dS =2w(z) xdz
Equation 38

Avec w(z) le profil de largeur du film liquide le long de I’axe Z.

L’¢évolution de la largeur du film avec I’axe Z, w(z), est déterminée en moyennant la distance entre les
bords du film liquide a I’aide d’un algorithme de détection de bord sur 50 images. L’interface calculée
avec I’équation 38 ne prend pas en compte les deux faces latérales du bord du film ainsi que son front
(2z X §(2)) car ces surfaces sont fortement négligeables devant les faces supérieures et inférieures du
film.

Toutes les molécules de dioxygeéne qui transferent dans le liquide sont en réalité directement
consommeées par la réaction avec la DHR présente dans la solution donc la concentration en dioxygéne

dans le liquide [0,] est nulle, I’équation 37 est ainsi simplifiée :

d[0,] Q
dz 2w(z)[0,]*

kL =
Equation 39
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En considérant que la concentration en dioxygéne dans I’air est constante et non appauvrie par
I’absorption dans le liquide, la concentration théorique de saturation [0,]* reste constante le long du
film liquide. L’intégration de 1’équation 39 selon 1’axe Z permet alors d’obtenir une valeur globale du
coefficient de transfert représentant 1’ensemble du film liquide :

T [Oz]outlet - [OZ]inlet
S TV 0S | A

Equation 40

1.2.4.f) Nombres adimensionnels

Plusieurs nombres adimensionnels sont définis pour relier I’hydrodynamique du film liquide avec le
transfert de matiére qui se produit en son sein. L’épaisseur du film & est choisie comme longueur
caractéristique pour ces nombres car sa faible épaisseur pourrait étre a 1’origine d’un renouvellement
plus fréquent du film coté liquide, augmentant la diffusion du soluté entre les phases.

Le nombre de Sherwood compare a la grandeur caractéristique prés (ici 8), la vitesse de transfert du

soluté k; a sa diffusion moléculaire dans le liquide d’intérét :

Shyim = —- &
film DOZ/HZO
Equation 41

Le nombre de Reynolds qui caractérise la nature de 1’écoulement du film liquide est défini ainsi :

Uorifice 6

Refyym = ”»
H,0

Equation 42
L’équation 39 est établie avec I’hypothése que la concentration en dioxygéne est nulle au sein du liquide
du fait de la présence d’une réaction chimique avec I’espece transférée. Cette hypothése peut étre

vérifiée en calculant le nombre de Hatta qui compare la vitesse de réaction a celle du transfert :

a= \/kOZ/HZO Crso Do, /H,0

H X,

Equation 43

Tous les paramétres précédemment calculés sont issus de mesures d’intensité lumineuses a travers un

film liquide et a I’utilisation de la loi de Beer-Lambert pour lier absorbance lumineuse, épaisseur de
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liquide et concentration en espéce colorée. Cependant la loi de Beer-Lambert nécessite une incidence
normale des rayons lumineux a travers le liquide étudié pour étre valable. De plus, cette loi n’est valable
que pour une certaine plage de concentration en soluté. Il s’agira donc dans la section résultats, avant de
recourir a des mesures d’épaisseurs et de concentration dans le liquide, de s’assurer que cette loi est bien
valide dans les conditions de nos expériences. Le schéma de la figure 22 permet d’illustrer la

méthodologie suivie lors de cette étude locale, pour avoir un apercu général de la méthode.

9]

Approche locale

Etude du film seul

[E——

I
5 f-’\' ®
g |-‘ % )
@ —— h ne

< : J:"nf -

Mesure absorbance
lumineuse par méthode

&

L colorimétrique

| Az) = ¢ 52) Caso@) |

[ Calibration ] [ Expérience ]
Mesures A, ,1ipration (2) des solutions de Mesure A, (z) de la solution expérimentale avec
calibrations a Crgo constant oxydation de la DHR en RSO soit Cy¢ variable
Détermination épaisseur film : Détermination profil Crg,(2) au sein du film :
_ Acatibration(z) _ AExp (z)
i) ===_—— Crso Crso(2) = - 5(2)
Détermination profil [0 ], ayant transféré :
_ Crso(2)
[Oz]eq - 2

—

Détermination paramétres de transfert dans le film |
kailm

Modélisation
transfert
dans le film

Figure 22 : Schéma de la méthodologie relative a l'étude locale du film liquide pour mesurer le
profil d'épaisseur du film liquide ainsi que le profil de dioxygéne équivalent ayant transféré dans
le liquide et pour réaliser une analyse de transfert de matiere.
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2) RESULTATS ET DISCUSSIONS

2.1) Identification du phénoméne de transfert dans le spray par étude globale

Une premicre étude globale est réalisée pour comparer les profils de concentration en soluté dissous
dans la phase aqueuse pulvérisée, dans le cas de la désorption d’ozone et de I’absorption de dioxygeéne
(figure 18). Il s’agit d’observer si les concentrations d’équilibre pour chaque soluté sont atteintes aussi
rapidement pour les deux configurations. Si tel est le cas, les pertes d’ozone observées dans un spray
peuvent étre associées aux phénoménes de transfert uniquement, et non a une auto-décomposition de

I’0zone, puisque le profil de dioxygéne traduit seulement un phénoméne de transfert.

Avant de s’intéresser aux évolutions de concentration en soluté dans la phase liquide, il est nécessaire
de caractériser I’hydrodynamique des sprays produits par les deux buses utilisées : ADX a injection d’air

et AFX sans injection d’air. Les valeurs caractéristiques obtenues sont regroupées dans le tableau 7

suivant :
ADX AFX
dorifice=1.08mm | doifice=1.00mm
Gouttes
d3, (m) 1,01x107 6,00x10*
Uorifice (m/s) 10,6 12,3
Ugouttes (m/s) 3,9 8,5
7(s) 0,205 0,094
Agouttes(m’/m’) 5940 10000
Aouttes(M*/m’) 0,61 0,47
Film
L (m) 0,02 0,03
w (m) 0,015 0,015
8 (um) 300 150
Afitm (M*/m?) 7022 13600
afim (m*/m?) 0,025 0,036

Tableau 7: Récapitulatif des paramétres hydrodynamiques déterminés pour les buses ADX et AFX
d 351/ lors de I'étude globale du spray.
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2.1.1.a) Vitesses et diamétres des gouttes produites par les deux buses

On peut voir dans le tableau 7 que pour un méme débit de fonctionnement a 35L/h, le type de buse
utilisé fait considérablement varier les caractéristiques du spray. Comme attendu, la buse a aspiration
d’air ADX propose des gouttes plus grosses et plus lentes (1,01x10° m — 3,9m/s) que la buse AFX
(6,00x10* m — 8,5m/s).

La vitesse de liquide estimée a la sortie de 1’orifice est légérement plus €levée pour la buse AFX
(12,3m/s) que pour la buse a aspiration d’air ADX (10,6m/s). Disposant d’une vitesse d’éjection plus
faible, les gouttes de la buse ADX subissent une atomisation « grossiére » par manque de vitesse relative
entre 1’air et I’eau pulvérisée. Avec leur diametre plus élevé, les gouttes produites par la buse ADX sont
ralenties plus aisément par les forces de frottements, ce qui résulte en une vitesse de gouttes plus faible.
Cette différence de vitesse mesurée peut également s’expliquer par le fait qu’avec 1’aspiration d’air, la
buse ADX partage 1’énergie cinétique apporté au liquide avec I’air aspiré.

En considérant la distance maximale de collecte, soit 80cm, le temps de contact dont dispose les gouttes
pour échanger leur soluté avec I’air ont été déterminés : les petites gouttes rapides de I’AFX passent
0,094s dans I’air avant d’étre collectées tandis que les grosses gouttes plus lentes de ’ADX disposent

du double de temps de contact avec 0,205s.

2.1.1.b) Dimensions du film liquide

La géométrie des films atomisant le liquide en gouttes a été estimée pour les deux buses de 1’¢tude. Des
images représentatives des films liquide sont reportées pour les deux buses dans la figure 23.

La figure 23 montre que la buse a aspiration d’air ADX semble produire un film plus court et plus épais
que la buse AFX (L=2cm et §=300pm pour ADX contre L=3cm et §=150um pour AFX). Il est possible
que I’aspiration d’air favorise les instabilités au sein du film liquide par introduction de microbulles,
résultant en une atomisation plus précoce et donc un film plus court. La largeur des films mesurés est
quant a elle identique pour les deux buses utilisées, avec une largeur moyenne d’environ 1.5cm. Ces
mesures montrent la trés faible dimension de ce film comparé au spray dans son intégralité, qui s’étend

dans notre étude au moins jusqu’a une distance de 80cm.
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3

Buse AFX [ Lt Buse ADX °';'.

.

Figure 23 : Images prises de face et de coté pour les deux buses étudiées.

La mesure de I’épaisseur du film &, directement a partir des images, est difficile et entachée d’erreur.
En effet, comme visible a la figure 23 sur la vue de c6té, le contour du film n’est pas net a cause de
I’effet de profondeur, car le film n’est pas entiérement sur le plan focal de la caméra. L’épaisseur
mesurée par la vue de coté est donc trés probablement surestimée, elle reste néanmoins trés faible, de

I’ordre de quelques microns.

2.1.1.¢) Aires interfaciales des gouttes et du film liquide

L’aire interfaciale des gouttes produites par la buse AFX, sans aspiration d’air, est la plus grande, avec
10000 m? d’interface gaz-liquide par m* de liquide pulvérisée contre 5940 pour la buse ADX a aspiration
d’air. Ce résultat provient de la différence de diamétre des gouttes produites par les buses, pour un méme
volume de liquide, la buse AFX en produisant des gouttes plus petites offre une plus grande surface
d’échange entre la phase liquide pulvérisée et 1’air. 11 semblerait également que le film produit par la
buse AFX dispose d’une plus grande aire interfaciale (13600 m? d’interface par m® de liquide pulvérisé)
que la buse ADX a aspiration d’air (7022 m?/m?).

Ces aires interfaciales ramenées au volume de liquide pulvérisé sont plus grandes dans le cas du film
que pour les gouttes, pour une méme buse de pulvérisation. Cela indique que la configuration du liquide

sous forme de film offre plus de surface d’échanges entre le gaz et le liquide qu’une configuration sous
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forme de gouttes, pour un volume de liquide donné. Si I’on rapporte ces aires interfaciales au volume
de réacteur (en considérant un cylindre de section 20cm et de hauteur 80cm), ce sont les gouttes qui

.. ) 0 _ 5 1a 3 . 0o
proposent une aire interfaciale plus grande (agoystes= 0,61 m d’interface par m’ de réacteur > Afjim=

0,20 m?*m?®) que celle du film. Il est important de constater au regard du transfert de matiére qu’un quart
de la surface développée par le spray dans le cylindre prédéfini est concentré sur le film liquide, alors
que ce dernier n’est présent que sur les trois premiers centimetres du spray. Les gouttes quant a elles
développent les trois quarts de surface restants sur les 77 derniers centimétres de spray.

Il sera toutefois trés important de considérer le transfert de matiére qui se produit au niveau du film
sachant qu’en plus d’une surface d’échange trés propice au transfert, le film est associé aux plus fortes

vitesses de liquide et au plus fort potentiel d’échange.

Cette étude hydrodynamique permet de connaitre le comportement des deux buses de pulvérisation
utilisées. La buse ADX avec aspiration d’air produit des grosses gouttes dont I’aire interfaciale est
modérée, avec une vitesse lente qui permet plus de temps de contact entre 1’eau pulvérisée et 1’air. Quant
a la buse AFX, elle propose une meilleure aire interfaciale grace a la production de gouttes plus fines,
avec des temps de séjour dans 1’air plus courts. Il est temps d’observer quelle configuration est propice
a I’échange de soluté dans le spray en analysant les profils de concentration en soluté le long du spray

pour deux solutés différents, I’ozone et le dioxygéene.

La méthode de collecte décrite dans la section méthode pour 1’étude globale (figure 18), permet
I’obtention des concentrations en ozone ou en dioxygene le long du spray pour la désorption de 1’0zone
et I’absorption de I’oxygéne. Les profils obtenus sont présentés a la figure 24. Pour chaque soluté, les

deux buses ADX et AFX ont été utilisées.
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Figure 24 : Evolution de la concentration en soluté dissous au sein du spray pour la buse ADX a
aspiration d air et AFX sans aspiration d air, pour la désorption de I'ozone (gauche) et 'absorption
du dioxygéne (droite).

2.1.2.a) Analyse des profils pour chaque soluté et buses

Comme attendu, la concentration en ozone dissous dans le spray diminue drastiquement de la buse au
lieu de collecte, et tend vers Omg/L, concentration théorique de I’0zone dans un liquide en contact avec
une phase gazeuse dépourvue d’ozone. D’autre part, la concentration en dioxygene dissous augmente
trés rapidement dans le spray de la buse jusqu’au lieu de collecte, pour atteindre une concentration
plateau d’environ 9mg/L, qui correspond encore une fois a la concentration théorique en dioxygene dans
un liquide en contact avec de I’air a pression atmosphérique et température ambiante (Roustan, 2003).
En ce sens, les évolutions treés rapides observées dans la phase liquide pulvérisée semblent donc étre
uniquement controlées dans les deux cas par 1’équilibre de Henry écartant I’hypothése d’une disparition
d’ozone par décomposition dans le spray. La buse AFX semble proposer une hydrodynamique et un
transfert favorisant I’atteinte de cet équilibre car les concentrations mesurées en chaque point du spray
sont toujours plus proches de 1’équilibre que lors de I’utilisation de la buse ADX.

Les profils de concentration dans le spray pour les deux solutés présentent de trés fortes analogies. Tout
d’abord, la premiére concentration mesurée a 3cm aprés la buse est nettement différente de la
concentration initiale de la solution avant pulvérisation : I’ozone dissous dans le liquide voit sa
concentration diminuer de 1,9 a 0,62mgO;/L en I’espace de 3 centimétres tandis que le dioxygene

dissous subit également une forte augmentation dans cette zone en passant de 0,3 a 6,16mgO,/L. Cette
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variation de concentration est considérable comparée au reste du spray, puisque dans les 77 cm restants
de spray, une telle variation n’est pas égalée. En effet sur la distance restante, la concentration d’ozone
est simplement passé de 0,62 a 0,08mgOs/L et celle du dioxygene de 6,16 a §8,40mgO»/L. Autrement dit,
dans les 3 premiers centimétres, la majorité du « chemin » menant a la concentration d’équilibre est
réalisé. C’est dans ces premiers centimétres que le phénomene de transfert le plus important se produit,

la ou se trouve le film liquide.

2.1.2.b) Equivalence des profils mesurés : identification du transfert de matiére physique

Afin de mieux comparer les deux profils de soluté, il est intéressant d’analyser I’atteinte de 1’équilibre
par le systéeme gaz-liquide. Pour réaliser cette normalisation, il faut comparer la variation de
concentration réelle observée a la variation maximale atteignable, on obtient ainsi la progression des

concentrations en soluté dans le spray vers ’état d’équilibre :

L0 L
' Co, — Co,
Etat d'équilibre = — 55—
Co, — Co,
Equation 44
Avec C, 3'30 la concentration en ozone dissous initiale dans la cuve avant pulvérisation.
Et pour le dioxygéne
L L0
174 iy COZ - COZ
Etat d'équilibre = ———+~
Co, — Cg,
Equation 45

L,0 . o \ . « ey , . .
Avec (" la concentration en dioxygene dissous initiale dans la cuve avant pulvérisation.

Cette transformation permet de tracer la figure 25 qui renseigne sur le degré d’atteinte de 1’équilibre

pour chaque soluté et buse étudiés en fonction de la distance a la buse.
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Figure 25 : Degré datteinte de I'équilibre de Henry tel que définit avec les équations 44 et 45 le
long du spray pour les deux buses étudiées.

Avec la figure 25, la similarité entre les profils de concentration d’ozone et du dioxygéne est frappante.
Dans les premiers centimeétres, I’évolution de concentration en soluté est telle qu’environ 70% de
1I’équilibre en concentration est atteint au sein du liquide dans le cas de ’utilisation de la buse ADX. Au
bout de 80cm, cet équilibre est quasiment atteint avec des valeurs atteignant 98% par exemple pour la
buse AFX. Les valeurs d’approche de 1’équilibre sont trés proches pour les deux solutés lors de
I’utilisation d’une méme buse de pulvérisation, bien que les techniques de mesures en soluté dissous
soient différentes. La méthode globale d’étude du spray par collecte propose ici une bonne description
de I’évolution en soluté au sein du spray. La proximité du profil du dioxygéne subissant uniquement un
transfert de matiére avec le profil d’ozone permet d’affirmer que le transfert de maticére explique la

quasi-intégralité des pertes d’ozone observées lors de la pulvérisation d’eau ozonée.
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Toutefois, pour s’assurer que les faibles différences observées entre ces deux profils ne soient pas dues
a une réaction d’auto-décomposition de I’ozone mais plutdt liées a des incertitudes de mesures, une
estimation de 1’auto-décomposition qui pourrait se produire durant la pulvérisation est réalisée et
comparée au profil expérimental de concentration en ozone dissous obtenu avec la buse ADX, sur la

figure 26.
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Figure 26 : Comparaison entre les pertes d’ozone observées expérimentalement avec la buse ADX
(cercle noirs) et la modélisation des pertes provoquées par auto-décomposition de I'ozone (carrés
blancs).

En considérant les vitesses des gouttes dans le spray, chaque distance de collecte est remplacée par le
temps que les gouttes ont passé en contact avec I’air. Ce temps est utilisé ensuite pour estimer via la
cinétique de décomposition de I’ozone la quantité restante. On remarque que, pour la durée passée par
le liquide dans 1’air, les pertes d’ozone dans la phase liquide dans le cas d’une auto-décomposition sont
négligeables. Autrement dit, avec les faibles temps mis en jeu, la réaction d’auto-décomposition n’est
pas assez rapide pour produire une variation significative de la concentration en ozone dissous dans la
phase liquide, contrairement au transfert de matiére qui lui génére une variation considérable de

concentration.
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Le transfert de matiére est donc responsable de I’intégralité des pertes d’ozone observées dans la phase
liquide lors de la pulvérisation d’eau ozonée. Ce transfert de matiére semble proposer deux régimes
différents selon la région du spray, tel que Iillustre la figure 25. La vitesse de transfert (g/s) calculée et
présentée dans le tableau 8, est trés forte dans les premiers centimétres a la sortie de la buse, 1a ou le
film liquide est présent et se scinde en gouttelettes. En effet cette zone conduit le systéme gaz-liquide a
67% de 1’équilibre en a peine 3cm de distance d’échange, dans le cas de la buse ADX. Sur les 77cm
restants, ou seules les gouttes formées contribuent aux échanges gaz-liquide, seulement 30% de
I’équilibre sont réalisées, supposant une vitesse de transfert (g/s) plus faible que dans le cas du film
liquide.

Ainsi le spray pourrait se décomposer en deux régions de transfert distinctes : (i) le film liquide en
atomisation, ou la vitesse de transfert est élevée mais ou la surface développée ne représente qu’un tiers
de la surface totale du spray, (ii) le nuage de gouttes qui compose la quasi-majorité du spray et dont la
vitesse de transfert est plus modérée. La détermination des coefficients de transferts de matiére pour
chacune de ces régions permettra la quantification de la vitesse de transfert dans ces régions et de valider

I’hypothese précédente.

Pour caractériser le transfert se produisant dans la région du film liquide et dans celle des gouttes, la
détermination de coefficients volumétrique de transfert coté liquide (k;a) est réalisée pour chaque
région en utilisant 1’équation 25, pour les gouttes et le film. Le tableau 8 regroupe les aires interfaciales

obtenues avec 1’étude hydrodynamique et les coefficients de transfert calculés pour chaque région.
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ADX AFX
Soluté (0)) (02 0, (0 1)
agouttes 5940 10000
(m*m?)
Afitm
(o) 7022 13600
(¢t~
gouttes 2,84 -0,62 1,15 -0,37
(mg/L)
clr — ¢t
( )fitm 9 185 9 1,85
(mg/L)
E‘SL_I‘; 10,92 15,44 32,07 40,73
(kLa()s{]lc;uttes 4,82 10,37 8,84 24,55
(kL(C:_)ll)rum 147,16 145,58 550,83 456,01
ki 1,84%1073 2,60x107 3,21x107® 4,07x107
(m/s)
(kL()I:[ql;);l)tteS 8,1 1X10-4 1,75)(10'3 8,84)(10'4 2,45><10-3
(kL) fitm 2.1x107 2,110 4,10%107 3,35x10?
(m/s)
(Ps(]g;lsf)t " 2,63x10° 1,23x10° 8,95x10° 8,00x10
qfé/'é')" 1,19x10* 2,42x10° 3,35x10* 5,69%107

Tableau 8 : Récapitulatif des paramétres de transfert déterminés a partir des profils de

concentrations dans le spray pour un débit de 35 L/h lors de I'étude globale du spray.

Les résultats du tableau 8 indique que le coefficient volumétrique moyen de transfert présent au sein du
film liquide est plus « rapide » que dans le reste du spray. En effet si ’on prend le cas de la buse AFX,
le coefficient volumétrique de transfert coté liquide est beaucoup plus élevé pour la région du film
((kLa) Fiim=550,83 s') que celui déterminé pour la région des gouttes ((k,a)gouttes=8,84 s'). Ce
comportement est observé pour les deux solutés et les deux buses étudi€es, il avait également été mis en
avant pour d’autres systémes dans les études de (Simpson & Lynn, 1977; Yeh & Rochelle, 2003; Lin et

al, 1977). Les régions de formation des gouttes et des bulles dans les systémes gaz-liquide proposent
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aussi des vitesses de transfert plus élevées que lorsque ces inclusions sont déja formées comme 1’ont
montré des études sur la formation de bulles (Wegener et al, 2009; Xu et al, 2008; Yang et al, 2016).
Le transfert plus élevé observé dans la région du film liquide peut s’expliquer par la présence d’aires
interfaciales élevées et disponibles pour réaliser les échanges de soluté, comme 1I’a montré 1’étude
hydrodynamique.

La différence de régime de transfert, observée entre les gouttes et le film, peut également provenir de
conditions hydrodynamiques favorables a la diffusion des solutés entre les phases. Comparé aux gouttes
ou la circulation interne du liquide peut quelquefois étre limitée, les fortes vitesses, la faible épaisseur
et les instabilités présentes dans le film liquide offriraient une diminution et un meilleur renouvellement
de la couche limite de diffusion c6té liquide, facilitant la traversée des molécules vers la phase gaz. Pour
connaitre la contribution précise des effets hydrodynamique ou de surface sur le transfert présent au sein
du film liquide, les coefficients de transfert coté liquide k; sont déterminés a partir du coefficient
volumétrique de transfert k; a, et de I’aire interfaciale associée a.

Les valeurs de k; obtenues pour les gouttes sont en accord avec celles que 1’on retrouve dans la
littérature, validant la méthode globale utilisée ici pour caractériser le transfert (Pigford & Pyle, 1951;

Turpin et al, 2008). Le coefficient de transfert déterminé pour le film liquide ((k;) fipm=4,1x107 m/s)
est encore une fois plus élevé que celui obtenu pour les gouttes ((kL) gouttes™ 8,84%x10* m/s). Cette

différence permet de justifier de conditions hydrodynamiques trés favorables au transfert dans le film
liquide comparé aux gouttes.

Le fort transfert se déroulant au sein du film liquide s’explique donc par la mise a disposition d’une trés
forte aire interfaciale associée a des conditions hydrodynamiques trés favorables (vitesse liquide tres
élevées > turbulence) et un potentiel d’échange maximum. Un doute peut toutefois persister quant a la
précision de la méthode de collecte a proximité de la buse, ou les fortes vitesses d’éjection du liquide
peuvent provoquer des remous et de la turbulence dans le collecteur et ainsi augmenter le transfert de
matiere déterminé a priori. Une étude locale du film liquide par des techniques plus avancées est donc
nécessaire pour valider la différence de régime mesurée avec la méthode globale de caractérisation de

spray utilisée jusqu’ici.
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2.1.6.a) Tentative de modélisation de ’intégralité du spray

A partir du diamétre moyen de gouttes et de la vitesse moyenne des gouttes du spray produit par la buse
ADX, un coefficient de transfert k; a été déterminé par la corrélation de SABONI présentée avec
I’équation 12. Ce coefficient modélisé (k;, = 2,1x107 m/s), cohérent avec les valeurs de la littérature,
est ensuite intégré dans I’équation 28 pour prédire 1’évolution du profil vertical de concentration au sein
de la globalité du spray : de la buse au dernier point de collecte. Ces profils modélisés sont présentés sur

la figure 27 pour les comparer avec les profils expérimentaux obtenus avec la buse ADX :
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Figure 27 : Profils expérimentaux (carrés noirs) et modélisés (ligne pleine) de la concentration en
soluté au sein de la phase liquide le long du spray pour la buse ADX dans le cas de I'ozone (gauche)
et du dioxygéne (droite).

La figure 27 montre la modélisation globale du transfert entre la sortie de la buse et le dernier point de
mesure. L’évolution de la concentration modélisée ne suit pas les points expérimentaux. Ni la région du
film liquide, ni la région du nuage de gouttes n’est modélisée correctement. Les forts échanges dans le
film liquide semblent responsables de cette mauvaise modélisation. En effet, la corrélation de Saboni
(équation 12) proposée pour modéliser le coefficient de transfert est valable uniquement pour des gouttes
sphériques qui chutent, elle n’est pas adaptée a la description du transfert de matiére propre au film

liquide.
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2.1.6.b) Modélisation de la partie gouttes uniquement

Pour cette raison, le mod¢le de transfert de gouttes est cette fois-ci appliqué a partir du moment ou les
gouttes sont formées, soit en sortie de film a z=3cm. Le modé¢le corrigé utilise donc la concentration en

soluté mesurée a z=3cm comme concentration initiale (C fo =C ]%Z: 3cm)- Ce modele corrigé est présenté

dans la figure 28 pour comparaison avec les profils expérimentaux :
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Figure 28 : Profils expérimentaux (carrés noirs) et modélisés apreés correction(ligne pleine) de la
concentration en soluté au sein de la phase liquide le long du spray pour la buse ADX dans le cas
de l'ozone (gauche) et du dioxygéne (droite).

Bien que les fortes variations de concentrations dans les premiers centimétres soient ignorées,
I’évolution de la concentration en soluté dans le nuage de goutte, une fois les gouttes formées, est trés
bien modélisée comme en témoigne la proximité des points expérimentaux avec la courbe modélisée.
Cela confirme la validité des coefficients de transfert de goutte déterminés et du modéele utilisé pour des
échanges de soluté entre des gouttes liquides et une phase gaz. La région du film liquide n’est pas
modélisable avec le type de corrélation utilisées ici qui s’appuie uniquement sur la vitesse et le diameétre
des gouttes produites par la pulvérisation. Cette différence de modélisation illustre la différence
d’écoulement dans ces deux régions, et notamment la différence de régime de transfert qui en résulte. A
ce jour, aucune corrélation n’existe dans la littérature pour décrire le transfert se déroulant au sein de ce
film liquide. Le manque de précision spatiale et temporelle de la méthode globale de collecte ne permet
pas de produire de corrélations pertinentes permettant de définir les paramétres clés du transfert dans le
film. Une étude locale permettrait 1’obtention de telles corrélations et rendrait possible la modélisation

du transfert dans un spray depuis la zone de formation jusqu’au nuage de gouttes.
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2.2) Etude locale du film liquide

L’étude globale justifie la nécessité d’une étude approfondie de la région du film liquide. La méthode
colorimétrique proposée dans la section matériel et méthode permet la mesure de I’épaisseur du film
liquide ainsi que la détermination du profil de concentration en soluté transféré dans le film. Elle repose
sur ’utilisation de la loi de Beer-Lambert a travers 1’épaisseur du film. Avant toute mesure d’absorbance

pour la détermination des paramétres du film, la validité de cette loi doit étre prouvée.

2.2.1.a) Incidence normale de la lumiere pour utiliser la loi de Beer-Lambert

La premicére étape de la procédure de validation de la loi de Beer-Lambert est de déterminer si le systéme
optique produit des rayons lumineux dont I’incidence avec le film liquide est bien normale. L’équation
de Fresnel précise la proportion des rayons lumineux qui sont réfléchis a I’interface de deux milieux
optiques d’indices différents (Trager, 2012). En considérant I’incidence normale des rayons lumineux,
cette équation lie I’intensité lumineuse avant et apres la traversée de I’interface. Le systeme air/film
liquide proposant 2 interfaces gaz-liquide, 1’équation de Fresnel donne :

2
(Iref) _ <1 _ (nair B nsolution)2>
[O Nair + Nsolution

théorique

Equation 46
Avec ngjr et Ngoryution Tespectivement les indices optiques de 1’air et de la solution de référence et I,
I’intensité regue par la caméra sans pulvérisation de solution.
Notons que I’indice optique de la solution n’est que faiblement impacté par la présence du glucose en
solution (Weber, 2018).
En mesurant I’intensité du fond lumineux seul (/) recu par la caméra quand aucun liquide n’est
pulvéris€ et en le comparant avec I..y obtenue quand la solution de référence est pulvérisée, il est
possible de tracer la fraction de I’intensité lumineuse perdue par la traversée successive des deux

interfaces gaz-liquide comme illustré a la figure 29.
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Figure 29 : Ratio entre l'intensité lumineuse du fond Iy et de I'intensité I..r mesurée lors du passage
de la solution de référence a diftérents débits le long du film liquide pour la buse AFX (A). Images
avec une prise de vue plus large pour observer entiérement le film liquide de face (B) et de cété
(C). Le rectangle rouge représente la fenétre optique définie pour le débit de 22.61 /h.

Les fortes variations obtenues pour les courbes expérimentales a la figure 29A entre z = Ocm et z =
0,3cm correspondent a la partie de ’image ou la buse est localisée. Comme le montre les figures 29B et
C, la lumiére ne traverse pas la buse de pulvérisation, cette partie apparait donc en noir sur I’image ce
qui correspond a des faibles intensités lumineuses. Ceci est le cas pour le profil du fond [y(z) et de la
solution de réference I, (), ainsi le ratio de ces faibles valeurs d’intensités varie fortement notamment

avec le bruit de la caméra qui provoque de 1égéres variations d’intensité.

De plus, sur la seconde partie de la figure 29A, a partir d’environ z=3cm, les courbes varient fortement
et s’¢éloignent de 1’équation 46 de Fresnel. Cet écart est dii a I’augmentation des instabilités au sein du
film comme le montre la figure 29C. Avec cette vue de c6té, il est possible d’observer 1I’amplitude
grandissante des oscillations dans la direction de 1’écoulement. Cela se traduit, comme illustré par la
figure 23, avec I’apparition de « plis » sombres au cceur du film liquide qui provoquent des réductions
locales d’intensités regues a la caméra. Ces instabilités grandissantes ménent a la rupture du film liquide,
et cette rupture semble étre décrite par la diminution des courbes sur la seconde partie du graphique en
figure 29A. Cette diminution se produit plus proche de la buse pour les débits élevés, ce qui pourrait

signifier que les films produits sont plus courts avec I’augmentation du débit.
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2.2.1.b) Détermination des fenétres optiques d’incidence normale de la lumiére

Les courbes expérimentales et celles prédites par 1’équation 46 de Fresnel pour la majorité de la région
étudiée définie par le carré rouge, sont relativement proches. 11 semble donc que 1’incidence normale
des rayons lumineux a travers le film liquide soit respectée. Il est ensuite nécessaire de déterminer les
fenétres optiques ou cette incidence normale peut étre considérée valide. Les fenétres optiques pour les

debits de 22,6 et 30,5L/h sont définies par les régions ou les courbes I..f /Iy s’€loignent de moins de

1% de la théorie de Fresnel. Les fenétres optiques résultantes sont comprises entre z = 0,3cm et z =
2,9cm pour le débit de 22,6L/h, et entre z = 0,35cm jusqu’a z = 2,5cm pour le débit de 30,5L/h. Le débit
de 36,7L/h voit sa courbe expérimentale étre plus éloignée de la théorie que celle des plus faibles débits,
sa fenétre optique est donc définie pour un écart de 2% avec 1’équation de Fresnel. Il en résulte une
fenétre optique plus courte, de z = 0,5cm a z = 2,0cm. Il faut noter qu’aucune fenétre optique ne débute
a z = 0Ocm du fait de la présence de la buse et que I’incidence normale ne semble pas respectée dans les

premiers millimétres aprés la buse. Les fenétres optiques ainsi définies sont présentées sur la figure 30 :

22,6L/h 30,5L/h 36,7L/h

Figure 30 : Fenétres optiques définies pour respecter une incidence normale de la lumiére a
travers le film liquide produit par la buse AFX. Les rectangles rouges, bleus et noirs représentent
respectivement les régions 1, 2 et 3.
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2.2.1.c) Absorbances des solutions pulvérisées

Une fois la fenétre optique définie pour chaque débit testé, les profils d’absorbances dans le film liquide
le long de I’axe Z sont déterminés a partir des équations 31 et 32. Pour le débit de 22,6L/h, les
absorbances mesurées le long de la région 1 pour les solutions de calibrations et expérimentales

pulvérisées sont représentées sur la figure 31.
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Figure 31 : Profils dabsorbance dans la fenétre optique définie pour le débit de 22,6L/h, pour
différentes solutions pulvérisées de concentration constantes en RSO (solutions de calibrations)
et pour une solution de DHR (expérimentale) avec la buse AFX.

La solution Calibration-6mgO,*¥/L qui contient 120mg/L de RSO a une absorbance plus forte que la
solution Calibration-3mgO,*Y/L et ses 54mg/L de RSO. Pour cette derniére solution, I’absorbance est
également plus élevée que 1’absorbance de la solution Calibration-2mgO,*YL contenant 40mg de RSO
par litre. Il semble donc que pour des solutions pulvérisées de concentrations croissantes en RSO, les
absorbances déterminées augmentent avec la concentration en RSO. Cette tendance est cohérente avec

la loi de Beer-Lambert.
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Aussi, les profils d’absorbances des solutions de calibration montrent un comportement commun : la
diminution de I’absorbance le long du film. Selon la loi de Beer-Lambert telle que définie a 1’équation
32, pour une concentration constante en colorant, le seul paramétre responsable d’une diminution de
I’absorbance est 1’épaisseur de liquide traversée par la lumiére. La diminution de I’absorbance des
solutions de calibrations dont la concentration en RSO est constante le long du film semble donc décrire
une diminution de 1’épaisseur du film liquide dans la direction de 1’écoulement.

Le comportement des absorbances dans le film liquide semble en accord avec la loi de Beer-Lambert,
mais avant de réaliser une étude quantitative sur les différents paramétres composant cette absorbance,
il est nécessaire de justifier la linéarité de ces paramétres au sein de 1’équation 32 pour le systéme optique
présenté.

2.2.1.d) Linéarité de la loi de Beer-Lambert

Pour vérifier la linéarité de la loi de Beer-Lambert, il est nécessaire d’associer les absorbances mesurées
a leurs valeurs respectives de concentration et d’épaisseur. Alors que les concentrations sont facilement
déterminées a partir de la masse de colorant et du volume utilisés lors de la préparation des solutions de
calibration, 1’épaisseur du liquide est quant a elle inconnue.

Pour un débit donné, il est supposé que la buse produit un film dont le profil d’épaisseur sera toujours
identique pour ce débit. Les instabilités au sein du film provoquent 1’apparition de mouvements
ondulatoires qui sont responsables de diminutions locales de I’intensité du fait de 1’ oscillation du liquide
devant et derriére le plan focal de la lentille. Ces instabilités provoquent également des déformations de
I’interface ce qui modifie I’incidence normale de la lumiére a travers le film. Cependant, la fréquence
d’apparition de ces instabilités est trés faible dans les fenétres optiques définies, c’est pourquoi 500
images ont été moyenné pour « gommer » le cas des images ou ces instabilités apparaissent.

La figure 32 représente 1’absorbance mesurée a une position donnée du film en fonction de la
concentration en RSO de différentes solutions de calibration pulvérisées. A une position de 0,52cm du
bord de I’image (carré sur la figure 32), I’évolution d’absorbance mesurée pour les 2, 3 et 6 mgO,*YL
est lin¢aire. Cette relation lin€aire entre 1’absorbance et la concentration a €galement ét¢ mise en
évidence pour différentes positions dans le film, comme illustré par les différentes droites de la figure

32. Les lin¢arités observées valident I’utilisation de la loi de Beer-Lambert pour notre systéme optique,
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dans le respect des fenétres optiques définies. Il faut noter que la solution de 10mgO,*Y/L n’est pas
représentée sur la figure 32 car elle ne respectait pas la linéarité avec les 3 autres solutions. Cela provient
probablement du fait que la concentration en resazurine étant élevée pour cette solution la loi de Beer-
Lambert ne s’appliquait plus car elle est seulement valable a dilution infinie sans interactions entre

solutés.
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Figure 32 : Graphique : absorbances des solutions de RSO pulvérisées avec la buse AFX en fonction
de leur concentration, pour différentes positions dans le film liquide pour un débit de 22,6L/h
dans la région 1. lllustration : les différentes positions sont indiquées sur l'image du film liquide
avec leurs symboles correspondants, et le rectangle en pointillés rouge représente la fenétre
optique pour le débit de 22,61 /h.
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Selon 1’équation 32, la pente des courbes de la figure 32 correspond au terme € X §(z). Les pentes de
ces droites diminuent avec la distance dans le film. Le coefficient d’extinction molaire € est une propriété
intrinséque et constante du colorant, ainsi la réduction des pentes avec la distance dans le film s’explique
par la diminution de 1’épaisseur du film, comme le suggérait la figure 31.

2.2.1.e) Détermination du coefficient d’extinction molaire € de la RSO

Avec la figure 32, la linéarité entre 1’absorbance et la concentration en colorant dans le liquide a été
prouvée, I’équation 32 est donc valide pour permettre une analyse quantitative des différents paramétres
issus de la mesure d’absorbance a travers le film liquide. Pour permettre cette quantification, il est
nécessaire de déterminer € pour utiliser 1’équation 32. Les spectres de la figure 33 ont été obtenus avec
un spectrophotométre conventionnel (Jasco V-630, Allemagne), en mesurant 1’absorbance de solutions

de RSO de concentrations différentes :
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Figure 33: Spectres de solutions de RSO a différentes concentrations mesurées par un
spectrophotomeétre (gauche) et la courbe d’étalonnage correspondante a 572nm (droite).

Les spectres présentés sur la figure 33 montrent une absorbance maximale a 572nm. C’est la raison pour
laquelle un filtre laissant passer les rayonnements autour de 550nm a ét¢ installé devant le panneau LED.
11 assure que la caméra re¢oive uniquement des rayons lumineux absorbables par la RSO. En mesurant
I’absorbance a 572nm des solutions diluées de RSO, le coefficient d’extinction molaire a été déterminé

et vaut 45754 M'.cm™. La longueur d’onde d’absorbance maximale et la valeur de & obtenues sont
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cohérentes avec les valeurs trouvées dans la littérature pour la RSO : 4 a4 7x10* M'em™! (Maeda et al,
2000).

Finalement, pour le systéme optique présenté, 1’incidence normale de la lumiére a travers le film peut
étre considérée pour des fenétres optiques bien définies. La linéarité entre absorbances mesurées et
concentration a été mise en évidence pour plusieurs positions dans le film, validant I’ utilisation de la loi
de Beer-Lambert pour 1’analyse quantitative de 1’épaisseur du film et de la concentration équivalente en
dioxygene. Ainsi la présente méthode permet une analyse locale du transfert de matiere au sein du film
liquide.

2.2.2.a) Observations qualitatives

Des images successives du film liquide ont été acquises pour différents débits pulvérisés a travers la
buse AFX, elles sont présentées dans la figure 34. Il est possible d’observer que pour des débits
croissants, I’angle du film liquide (initialement autour de 80°) s’agrandit et semble augmenter la largeur
du film produit. Cela parait cohérent car la cohésion du liquide est assurée par les forces de tension de
surface, et les débits élevés apportent plus d’énergie cinétique au liquide, ce qui contrebalance ces forces
de tension de surface. Cette réduction de la cohésion du liquide est également représentée par la présence
plus nombreuse d’instabilités au sein du liquide pour les hauts débits testés. En effet la présence de plis
sombres dans le film liquide est plus fréquente pour le débit de 30,5L/h et 36,7L/h. De plus, la rupture
du film liquide semble se produire plus proche de la buse pour ces forts débits. Malgré les instabilités
présentes au bout du film liquide pour les 3 débits, le ceeur du film quant a lui semble relativement stable
dans le temps, du moins pour sa partie supérieure (proche de la buse) ou aucun motif de vague n’est
identifiable d’une image a I’autre. Les fenétres optiques définies ne semblent donc pas perturbées par

les instabilités du film.
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Figure 34: Images successives du film liquide a différents débits pulvérisés a travers la buse AFX.

Dans tous les cas, la largeur du film augmente dans la direction de 1’écoulement jusqu’a la rupture du
film liquide. En effet, pour respecter la conservation du volume liquide dans la direction Z, il semble
inévitable que I’augmentation de la largeur du film soit accompagnée d’une diminution de son épaisseur.

L’analyse d’image permet de quantifier cette observation qualitative.

2.2.2.b) Profils de largeur de film

A I’aide d’un algorithme de détection de bords pour déterminer le contour du film liquide, la distance
entre les bords qui correspond a la largeur du film est déterminée et son évolution le long de I’axe Z est
présentée sur la figure 35. Cette procédure confirme que la largeur du film augmente dans la direction
de I’écoulement. L’observation d’une rupture du film plus précoce dans le cas de I’augmentation du
débit est également confirmée par la figure 35 ou les courbes s’arrétent a partir de la non-détection des
bords par I’algorithme. Pour des débits croissants, la largeur du film augmente mais sa rupture se produit

plus tot.
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Figure 35: Evolution de la largeur du film liquide en fonction de la distance dans le film pour 3
débits diftérents avec la buse AFX.

L’intégration de I’équation 38 le long de I’axe Z permet 1’évaluation de la surface du film liquide produit
par chaque débit. Les surfaces du film pour les débits de 22,6L/h, 30,5L/h et 36,7L/h sont respectivement
égales 4 8,51x10*m?2, 7,61x10*m? et 5,63x 10 m?, indiquant une réduction de la surface de film avec

I’augmentation du débit liquide.

2.2.2.¢) Profils d’épaisseurs du film

A partir de 1’absorbance des différentes solutions de calibration de RSO et du coefficient d’extinction
molaire (¢ =45754 M'.cm™), les profils d’épaisseur du film liquide le long de ’axe Z sont déterminés

a partir de 1’équation 33 et présentés sur la figure 36.
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Figure 36 : Profils d'épaisseur le long du film liquide produit par la buse AFX pour diftérents débits
et régions d’études.

Comme |’ont laissé penser les précédentes observations, 1’épaisseur du film liquide diminue avec la
distance a la buse. D’environ 30um en sortie de buse, 1’épaisseur du film liquide diminue ensuite jusqu’a
atteindre une valeur proche de Sum aprés 2 voire 3 cm. Les profils d’épaisseurs sont relativement
identiques pour les 3 débits testés, méme si le profil du débit de 36,7L/h semble étre associé a une valeur
d’épaisseur plus faible que les deux autres. Bien que les profils de largeur soient différents pour les trois
débits testés, les profils sont similaires en ce qui concerne 1’épaisseur du film liquide et son évolution.
11 faut noter que 1’épaisseur du film est bien inféricure a celle déterminée par analyse d’image lors de

I’étude globale, ou I’épaisseur du film avait été estimée a 150pum pour la méme buse AFX.
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Aussi pour un film liquide produit par un débit donné, I’hypothése de conservation du volume liquide
est cohérente : si la largeur du film augmente dans le sens de 1’écoulement alors 1’épaisseur du film est
réduite pour permettre une redistribution du volume liquide vers la largeur.

De plus, il a été vu que la surface du film diminuait avec I’augmentation du débit et que les profils
d’épaisseurs varient peu avec le débit, donc il semble que le volume du film soit réduit pour des débits
grandissants.

Pour les trois débits étudiés, 1’ épaisseur semble relativement homogene au sein du film comme le montre

la proximité des épaisseurs évaluées sur les 3 régions d’études.

En plus de la mesure de 1’épaisseur du film, I’originalit¢é de la méthode présentée réside dans
I’acquisition de profils de concentration en dioxygeéne ayant transféré dans le liquide.

La figure 31 représente I’absorbance d’une solution expérimentale de DHR s’oxydant en RSO lors de
sa pulvérisation avec la buse AFX. On y voit également les absorbances des solutions de calibrations de
RSO a différentes concentrations déja oxydées avant pulvérisation. La variation d’absorbance le long
du film pour la solution expérimentale est produite par I’oxydation de la DHR incolore en RSO rose
mais également par la variation de 1’épaisseur du film liquide. Les évolutions d’absorbances des autres
solutions sont uniquement dues a la variation d’épaisseur du film car la concentration de ces solutions
en RSO est constante du fait de 1’étape d’aération avant la pulvérisation. 11 est possible d’observer que
le profil de la solution expérimentale ne suit pas la méme évolution que celui des solutions de
calibrations. En effet, cette évolution du profil est régie par la contribution de 1’épaisseur du film auquel
se superpose celle de I’oxydation de la DHR, et donc ’effet de I’augmentation de la concentration en
RSO au sein de cette solution pulvérisée. En effet, cette courbe expérimentale coupe les courbes de
calibrations des solutions a 3 et 6mgO,°Y/L, ce qui indique bien I’augmentation de concentration en RSO
au sein de la solution expérimentale pulvérisée.

A partir de ’absorbance enregistrée a travers le film liquide lors de la pulvérisation d’une solution de
DHR et connaissant le profil d’épaisseur du film, I’équation 35 permet d’obtenir le profil de
concentration en dioxygéne ayant diffusé depuis 1’air vers la phase liquide, et cette évolution est
présentée sur la figure 37(A,B,C).
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Figure 37: Profils en dioxygéne équivalent le long du film liquide déterminé avec I'équation 16
dérivée de la loi de Beer-Lambert. La buse AFX réalise la pulvérisation. Les barres d’erreurs
représentent [l'écart type standard de 6 acquisitions pour la pulvérisation de la solution
expérimentale, elles ne sont représentées que pour quelques points par soucis de clarté.

Comme attendu, la concentration en dioxygene équivalent augmente le long du film liquide pour les
trois débits testés comme I’illustre la figure 37(A,B,C). Par exemple, pour le débit de 22,6L/h, la
concentration en dioxygeéne équivalent débute a 2mg/L au début de la fenétre optique (0.3cm) et atteint
des valeurs autours de Smg/L au bout de 3cm dans la région 1. II faut noter que ces profils débutent tous
avec une concentration non nulle alors qu’aucun transfert de dioxygéne n’est attendu avant le début de
la pulvérisation. Il est possible que la solution expérimentale s’oxyde par la présence de dioxygéne

adsorbé dans les tuyaux raccordant la bouteille de solution a la buse. En effet lors du changement de
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solution, le tuyau de pompage de la solution est sorti a I’air libre avant d’étre immergée dans la nouvelle
solution a pulvériser, c¢’est & ce moment-la que du dioxygene de I’air peut rentrer dans le tuyau ou
s’adsorber sur sa surface.

Afin d’avoir des profils qui expriment seulement 1’évolution de concentration en dioxygéne di au

transfert entre Iair et le film liquide, les profils de la figure 37(A,B,C) sont normalisées par la
concentration a saturation (Cé’z*=8mg/L) et la concentration initiale est fixée a Omg/L. Ces profils

corrigés sont présentés dans la figure 37D. La comparaison des profils pour différents débits semble
indiquer une augmentation du transfert de matiére avec le débit pulvérisé car les pentes des courbes sont
plus importantes pour les hauts débits. Par exemple, pour le débit de 22,6L/h, la concentration en
dioxygene a atteint 35% de la concentration a saturation apres 3cm parcourus dans le film, alors que
pour le débit de 30,5L/h, cet état a été atteint aprés 2cm seulement.

La figure 37 permet également de comparer le transfert au sein des différentes régions étudiées. Pour un
méme débit, et a distance équivalente dans le film depuis la buse, la concentration en dioxygéne est
légérement plus grande dans la région 1 que dans la région 2, et cette dernicre plus élevée que dans la
région 3. Le transfert de matiére n’est donc pas totalement uniforme dans le film, il semble maximal au
ceeur du film et devient plus faible a I’approche des bords du film liquide.

Bien que les barres d’erreurs restent significatives quant a la précision des mesures présentées, les
valeurs moyennes obtenues de concentrations dans le liquide sont cohérentes avec les valeurs attendues :
de I’eau liquide en équilibre avec 1’air ambient a pression atmosphérique et a 20°C tend vers une
concentration en dioxygéne dissous de 9mg/L. Si’on intégre ce profil local de dioxygéne transféré dans
le film liquide avec le profil global obtenu précédemment lors de 1’absorption de dioxygéne, on obtient
la figure 38 qui illustre une bonne continuité des résultats obtenus a ces deux échelles de mesure. La
méthode locale proposée permet ainsi de combler 1’absence d’informations sur 1’évolution de la
concentration en oxygene dans le film liquide. Les deux méthodes mettent en lumiére un trés fort
transfert de matiére dans le film liquide. Il est donc maintenant raisonnable d’attribuer les variations de
concentrations en soluté dissous dans cette zone a des phénomeénes de transfert, et les doutes qui pouvait

exister quant a la fiabilité de la méthode globale peuvent étre levés.
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Figure 38: Profils de concentration en dioxygéne obtenu dans le cas d’une méthode globale par
collection du liquide pulvérisé avec la buse AFX (carrés noirs) et dans le cas de la méthode locale
par absorption lumineuse (ligne) pour une configuration d’une absorption de dioxygéne dans un

spray.
A partir des profils de concentration en dioxygéne dans le film liquide, deux approches permettent
d’obtenir les coefficients de transfert coté liquide dans le film. Une premiére analyse locale est réalisée

en se basant sur I’évolution de concentration en dioxygeéne pixel par pixel (autrement dit la variation

¢lémentaire

d[o2]
d

) pour différentes positions dans le film en utilisant 1’équation 39. Cela permet une

description précise du transfert le long du film. Les résultats de ces analyses sont reportés sur la figure
39 et dans le tableau 9. L’équation 40 quant a elle permet une analyse globale pour I’ensemble du film
afin d’obtenir une valeur unique k; représentant le coefficient de transfert moyen c6té liquide dans tout

le film (tableau 10).
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Figure 39: Coefficients de transfert coté liquide déterminés par une démarche locale avec
l'équation 21 pour différents débits pulvérisés avec la buse AFX. Chaque point représente la valeur
moyenne de 6 répétitions expérimentales. Les écarts types standards sont reportés dans le
tableau 5 dans un souci de clarté.

La figure 39 montre pour les trois débits une augmentation du coefficient de transfert de matiére coté
liquide k; avec la vitesse du fluide. En effet, lors du passage par un méme orifice de buse,
I’augmentation du débit se traduit par une augmentation de la vitesse du fluide. Le transfert de maticre
est donc plus fort lors de 1’utilisation de débits de liquide élevés.

Pour les trois débits testés, la région 1 présente les coefficients de transfert c6té liquide les plus grands,
confirmant un transfert plus fort au cceur du film qu’a ses extrémités.

Le coefficient de transfert coté liquide k; diminue le long du film. En effet les coefficients déterminés
a0,5cm dans le film sont plus élevées que ceux obtenues a 2cm dans le film. Ce comportement se produit
pour chaque débit et région testés. Comme ce coefficient dépend de la vitesse du fluide, la diminution
du transfert le long du film est trés certainement liée a la décélération du liquide dans le sens de

I’écoulement. En effet, pour le débit de 36,7L/h, la vitesse du film liquide est estimée a 12,98m/s et la
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caractérisation hydrodynamique réalisée lors de 1’étude globale indiquait des gouttes dont la vitesse était
de 8,5m/s. Cela indique que le film liquide perd de la vitesse entre sa sortie de la buse et sa rupture en
gouttes, ralentissement probablement occasionné par les phénomeénes de frottements entre la phase
liquide en éjection et la phase gaz immobile.

Les résultats de k; obtenus pour le débit de 36,7L/h semblent diminuer fortement le long du film,
particuliérement pour les distances de 1,5 et 2cm, contrairement aux deux autres débits. Il ne semble pas

raisonnable d’attribuer ce comportement & un phénoméne de transfert de matiere, mais plutot a une

. . . . o . dfo
incertitude de mesure. En effet ces coefficients sont déterminés pixel par pixel avec le calcul de %, et

I’évolution de concentration en dioxygene propose des variations considérables a ces distances de 1,5
et 2cm comme le montre la figure 37C. Les coefficients déterminés dans ces conditions sont donc trés
différents de ceux obtenus pour les deux autres débits dont I’évolution en concentration est relativement
linéaire sur toute la fenétre optique. De plus, pour ce débit de 36,7L/h, la fenétre optique était définie
pour une différence de 2% avec 1’équation de Fresnel contre 1% pour les deux premiers débits. Cela

peut expliquer la forte variation des coefficients obtenus pour ce débit de 36,7L/h.

Analyse locale, « pixel par pixel »
Parameétres Région 1 Région 2 Région 3
Q U z w k.10
(L/h) (m/s) (cm) (cm) (m/s)
0,5 0,84 5,1 (£2,7) 5,0 (£3,0) 4,8 (+4,1)
1 1,38 3324 3,1 (£1,1 3,0 (£3,0
2.6 7.99 (2.4) (=1,1) (3,0)
1,5 1,71 2,7 (£2,4) 2,5 (£3.4) 2,4 (£5.,5)
2 1,91 2,3 (£3,1) 2,2 (+4,2) 2,1 (£1,1)
0,5 0,93 9,0 (+4,0) 7,9 (£2,7) 7,5 (£4,1)
1 1,56 6,5 (£3.,5 6,2 (£4,2 6,0 (£4,2
30,5 10,79 #3,5) (4.2) (+4.2)
1,5 1,99 5,5 (7,1) 5,3 (x6,1) 5,1 (£5,3)
2 2,29 4,8 (£5,8) 4,4 (£5,0) 4,3 (£9,2)
0,5 0,89 11,8 (+4,0) 10,8 (£7,3) 10,1 (£7,4)
1 1,69 5,7 (£3,7 7,8 (£6,5 7,4 (£8,5
36,7 12,98 @37 (*6,5) (*8,9)
1,5 2,12 6,4 (£8,2) 5,4 (£8,5) 5,3 (£9,6)
2 2,35 4,1 (£8,5) 2,1 (£9,1) 2,2 (£10,4)

Tableau 9: Paramétres utilisés pour la détermination dek; et ses valeurs calculées avec I'équation
21. Les valeurs représentent la moyenne des 6 répétitions expérimentales, et les écarts types

standards sont indiqués entre parenthéses.
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L’analyse du transfert réalisée sur la globalité du film est présentée dans le tableau 10. Les résultats de
cette analyse confirment également 1’augmentation du transfert dans le film liquide avec le débit de
pulvérisation. Elle confirme aussi que le transfert est plus fort au cceur du film dans la région 1 et diminue

en se rapprochant des bords pour la région 2 puis 3.

Analyse globale du film

Z Q w AC k.10’
(cm) (L/h) (cm) (mg/L) (m/s)

Région 1 1,98 2,8

22,6 1,56 Région 2 1,91 2,7

Région 3 1,79 2,5

Région 1 3,10 5,0

1,8 30,5 1,83 Région 2 2,99 4,8

Région 3 3,02 4,8

Région 1 3,44 6,6

36,7 1,84 Région 2 2,96 5,7

Région 3 2,52 49

Tableau 10 : Paramétres utilisés pour la détermination de (ki) et ses valeurs calculées avec
l'équation 22,

A partir de ces valeurs et en considérant une vitesse de réaction k entre le dioxygéne et la DHR de
1,28%10° M.s! (Yang et al, 2016), le nombre de Hatta a été déterminé, il est compris entre 0,23 et
0,54. Des valeurs de Hatta inférieures a 0,3 indiquent que la réaction entre le dioxygene dissous et la
DHR n’accélére pas la vitesse de transfert, nos valeurs de coefficients de transfert sont donc équivalentes
a celles que I’on obtiendrait sans présence de réaction chimique. Les valeurs obtenues n’étant pas
sensiblement plus grandes que 0,3, il est possible de considérer que notre méthode de mesure relate
fidélement le transfert de matiére se déroulant au sein d’un film liquide avant atomisation.

Comme aucune corrélation n’est actuellement présente dans la littérature pour la région du film
précédent la formation des gouttes lors de la pulvérisation, une corrélation est proposée a partir des k;,
obtenus. Il s’agit de relier avec une loi puissance le transfert qui se déroule dans le film, représenté par
le nombre de Sherwood, a son hydrodynamique exprimé avec le nombre de Reynolds. Cette corrélation

est présentée sur la figure 40.
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Figure 40 : Corrélation obtenue entre le nombre de Sherwood (équation 41) et de Reynolds
(équation 42) déterminés a partir des valeurs expérimentales de k;, et de débits Q;.

Seulement 3 conditions de débits ont été testées, ce qui n’est pas assez pour produire une analyse
compléte et rigoureuse de transfert de mati¢re. Cependant, I’exemple de corrélation donné a la figure 40
pour 3 débits démontre qu’il est possible d’obtenir une corrélation acceptable (R?>=0,995) entre le
transfert de matiere et I’hydrodynamique du liquide. Généralement, les corrélations reliant le Sherwood
au Reynolds pour des gouttes ou des bulles proposent des exposants de 0,5 pour le nombre de Reynolds
(Codolo & Bizzo, 2013; Kumar & Hartland, 1999; Tanda et al, 2011). La présente corrélation semble
révéler un tres fort effet de ’hydrodynamique sur le transfert, le nombre de Reynolds étant a la puissance
1,783. Ce comportement a déja été mis en évidence lors de 1’étude du transfert de matiére associé a la
rupture d’un jet cylindrique (Srinivasan & Aiken, 1988). Ce résultat marque I’importance du débit de
liquide sur le transfert de matiére se produisant dans la région de formation des gouttes comparé aux
systémes gouttes déja formées. Cependant, la corrélation proposée dans ce travail s’est intéressée
uniquement a I’effet du débit, d’autres parametres, tels que la viscosité, la tension de surface, devraient

probablement rentrer en jeu dans le contréle du transfert se déroulant au sein du film liquide.
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Finalement, 1’étude locale proposée a permis d’améliorer les connaissances relatives a
I’hydrodynamique et au transfert de matiére présent dans le film liquide. Le film liquide formé a la sortie
de la buse subit une expansion de sa largeur ainsi qu’une diminution de son épaisseur dans le sens de
I’écoulement. L’augmentation du débit de pulvérisation produit des films plus larges mais plus courts.
En conséquence, le volume de film liquide produit est plus faible pour les débits élevés. Il est maintenant
raisonnable d’attribuer les fortes variations de concentrations en soluté mesurées dans le film au seul
phénomene de transfert, et non a des éventuelles incertitudes de mesures. Ce transfert augmente avec le
débit pulvérisé. On remarque également que le transfert est plus fort au centre du film qu’a ses extrémités
et il diminue le long du film, dénotant une probable décélération du film liquide due aux frottements
avec la phase gazeuse. Les coefficients de transfert ont été déterminés pour le film et ont été utilisés
pour I’établissement d’une corrélation reliant le transfert dans le film liquide a son hydrodynamique,
permettant la réalisation de modéles pour caractériser le transfert se produisant dans la globalité d’un

spray, depuis le film liquide jusqu’aux gouttes composant 1’essentiel du spray.
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2.3) Modélisation _du phénoméne de transfert et stratégie de réduction de la

désorption

L’étude globale du spray a permis de confronter avec succes la corrélation générale de transfert pour
une goutte en chute dans une phase gazeuse (équation 12) dans le cas d’un ensemble de gouttes produit
par la buse de pulvérisation AFX en absorption et désorption. Comme réalisé a la figure 28, le profil de
concentration en ozone dissous dans le nuage de gouttes est modélisable, simplement a partir des
diamétres et vitesses de gouttes déterminés expérimentalement. Cependant la corrélation utilisée dans
ce cas n’est pas applicable au film liquide c’est pourquoi il est important de proposer maintenant un
modele pour la partie film avec les coefficients de transfert précédemment obtenus pour chaque
condition opératoire.
L’utilisation des deux mode¢les film et gouttes, permet ensuite de prédire 1’évolution de la concentration
en ozone dissous dans la phase liquide (film liquide plus gouttes) lors de la pulvérisation d’eau ozonée.
Pour chaque région, film et gouttes, le bilan matiére sur la phase liquide s’écrit :
CH(z) = CjL’* - (CjL'* - CjL’O) exp(—k,ar)

Equation 47
Dans la région du film liquide I’évolution de la concentration en ozone est modélisée par 1’équation 47
en considérant les 3 premiers centimétres du spray (de z=Ocm a z=3cm), avec comme coefficient de
transfert k; celui obtenu lors de I’étude expérimentale pour le débit de 36,7L/h (6,6x10° m/s dans la

région 1). Le produit at est calculé par 1’équation 48.

S, S, 2wz
aT=—T7T=—=——
vV, Q. @

Equation 48
La concentration initiale C53,0 d’eau ozonée pulvérisée par la buse a été fixée a 1,85mg/L comme dans

le cas des expériences conduites avec ’0zone lors de 1’étude globale. A partir de z=3cm, ¢’est ensuite
le modéle valide pour les gouttes qui est utilisé pour prédire I’évolution de la concentration dans le reste

du spray, avec une concentration initiale pour le mod¢le correspondant a la concentration déterminée a
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3cm par le modéle du film liquide. La figure 41 montre les profils expérimentaux et modélisés de 1’ozone

dissous lors de la pulvérisation :

2,5 .
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Figure 41: Profils expérimentaux et modélisées d’ozone dissous dans la phase liquide lors de Ia
pulvérisation d’eau ozonée par la buse AFX a un débit de 35L/h.

La figure 41 montre que la combinaison des deux modéles permet une représentation fidéle de
I’évolution de la concentration en ozone dissous le long du spray. Contrairement a la modélisation
réalisée lors de I’étude globale, tout le spray est correctement modélisé, depuis le film liquide en sortie
de la buse jusqu’a 80cm en aval dans le nuage de gouttes. Ce type de mod¢cle permet d’identifier les
paramétres sur lesquels il est possible de jouer pour réduire le phénomeéne de transfert et conserver la
concentration en ozone dissous maximale a une distance donnée.

Le flux de transfert tel qu’il est modélisé fait intervenir plusieurs paramétres agissant sur le transfert : le
coefficient de transfert k;, I’aire interfaciale a, le temps de contact T entre la phase liquide et la phase
gaz, et le potentiel d’échange (Cé': - C53). Il s’agit dans un premier temps de savoir s’il est possible
d’agir physiquement sur ces parameétres.

Concernant le coefficient de transfert de maticre k;, il a été vu que seul le débit de liquide pulvérisé
exercait une influence sur ce paramétre. C’est une propriété intrinséque a I’écoulement du liquide que
seul un changement de vitesse de la phase liquide modifie. Dans le cas du procédé de pulvérisation, les
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buses disposent de gammes de débits limitées pour respecter une atomisation de qualité. Il n’est donc
pas réalisable de diminuer un débit de pulvérisation pour réduire le transfert, surtout que la réduction du
débit de pulvérisation entraine une réduction de la vitesse d’avancement du pulvérisateur sur site,
rallongeant la durée de traitement par 1’exploitant agricole.

Le procédé de pulvérisation a comme but premier de créer une forte surface en utilisant le moins de
volume de liquide possible. En ce sens, il parait difficile de vouloir réduire I’aire interfaciale a produite
par les gouttes du spray. Il est simplement possible d’utiliser des buses produisant des grosses gouttes
(Tournois et al, 2015) tant que la qualit¢é de pulvérisation convient a 1’application concernée, ici
I’agriculture. Généralement, les grosses gouttes pulvérisées ont des vitesses plus faibles (cf tableau 7)

et donc un temps de contact plus long avec la phase gaz pour réaliser les échanges gaz-liquide.

Le dernier paramétre qui permet d’agir sur le transfert est le potentiel d’échange (Cé’: - Cég). Avec une
concentration dans la phase gazeuse (I’air ambiant) quasiment nulle pour I’0zone, la concentration
théorique a saturation dans le liquide est également nulle C, 33* = Omg/L. Ce potentiel d’échange est alors

constamment maximal et négatif, ce qui résulte en une forte désorption des molécules d’ozone. En

enrichissant la phase gazeuse en ozone qui est en contact avec la phase liquide pulvérisée, ce potentiel
’ A 1 . ’ . L, .o
d’échange peut étre réduit voire inversé par augmentation de la valeur de Co:- Cet enrichissement de la

phase gaz parait compliqué pour la région des gouttes qui représente un volume conséquent et non
confiné lors de la pulvérisation en extérieur. Cependant, le film liquide par sa faible dimension et son
fort potentiel de transfert semble étre une bonne cible pour réaliser une diminution locale du potentiel
d’échange en enrichissant en ozone la phase gaz en contact avec lui. L’idée pour réduire le transfert de
matiere dans le spray est donc de confiner le film liquide avec une phase gazeuse riche en ozone pour
agir positivement sur le potentiel d’échange dans cette région ou le transfert de matiére est maximal.

Plusieurs scénarios de modélisation sont proposés pour étudier I’effet d’un enrichissement de

concentration autour du film liquide :

1) Absence d’ozone gazeux autour du film liquide, scénario classique.
2) Concentration gazeuse en ozone autour du film, considérée a 7mg/L, c’est la concentration qui

permet d’obtenir 1,85mg/L d’ozone dissous dans 1’eau ozonée.
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3) Concentration gazeuse en ozone autour du film, considérée a 30mg/L, cela devrait promouvoir

I’absorption d’ozone par le film liquide plutét qu’il subisse une désorption.
Ces scénarios ont simplement été implémentés dans le modé¢le en modifiant la concentration gazeuse en
ozone (dont dépend la concentration a saturation Cé‘:) dans les 3 premiers centimétres du spray, ou

réside le film liquide, en considérant que cette concentration gazeuse est constante et homogéne sur

toute la zone de confinement. Les résultats associé€s a ces trois scénarios sont représentés sur la figure

42.
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Figure 42 : Profils expérimentaux et modélisés de concentration en ozone dissous le long du spray
selon différents scénarios de concentration en ozone gazeux proposée au contact du film produit
par la buse AFX en considérant un débit de 35L/h.

Une concentration cible de 2mg/L d’ozone dissous dans I’eau a été arbitrairement représentée afin de
voir si les scénarios retenus permettent d’atteindre ou pas cette concentration a partir d’'une certaine
distance. Le scénario 1, ou seule une désorption se produit tout le long du spray ne permet évidemment
pas d’atteindre cette concentration cible, bien au contraire, les gouttes sont complétement vidées d’ozone
au bout d’1m apres la buse.

En apportant une concentration d’ozone gazeux modérée de 7mg/L autour du film liquide, le scénario 2

montre une réduction des pertes d’ozone par désorption. En effet, en comparant avec le premier scénario,
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le profil d’ozone est 1égérement plus élevé notamment dans les premiers centimétres aprés la buse.
L’apport d’une atmosphere gazeuse a 7mgOs/L autour du film réduit a zéro le potentiel d’échange
responsable de la désorption, et annule donc le transfert de matiére dans cette région du film ou il était
trés important. La concentration en ozone dissous reste constante pour la région du film, et commence
a diminuer une fois que les gouttes formées sont en contact avec I’air ambiant dépourvu d’ozone.

Pour le scénario 3, une concentration en ozone gazeux élevée de 30mg/L est apportée au contact du film

liquide pour conduire la valeur de saturation a C 33* = 7,8mg/L et rendre le potentiel d’échange positif

pour provoquer une absorption d’ozone par le liquide plutét qu’une désorption. On remarque que dans
les premiers centimetres, la concentration en ozone dissous augmente trés fortement jusqu’a environ
6mgOs/L lors du passage du film liquide par cette atmosphére chargée d’ozone. A la sortie de cette
région, les gouttes voient leur concentration en ozone chuter progressivement du fait de leur contact
avec I’air ambiant. Cependant, elles disposent encore de plus de 2mgQs/L aprés 1m de trajet depuis la
buse, améliorant le potentiel d’oxydation de 1’eau ozonée a cette distance en comparaison avec le
scénario classique.

La stratégie qui vise a réduire le potentiel d’échange autour du film liquide semble donc permettre
d’annuler le processus de perte en ozone qui se déroule dans le film voire d’utiliser le fort potentiel de
transfert présent pour réaliser une absorption d’ozone. Il s’agit donc a présent de réaliser techniquement
I’enrichissement en ozone de 1’atmosphere gazeuse entourant le film, sans modifier I’écoulement de ce

dernier, et de tester expérimentalement la performance obtenue par cet apport d’ozone autour du film.
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2.4) Proposition d’une solution technique

Le défi technique présenté ici réside dans la réalisation d’une atmosphére gazeuse d’ozone a
concentration connue autour du film liquide sans perturber son écoulement, ni géner la formation des
gouttes. Une premiére version de prototype a été réalisée et testée, puis une seconde version de prototype

a la suite du retour d’expériences avec le premier mode¢le.

La conception du prototype débute par le choix de la géométrie a proposer autour du film liquide. Le
dessin technique de ce prototype est présenté a la figure 43. Il a d’abord été choisi de réaliser une forme
conique autour du film pour répondre a son augmentation de largeur dans le sens de 1’écoulement. La
largeur maximale du film atteinte est d’environ 2,4cm pour le plus fort débit testé. De ce fait, le cone
débute avec un diamétre de 2,6cm en s’élargissant jusqu’a 4cm de diamétre, et sa longueur a été fixée a
6cm pour étre str que le film liquide soit englobé par I’atmosphére gazeuse. Ce choix de largeur et
longueur du céne doit permettre de confiner le film liquide sans perturber son écoulement.

Deux ports d’injection de Smm de diameétre sont présents en téte du prototype pour réaliser 1’apport
d’ozone gazeux dans le volume confiné. Ils se situent a proximité de 1’orifice de sortie de la buse pour
proposer une atmosphére en ozone maximale dés la sortie du liquide de la buse, afin d’agir directement
sur le transfert. Des vis de serrage sont positionnées au niveau de la buse de pulvérisation pour permettre
d’adapter ce cOne a la plupart des buses que 1’on retrouve sur le marché, par exemple avec un diamétre
de 3,2cm, le prototype permet de se fixer a toutes les buses de marque NOZAL.

Une étude globale du spray est donc réalisée pour obtenir le profil d’ozone dissous lors de ’utilisation
de la buse AFX équipée du prototype conique. Deux conditions sont testées, une premicre condition
témoin ou la buse est équipée du prototype et ne regoit pas d’ozone gazeux dans le volume confiné
autour du film, et une seconde condition ou 1’0zone gazeux est apporté avec une concentration de
30mg/L avec un débit de 100L/h. L’eau ozonée préparée par dissolution dispose d’une concentration
initiale de 7,1mg/L. Aussi, la modélisation réalisée a la partie précédente est appliquée a ces deux
conditions en considérant leurs concentrations d’ozone gazeux respectives apportées autour du film (0

ou 30mg/L). Les résultats expérimentaux et de modélisation sont présentés a la figure 44.
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Figure 43: Dessin technique de la premiére version du prototype réalisée en forme conique.
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Figure 44 : Profils expérimentaux et modélisés du taux de désorption d’ozone dissous dans le
spray pulvérisé a 35L/h avec deux conditions différentes d’utilisation du prototype équipé sur la
buse AFX : sans injection d’ozone gazeux (carrés noirs) et avec injection d’ozone gazeux a 30mg/L
(carrés bleus).

Le taux de désorption représenté a la figure 44 est défini comme la quantité d’ozone perdue durant la
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La comparaison entre les deux profils expérimentaux montre que 1’apport d’une concentration en ozone
gazeux de 30mg/L au niveau du film liquide permet de réduire le phénoméne de désorption, d’environ
5 a 10% selon les points de mesures. Le transfert de matiére a donc été réduit grace a la réduction du
potentiel d’échange au niveau du film liquide lors de 1’utilisation du prototype.

Alors que le modéle représentant la condition témoin sans apport d’ozone gazeux autour du film est
relativement fidéle au comportement expérimental mesuré, la modélisation réalisée dans le cas d’un
apport de 30mg/L autour du film n’est pas du tout en accord avec son profil expérimental respectif. Le
modele montre une zone d’absorption (désorption négative) dans la partie film avant de subir une
désorption dans le reste du spray comme prévu. Il estime qu’a 10cm de la buse, la concentration en
ozone dans le liquide devrait étre sensiblement la méme que celle préparée initialement (0% de

désorption), alors qu’expérimentalement, a cette distance de 10cm déja plus de 50% de désorption s’est
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produit. I y a donc une différence entre la configuration réelle et la configuration modélisée du systéme
gaz-liquide au sein du prototype.

Le profil expérimental obtenu avec apport d’ozone gazeux a 30mg/L semble étre mieux décrit par une
modélisation qui considére une concentration gazeuse d’environ 4mg/L dans le prototype, comme le
montre la courbe pointillée de la figure 44. Cela semble indiquer que la concentration réelle a I’intérieur
du prototype est en réalité bien inférieure aux 30mg/L apportés au niveau des points d’injection.

11 est fort probable que lors de son arrivée dans le volume conique du prototype, le flux d’ozone gazeux
soit dilué instantanément par I’air présent au coeur du prototype. Pourtant, 1’injection d’ozone gazeux
est réalisée environ Smin avant le démarrage de la pulvérisation pour s’assurer d’une atmosphere initiale
homogéne autour du film. En réalité, pour le débit de gaz considéré (100L/h) dans la section du cone de
26mm, la vitesse maximale du gaz est estimée a Scm/s. Cela est trés peu comparé aux 12m/s de vitesse
d’¢jection du film liquide. Ainsi il est possible que le liquide pulvérisé a de telles vitesses, entraine plus
rapidement qu’il n’est renouvelé, le flux gazeux hors du prototype. Il se peut également que la vitesse
d’¢éjection du film liquide soit a I’origine de turbulences dans la phase gazeuse, avec des cellules de
convections et de recirculations qui aspirent 1’air extérieur pour le mélanger avec le flux gazeux apporté.
Cette entrée d’air dans le volume conique du prototype a pour effet de diluer trés rapidement la
concentration en ozone gazeux en contact avec le film liquide, le potentiel d’échange n’est alors pas
autant réduit qu’initialement souhaité. Une représentation qualitative de ces phénoménes de convection

et dilution est proposée a la figure 45.
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Figure 45 : Mécanismes supposés se produire dans le prototype pour expliquer la dilution rapide
du flux d’ozone gazeux apporté dans le volume conique.

Afin de s’affranchir de ces mécanismes et de conserver une concentration en ozone ¢levée autour du
film liquide, une seconde version du prototype a été congue, fabriquée et testée.

Pour réduire la dilution du flux gazeux entrant dans le prototype, il a été¢ décidé de réduire le volume
confiné autour de film liquide pour laisser moins de place a I’air entrant. En réduisant la section du
volume, il est également attendu que la vitesse du gaz augmente dans le prototype, permettant a la phase
gazeuse d’ozone d’étre distribuée plus rapidement dans le volume confiné. Le dessin technique de ce
second prototype est proposé a la figure 46. La configuration générale pour les ports d’injection et les
vis de serrages reste identique, seule la géométrie autour du film liquide est modifiée. La géométrie
choisie en fin parallélépipéde correspond micux a la forme plate du film liquide, réduisant le volume
superflu de la précédente forme conique. En effet, le nouveau volume entourant le film est de 1,19%x10
> m® contre un volume conique qui valait 8,68x 10 m?, soit presque une réduction d’un facteur 10 du

volume interne du prototype.
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Figure 46 : Dessin technique de la seconde version du prototype réalisée avec un volume confiné
en forme de fin parallélépipéde.

La vitesse du gaz qui s’écoule a 100L/h par la section du parallélépipede (de 5 X 45 mm?) est estimée a
12,3cm/s, soit plus du double de la vitesse de gaz dans le précédent prototype. Cette vitesse reste

toutefois négligeable face a la vitesse d’éjection d’environ 12m/s de la phase liquide condensée.
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Une étude globale du spray a été réalisée pour obtenir le profil expérimental d’ozone dissous dans le cas
de I'utilisation de ce second prototype, toujours avec une buse AFX pulvérisant le liquide a 35L/h, dans
une atmosphere ozonée a 100L/h a la concentration de 30mg/L d’ozone. Les résultats obtenus lors de
cette étude sont présentés a la figure 47, avec les précédents résultats du premier prototype a titre de

comparaison.
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Figure 47 : Profils expérimentaux et modélisés du taux de désorption d’ozone dissous pour deux
prototypes différents et en considérant des concentrations gazeuses diftérentes autour du film
liquide produit par la buse AFX pour un débit liquide de 35L/h.

Tout d’abord ces résultats sur 1’¢tude globale montrent que la désorption de 1’0zone dissous a été réduite
d’environ 10% supplémentaire comparé a la premiére version du prototype qui réalisait déja plus de 5%
de réduction de la désorption. En effet, le profil d’ozone dissous pour le second prototype est toujours
inférieur au profil respectif du premier prototype. Cette réduction de la désorption est trés encourageante,
notamment du fait qu’elle soit induite simplement par un changement de géométrie du prototype.

Cependant, le profil expérimental obtenu dans le cas de I’utilisation de ce second prototype ne
correspond toujours pas aux attentes suscitées par la modélisation. En effet, la modélisation d’une
atmosphere de 30mg/L autour du film liquide donne des performances en termes de réduction de

désorption qui sont bien plus importantes, comme le montre la courbe verte de la figure 47.
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La modélisation du profil en ozone dissous pour le cas d’une atmosphére gazeuse concentrée a SmgOs/L
semble décrire fidélement 1’évolution expérimentale mesurée. Cela peut traduire une nouvelle fois une
certaine dilution du flux d’ozone gazeux apporté a 30mg/L. dans le prototype comme dans le cas du
volume conique testé précédemment. Toutefois, le changement en une géométrie plus étroite semble
proposer une concentration gazeuse plus €levée avec cette nouvelle configuration, soit 8mgQOs/L d’apres
I’estimation du modé¢le, contre 4mgQOs/L pour le premier prototype.

La piste suivie concernant la réduction du potentiel d’échange au niveau du film liquide semble donc
une bonne stratégie pour réduire la désorption d’ozone lors de la pulvérisation d’eau ozonée. Avec une
géométrie semi-confinée du volume autour du film, il semble que, pour les configurations testées, il ne
soit pas ais¢ de réaliser une atmosphére gazeuse de concentration voulue du fait d’effets de dilution liés
a la présence de 1’air ambiant autour du prototype.

Aussi, il est intéressant de préciser que le film liquide en atomisation éjecte de nombreuses gouttes sur
les parois du prototype, ce qui perturbe un minimum I’écoulement du spray. Bien que la plupart des
gouttes formées par le film ne rencontrent pas ces parois, celles produites par les bourrelets liquides en
bords de film tel que visibles sur la figure 23 rentrent en collision trés fréquemment avec le prototype.
Ces gouttes coalescent le long des parois du dispositif, ce qui résulte en la formation de grosses gouttes
tombantes depuis les bords du prototype. Dans I’immédiat ce n’est pas une priorité d’optimisation car
un nuage de gouttes trés correct est formé par la pulvérisation, mais ¢’est une piste d’amélioration a

considérer dans les travaux futurs.

L’optimisation de la géométrie du prototype pour conserver une qualité de pulvérisation optimale est
évidemment une piste d’amélioration a réaliser sur le prototype, mais n’est pas une priorité. 11 faut
d’abord que les solutions apportées permettent de réduire davantage la désorption d’ozone. Les futurs
efforts de conception seront donc concentrés sur 1’optimisation du prototype afin d’obtenir la
concentration désirée en ozone dans le volume confiné et s’affranchir un maximum de 1’effet de dilution
avec I’air environnant le prototype.

Dans un premier temps il serait intéressant de disposer d’une sonde pour mesurer la concentration

gazeuse dans le prototype lors de son utilisation, afin de connaitre la concentration réelle dans le volume
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confiné et de déterminer le taux de dilution par rapport a la concentration en ozone apportée au niveau
des points d’injection d’ozone gazeux. Cela serait une bonne base de travail pour la suite des
optimisations a implémenter.

Les phénoménes de dilution supposés dans le prototype peuvent s’expliquer par les différences de
vitesses de la phase liquide et de la phase gaz. Avec ses 12m/s de vitesse d’¢jection, le liquide est 100
fois plus rapide que le gaz et ses 12cm/s de vitesse dans le volume confiné. Les énergies cinétiques des
deux fluides sont ainsi trés différentes dans le prototype, ce qui provoque des dépressions a 1’intérieur
du volume confiné : I’0zone gazeux est chassé et n’a pas le temps d’étre renouvelé par le flux gazeux
entrant. Le gaz « manquant » dans le prototype est donc remplacé par 1’air disponible en dehors du
dispositif, grace a une aspiration provoquée par la différence de pression entre 1’intérieur du prototype
et ’extérieur.

Plusieurs stratégies peuvent &tre testées pour réduire ce phénomene de dilution de la concentration en
ozone au sein du prototype. Tout d’abord, les orifices d’injection du flux d’ozone gazeux peuvent étre
réduits pour donner une vitesse plus importante a la phase gazeuse lorsqu’elle arrive dans le prototype.
En effet, la vitesse du gaz Uy, est inversement proportionnelle a la section de passage Q du débit gazeux
Q¢ (Ugaz = Qc/Qinjection)- Aussi, ces points d’injection d’ozone gazeux devraient €tre localisés plus
proches de la sortie du prototype, afin de profiter du flux d’aspiration de 1’extérieur vers 1’intérieur du
volume confiné. Cela permettrait au gaz « manquant » d’étre remplacé par de 1’ozone gazeux plutot que
par de I’air extérieur. De plus, la multiplication de ces points d’injection semble €tre intuitivement une
bonne solution pour homogénéiser la concentration gazeuse au sein du prototype, il serait donc
intéressant de regarder I’effet de 1’ajout de plusieurs points d’injections le long du prototype. Finalement,
la géométrie du volume entourant le film liquide peut-&tre optimisée pour que la section de passage soit
encore plus petite et permette une vitesse plus €levée de la phase gaz, sans toutefois géner I’écoulement
du film.

En plus de ces considérations basées uniquement sur la structure et la configuration du prototype, les
conditions opératoires du procédé de pulvérisation peuvent étre modifiées. En effet, il est possible
d’augmenter la vitesse de la phase gaz dans le prototype en augmentant le débit volumique d’ozone

gazeux envoyé via les points d’injections. De la méme manicre, réduire le débit de liquide pulvérisé
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devrait produire des films aux vitesses plus faibles qui entraine moins de gaz vers ’extérieur du
prototype. Toutefois, il faut que le débit liquide utilisé reste suffisant pour produire une atomisation de
qualité. Aussi, la concentration en ozone produite par I’ozoneur et qui est envoyé dans le prototype peut
étre augmentée afin d’obtenir des concentrations en ozone plus élevées dans le volume confiné, mais
cela ne résout pas directement le probléme de dilution au sein du prototype.

Les améliorations du prototype sont donc nombreuses pour réduire davantage la désorption de 1’0zone
lors de la pulvérisation d’eau ozonée. Aussi les compréhensions futures des phénomenes de transfert au
niveau du film liquide pourront apporter de nouvelles stratégies de réduction de la désorption, tout
comme la présente étude a pu le faire a partir de caractérisations complémentaires du spray. La figure
48, qui suit, propose de résumer la méthodologie suivie dans ce chapitre relatif a I’étude des phénomeénes
de transfert dans un spray. Elle permet d’observer la complémentarité des deux approches utilisées et

des aboutissements qui en découlent.
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Figure 48 : Schéma général de la méthodologie suivie lors de ce chapitre relatif a I'étude des
phénomeénes de transfert dans les sprays.
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A travers les expérimentations et modélisations réalisées, ce chapitre a permis la compréhension des
phénoménes physico-chimique mis en jeu lors de la pulvérisation d’eau ozonée afin d’adopter une
stratégie pour conserver la plus forte concentration possible en ozone dans la phase pulvérisée.

L’étude globale a tout d’abord mis en évidence que le transfert de matiére est a I’origine des pertes
d’ozone dissous observées lors de la pulvérisation. En effet, le fort potentiel d’échange entre la phase
liquide riche en ozone et 1’air dépourvu d’ozone provoque une diffusion des molécules d’ozone depuis
le liquide vers 1’air. Avec la forte aire interfaciale créée par le procédé de pulvérisation entre la phase
liquide et la phase gaz, le transfert de soluté entre phases est exacerbé. La zone du film liquide a I’origine
de la formation des gouttes, semble réaliser la majorité du transfert de matiere sur quelques centimeétres
seulement, mais la méthode de mesure globale initialement utilisée n’est pas adaptée a une
caractérisation rigoureuse de ce film liquide. Une modélisation fid¢le du transfert a été réalisé pour le
nuage de gouttes, mais n’a pas été possible pour le film liquide faute de corrélations présentes dans la
littérature. Cette étude a permis la publication d’un article scientifique dans le journal Industrial and
Engineering Chemistry Research (Canado et al, 2020).

L’étude locale du film liquide a été permise grace au développement d’une méthode inédite d’absorption
lumineuse a travers le film liquide. Aprés une procédure de validation, les mesures de I’hydrodynamique
et du transfert dans le film ont permis de confirmer que le film liquide dispose d’une forte aire
interfaciale et de conditions hydrodynamiques tres favorables au transfert des solutés a travers I’interface
gaz-liquide. Des valeurs de coefficients de transfert ont ét€¢ mesurées expérimentalement pour ce film,
avec cette méthode de mesure locale relativement précise. Une corrélation entre le nombre de Sherwood
et Reynolds a été proposée pour la modélisation du transfert dans le film. Cette nouvelle méthode de
mesure a fait I’objet d’une publication dans le journal International Journal of Heat and Mass transfer
(Canado et al, 2022).

Un travail de modélisation a ensuite permis de représenter fidelement 1’évolution en soluté dans la
globalité de la phase pulvérisée, depuis le film liquide présent sur les quelques centimétres en sortie de
buse jusqu’au nuage de gouttes a Im de distance de la buse. Fort de ces modélisations, une stratégie

visant a réduire le potentiel d’échange entre le film liquide et son atmosphére proche a été développée



pour réduire la désorption de I’0zone. Cette stratégie a été réalisée techniquement par la fabrication d’un
prototype adaptable aux buses de pulvérisation conventionnelles. Les études globales de caractérisation
du prototype ont montré une réduction jusqu’a 15% de la désorption totale, laissant envisager de belles
perspectives d’évolution quant & la pulvérisation d’eau ozonée pour le traitement des maladies des

plantes. Le prototype et les travaux de modélisation font I’objet d’une procédure de dépdt de brevet.






CHAPITRE 111 : I’EAU OZONEE COMME MOYEN DE LUTTE
CONTRE LES MALADIES EN AGRICULTURE

Ce troisi¢éme chapitre s’intéresse a 1’utilisation de 1’eau ozonée comme moyen de lutte contre les
maladies des cultures en agriculture en prenant comme cible le mildiou et I’oidium. Plus précisément,
il s’agit de prouver que 1’eau ozonée a un effet antifongique limitant le développement de Plasmopara
viticola, Hyaloperonospora parasiticae et Oidium neolycopersici a différents niveaux d’études : (i)
preuve de concept « in vitro » avec la mise en contact hors végétal de sporanges et d’eau ozonée; (ii)
deépot goutte « in planta » en apportant de maniére contrdlée 1’eau ozonée sur des inocula présents sur
les végétaux ; (iii) pulvérisation « in planta » via I’application d’eau ozonée par pulvérisation sur
végétaux inoculés.

Tout d’abord, ces expériences sont réalisées sur le pathosystéme modéle mildiou/vigne pour fournir les
premiers indices de traitements a 1’eau ozonée. La maitrise de ce pathosystéme au sein du laboratoire de
’Ecole d’Ingénieurs de Purpan a été acquise durant ces travaux de théses. Les concentrations d’ozone
dissous nécessaires a la limitation du développement du mildiou sont déterminées, afin de proposer une
concentration cible a atteindre sur feuilles lors de 1’application d’eau ozonée par pulvérisation. La
fenétre temporelle de traitement a 1’eau ozonée sur végétal est également déterminée, pour estimer le
délai d’intervention disponible a la suite d’un épisode d’inoculation. Lors des applications par
pulvérisation, le prototype anti-désorption développé dans le chapitre précédent est utilisé, pour
comparer I’efficacité de traitement entre la pulvérisation avec ou sans le prototype.

Par la suite, les traitements a I’eau ozonée sont étendus aux deux autres pathosystémes, le mildiou du
chou et I’oidium de la tomate. Ces pathosystémes n’étant pas maitrisés au sein du laboratoire de I’EIP,
une collaboration a été entreprise avec l’institut Vegenov, qui maitrise ces pathosystémes. Les
traitements, contrairement a ceux appliqués pour le modele mildiou/vigne, sont réalisés directement sur
jeunes plants de chou et tomates soit par application contrdlée soit par pulvérisation.

Finalement, les stratégies possibles d’utilisation de I’eau ozonée en conditions réelles sont discutées en
considérant les résultats obtenus afin de diriger plus aisément de futurs essais de pulvérisation en

conditions réelles vers un contrdle efficace de ces maladies.
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1) MATERIELS & METHODES

1.1) Le modéle d’étude, le pathosystéme mildiou/vigne

Cette section décrit dans un premier temps le matériel et les méthodes utilisées dans le cadre des

expérimentations relatives au pathosystéme mildiou/vigne uniquement.

Le mildiou de la vigne est un pathogéne biotrophe obligatoire, il requiert la présence du végétal pour se
développer, contrairement a d’autres microorganismes qui sont capables de se développer en boite de
Pétri par exemple. Aussi, la réalisation d’expérimentations sur pathosystémes nécessite la production de
végétaux aux caractéristiques identiques : variétés, stades de développement, stress subis durant la
croissance, etc. Pour ces deux raisons, la croissance des végétaux est réalisée en conditions contrélées
pour disposer d’un ensemble d’individus aux propriétés homogenes et de matériel végétal pour la

croissance de P.viticola

1.1.1.a) Conditions de croissance des plants de vignes

Pour le pathosystéme mildiou/vigne, des plants de vignes du genre Vitis vinifera sont produits a partir
de sarments coupés tous les deux nceuds afin de disposer de petits bois a deux yeux. Le cépage Merlot
a été choisi pour sa sensibilité importante au mildiou de la vigne, afin de faciliter les infections de ce
dernier (Bove & Rossi, 2020).

Tout d’abord, les bois a deux yeux sont introduits dans de la laine de roche stérilisée, avec un ceil dans
la laine de roche (futures racines) et I’autre a I’air libre (futures feuilles) comme le montre la figure 49A.
L’ensemble est disposé dans des tentes de cultures de 150x80x200cm équipées de rampes a néons (T5
39W Luxline, Sylvania) et d’humidificateurs (GL-6630, The Pure Factory). Ces équipements sont
visibles sur la figure 49E. Des cycles d’éclairages jour/nuit de 14h/10h sont réalisés a 1’aide un minuteur.
La température de la salle de culture est fixée a 21°C. La laine de roche est humidifiée au besoin afin
d’éviter qu’elle ne séche complétement, généralement via 2 apports d’eau par semaine.

Environ 2 a 3 semaines apres la mise en laine de roche, les bois de vignes ont débourré : les premiéres
feuilles sont sorties et les racines commencent a pousser, ¢’est le cas illustré a la figure 49B. A ce stade,
les plants sont rempotés dans des pots en plastiques de 10x10x8cm avec du terreau PAM2 stérilisé,

comme présenté a la figure 49C. Une irrigation est effectuée environ 2 fois par semaine pour conserver
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de ’humidité dans le substrat. Toutes les 2 semaines, un apport en solution fertilisante (FloraGro,
General Hydroponics - N/P/K : 3/0/6) est réalisé lors de I’irrigation, a une concentration de SmL de
solution fertilisante par litre d’eau. Une fois rempotés, ces plants de vignes mettent environ 1 a 2 mois
pour fournir suffisamment de feuilles a prélever pour réaliser les présentes expériences. La figure 49D

montre des plants de vignes 1 mois apres le rempotage.

Figure 49 : Bois de vignes a débourrer dans la laine de roche (4) ; Bois de vignes débourrés (B) ;

Plants de vignes tout juste rempotés (C) ; Plants de vignes aprés 1 mois de rempotage (D) Tente
de culture équipée d’un humidificateur et de néons (E).
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1.1.1.b) Disques de feuilles de vignes

Pour les expériences relatives au pathosystéme mildiou/vigne, des disques de feuilles sont réalisés pour
jouer le réle de support végétal, plutdt qu’un plant de vigne entier. Cela a I’avantage de limiter les risques
d’infections entre les plants au sein du laboratoire, et de proposer plus de réplicas techniques et
biologiques pour les analyses statistiques.

Sur les plants présentant une feuille vernissée en apex de liane, des feuilles de vignes sont cueillies en
position F3 ou F4 (3™ ou 4°™ feuille depuis I’apex de la plante), le jour ou I’expérimentation débute,
de préférence le matin. Cela assure la présence de feuilles relativement jeunes et fines, propices a
I’infection par P.viticola. Pour limiter les risques de développement de microorganismes indésirables,
ces feuilles sont lavées dans un bain d’eau de javel a 0,1% (v/v) pendant Smin, avant d’étre rincées par
2 bains successifs dans de 1’eau déminéralisée. Les feuilles trop humides a la sortie de ces bains sont
précautionneusement séchées avec du papier absorbant. Un emporte-piéce cylindrique de 12mm de
diamétre, préalablement stérilisé a 1I’éthanol et a la flamme, est utilisé pour couper des disques dans les
feuilles de vignes. Généralement, entre 6 et 9 disques sont découpés a partir de la méme feuille, selon
la taille de cette dernicre. Les disques ainsi obtenus sont aléatoirement placés dans des boites de Pétri
carrées de 12cm de c6té, face inférieure vers le haut, sur du papier buvard humidifié avec SmL d’eau

déminéralisée stérile, comme illustré a la figure 50.

Figure 50 : Exemple de disques de feuilles réalisés pour les expérimentations relatives au
pathosystéme mildiou/vigne.
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L’infection des végétaux par le pathogéne « mildiou » est réalisée par dépot d’une suspension de
sporanges sur la surface du végétal. La virulence de I’infection par cette suspension de sporanges dépend
de la concentration en sporanges et du volume de suspension déposé. La normalisation de la virulence
de I’infection nécessite donc la maitrise de ces deux paramétres.

Les sporanges de P.viticola sont récoltés a partir d’une feuille de vigne infectée par le mildiou 7 jours
auparavant et qui a produit des sporangiophores sur sa face inférieure comme observable a la figure 51.
En effet, a ce stade de I’infection, les zoospores inoculées ont sporulé, tel qu’illustré a la figure 4
représentant le cycle d’infection du mildiou. A 1’aide d’un pinceau, ces sporanges sont collectés par
aller-retour entre la surface de la feuille et un tube Falcon de 15mL contenant 4 a SmL d’eau
déminéralisée stérile. Lorsque la plupart du duvet blanchatre de sporangiophores de la feuille a été
collecté, 17,5uL de la suspension est introduit dans une cellule de Malassez. Cette dernicre est exposée
a la lumiére d’un microscope optique (LEICA — HI plan lens) pour réaliser le comptage des sporanges
et ainsi déterminer la concentration en sporanges dans la suspension. Le comptage est réalisé sur 50
unités quadrillées de la cellule de Malassez, en s’aidant d’un compteur manuel. La suspension de
sporanges est ensuite diluée pour atteindre la concentration désirée, habituellement 20 000
sporanges/mL pour la plupart des expérimentations réalisées. Cette dilution est réalisée avec de I’eau
déminéralisée, ou bien avec de ’eau ozonée dans le cas des expérimentations preuve de concept « in
vitro ». Les tubes Falcons et I’eau stérile sont conservés dans la glace durant toute la durée de préparation
des inocula, pour éviter la sortie des zoospores depuis les sporanges avant le début de I’inoculation sur

feuille.
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Figure 51 : Photographie d'une feuille de vigne infectée par le mildiou avec des sporangiophores
sur sa face inférieure (7jours apreés inoculation).

Un ozoneur (Ozonia CFS1 — Suez) est alimenté en dioxygeéne pur (99,9995%) a environ 100L/h pour
produire de 1’ozone gazeux. La concentration gazeuse produite par 1’ozoneur est contrdlée via la
puissance appliquée a I’ozoneur et mesurée par un analyseur d’ozone UV (Ozone analyzer BMT 964
BT — BMT Messtechnik), elle varie entre 10 et 100mgOs/L de gaz selon les concentrations désirées dans
la phase liquide.

L’ozone gazeux est envoyé dans un réacteur de dissolution rempli avec 1.5L d’eau déminéralisée, a
travers un fritté poreux de taille 0 (pores entre 160 et 250um). Une agitation mécanique est réalisée a
I’aide d’un agitateur magnétique. L.’0zone gazeux en ciel de réacteur n’ayant pas été absorbé par le
liquide est envoy¢ vers une solution d’iodure de potassium pour destruction. L’étape de dissolution est
réalisée pendant environ une heure pour s’assurer de la bonne atteinte de la concentration a saturation
au sein du liquide.

La concentration en ozone dissous est mesurée par titrage a 1’indigo au moment ou I’eau ozonée est
appliquée pour I’expérience de traitement, en prélevant SmL d’eau ozonée et en I’ajoutant dans SmL de
solution d’indigo a la concentration de 0,36g d’indigo/L. Il s’agit de la méme méthode décrite dans le
chapitre précedent. Des dilutions de la solution mere d’eau ozonée sont réalisées avec de 1’eau

déminéralisée pour produire des solutions de concentrations différentes selon les expériences.
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Il faut noter que la procédure de mesure de la concentration en ozone dissous nécessite une lecture
d’absorbance de I’échantillon d’indigo ayant regu I’eau ozonée a titrer. Cette lecture d’absorbance
implique un délai entre I’échantillonnage et la connaissance de la concentration de I’échantillon. En ce
sens, la concentration en temps réel dans le réacteur de dissolution n’est pas suivie. La concentration en
ozone apportée depuis ce réacteur pour les expériences suivantes est donc déterminée apostériori des
essais. Cela explique I’hétérogénéité des concentrations en ozone utilisées dans le cadre de ces

expériences.

Trois types de traitements a 1’eau ozonée sont réalisés lors de ces essais : la preuve de concept « in

vitro », le dépot gouttes « in planta », et la pulvérisation « in planta ».

1.1.4.a) Preuve de concept « in vitro »

Il s’agit ici de mettre en contact les sporanges de mildiou de la vigne avec I’eau ozonée hors végétal,
puis d’inoculer ces sporanges « ozonées » sur support végétal afin d’évaluer leurs capacités a se
développer. Cet essai décrit sur la figure 52 est réalisé uniquement pour le pathosystéme modele
mildiou/vigne. Différentes concentrations d’ozone dissous sont mises en contact avec une méme
concentration de sporanges de 20 000 sporanges/mL.

Pour cela, aprés la détermination par comptage au microscope optique de la concentration en sporange,
de I’eau ozonée est ajoutée a I’inoculum primaire a I’aide d’une micropipette de 1000 ou 5000uL pour
réaliser la dilution a la concentration de 20 000 sporanges/mL dans un tube Falcon de 15mL. La mesure
de la concentration en ozone dissous est réalisée juste avant cette dilution. En paralléle, une dilution est
réalisée avec de 1’eau déminéralisée stérile pour constituer la modalité témoin.

Le temps de contact entre les sporanges et 1’eau ozonée dans le tube de 15mL avant le dépot sur les
premiers disques est trés court, quasiment inférieure & une minute afin d’éviter la sortie des zoospores
depuis les sporanges en suspension. Cette suspension de sporanges « ozonées » est ensuite inoculée sur
les disques de feuilles préalablement préparés. Trois gouttes de 30uL par disque sont déposées a 1’aide
d’une pipette de 200uL. Un minimum de 16 disques sont inoculés par modalité de concentration d’eau

ozonée, soit un total de 48 sites d’inoculation.
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Les gouttes d’inoculum sont conservées sur les disques durant toute une nuit a I’intérieur d’une boite
fermée obscure, positionnée dans un incubateur en cycle jour/nuit (21°C pendant 14h, puis 17°C en
obscurité pendant 10h) pour faciliter 1’ouverture des stomates de la feuille et ainsi I’infection de ces
derniers par les zoospores. Le lendemain matin, les gouttes sont précautionneusement aspirées avec un
systéme légerement sous-vide relié a un cone de pipette. Une fois les gouttes aspirées, la boite de Pétri
contenant les disques de feuille est scellée avec du parafilm et disposée dans I’incubateur. La figure 52

résume schématiquement les principales étapes de ce traitement preuve de concept « in vitro ».
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Figure 52 : Protocole pour la preuve de concept « in vitro » quant a l'effet antifongique de l'eau
ozonée sur des sporanges de mildiou de la vigne.

L’intérét de cette preuve de concept est aussi de faire un screening des concentrations en ozone dissous,
ainsi trois essais indépendants sont réalisés, avec des modalités de concentrations en eau ozonée
différentes. Un premier essai permet de tester les faibles concentrations de [0,11 ; 0,21 ; 0,42 ; 0,84 et
1,68]mgOs/L, un second essai avec les concentrations intermédiaires de [0,33; 0,65; 1,31 ; 2,61 et
5,22]mg0Os/L, puis un dernier essai pour les concentrations plus importantes de [0,19 ; 2,78 ; 7,58 et
9,74JmgO3/L. Chacune de ces 3 expérimentations indépendantes dispose d’une modalité témoin propre.
Les modalités de concentrations pour chaque essai n’ont été testées qu’une fois du fait de la complexité
a reproduire des concentrations similaires précises. Ainsi aucun écart-type n’est déterminé lors de ces

essais.
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1.1.4.b) Dépot gouttes « in planta »

La condition de traitement dépdt gouttes « in planta » a pour but de montrer I’effet de I’eau ozonée apres
qu’une goutte d’inoculum ait été déposée sur la surface du végétal. L’idée est de mimer I’inoculation
naturelle qui se produit lors des épisodes de pluies et de mettre 1’0zone dans des conditions d’actions
moins favorable que la condition « in vitro ». Le dépdt d’eau ozonée est réalisé sous forme de gouttes
pour imiter une goutte pulvérisée qui atteint le végétal a traiter. Les gouttes sont produites et déposées
a I’aide d’une pipette pour éviter les phénomenes de désorption lors de la création de gouttes par
pulvérisation. Cette condition de traitement est réalisée selon deux protocoles distincts, afin de mettre
en évidence (i) I’effet de la concentration en sporanges et en ozone dissous sur la virulence de I’infection
et (ii) la fenétre temporelle disponible pour appliquer I’eau ozonée aprés 1’épisode d’inoculation.

Des suspensions de sporanges de mildiou sont réalisées a trois concentrations différentes : 12500,
25000 et 50000 sporanges/mL en suivant la procédure de préparation des inoculas précédemment
décrite. Trois solutions d’eau ozonée de concentration différentes en ozone dissous sont également
produites par dissolution : 5,43 ; 10,69 et 16,47mgOs/L (£0,8mgOs/L).

Ensuite, trois gouttes d’inoculum de 20uL sont déposées sur chaque disque de feuille. Moins d’une
minute aprés la fin de ’inoculation de tous les disques, une goutte d’eau ozonée de 20uL est ajoutée a
chaque goutte d’inoculum présent sur les disques, en étant attentif a ce que les trois gouttes du disque
ne coalescent pas. Des gouttes d’eau déminéralisée sont ajoutées a la place de I’eau ozonée dans le cas
de la modalité témoin.

Apreés une nuit a I’obscurité dans 1’incubateur, les gouttes présentes sur les disques sont aspirées, puis
la boite de Pétri est scellée et entreposée une nouvelle fois dans I’incubateur pendant 10 jours. La figure

53 schématise les différentes étapes de cette procédure de traitement dépdt de gouttes « in planta ».
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Figure 53 : Procédure de traitement dans le cadre d’applications par dépot gouttes « in planta »
afin de mettre en évidence l'effet de la concentration en sporanges et en ozone sur la virulence du
mildiou de la vigne.

Une modalité est constituée de 16 disques inoculés avec 3 gouttes d’inoculum, soit 48 sites
d’inoculations. Chaque modalité est répétée 3 fois lors d’expérimentations indépendantes avec une
modalité témoin propre a chacune. Ces 3 expérimentations indépendantes sont considérées comme des
répétitions biologiques car les concentrations en ozone obtenues sont relativement proche (max +
0.8mgOs/L) et que le screening de concentration effectu¢ est plus large (5 ; 10 et 16mgOs/L).

Durant 6h, de ’eau ozonée est générée par bullage constant d’ozone gazeux, en visant une concentration
d’environ 10mgQOs/L dans la phase liquide. En paralléle, un inoculum de sporanges de mildiou est réalisé
a 20000 sporanges/mL.

Au temps considéré comme t=0h, des disques de feuilles sont inoculés avec trois gouttes de 20uL de
suspension de sporanges. Différentes modalités de traitements sont ensuite réalisées en ajoutant une
goutte de 20uL d’eau ozonée sur chaque goutte d’inoculum a des moments différents : t= Oh, 1h, 2h, 3h,
4h, 5h et 6h. Pour chaque temporalité, des modalités témoin sont constituées en déposant des gouttes
d’eau déminéralisée a la place de 1’eau ozonée. Chaque modalité contient 16 disques inoculés de 3
gouttes de suspensions de spores, soit 48 sites d’inoculations au total. Chaque expérimentation a été

répété 3 fois de maniére indépendantes.
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Comme les essais précédents, les gouttes sont laissées sur les disques durant toute la nuit, puis aspirées
le lendemain matin, avant que les boites soient scellées et incubées en cycle jour/nuit pendant 10 jours.

La figure 54 illustre la temporalité des traitements appliqués.
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Figure 54 : Schéma explicatif de la temporalité des traitements a I'eau ozonée appliqués par dépot
gouttes « in planta » afin de mettre en évidence la fenétre temporelle disponible pour traiter le
mildiou de la vigne aprés inoculation. Par soucis d’espace, les traitements a t=4, 5 et 6h ne sont
pas représentes.

1.1.4.¢) Pulvérisation « in planta »

Il s’agit pour cette condition de traitement d’observer I’efficacité de I’eau ozonée lorsqu’elle est
pulvérisée sur des gouttes de suspensions de sporanges fraichement inoculées sur disques de feuilles
(t=0h). Cette pulvérisation est effectué¢e de maniere conventionnelle puis avec le module anti-désorption
développé au chapitre précédent.

Pour cela, des disques de feuilles sont inoculés avec une suspension de sporanges de P.viticola a la
concentration de 20000sporanges/mL, via le dépdt de 3 gouttes de 20uL par disque. La boite de Pétri
contenant les disques est disposée ouverte a environ 40cm sous la buse de pulvérisation AFX-80-02 de
NOZAL précédemment étudiée. Cette buse est équipée ou non du prototype anti-désorption selon la
modalité testée. La distance de pulvérisation de 40cm a été choisie pour éviter le lessivage des gouttes

d’inoculum présentes sur les disques sous 1’effet de la pulvérisation.
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La buse de pulvérisation est positionnée sur un porte buse, lui-méme fixé sur un rail. Cela permet de
faire passer la pulvérisation au-dessus des feuilles a traiter comme lors de 1’avancement d’un
pulvérisateur en conditions extérieures. Cependant le rail n’est pas automatisé, donc cet avancement de
la buse est réalisé « a la main », mais toujours par le méme opérateur qui essaiec d’appliquer un
déplacement constant et répété.

La pulvérisation d’eau ozonée est réalisée depuis le réacteur de dissolution a I’aide d’une pompe a un
débit de 35L/h, qui correspond a la gamme de débit pour le bon fonctionnement de la buse. Lorsque la
pulvérisation est lancée, la premiére minute de pulvérisation est réalisée « dans le vide » pour laisser les
tuyaux se vider de la derniére solution pulvérisée. Comme lors de 1’étude globale du spray, 5 coupelles
préalablement remplies d’indigo sont placées a 40cm de la buse de pulvérisation pour estimer la
concentration en ozone dissous ayant atteint les disques de feuilles. La modalité témoin est réalisée par
la pulvérisation d’eau déminéralisée. Le module anti-désorption est alimenté avec une concentration
d’ozone gazeux de 50mg/L avec un débit gazeux de 100L/h.

Aprés la pulvérisation, les boites de Pétri sont refermées et passent la nuit a 1’obscurité dans I’incubateur.
Le lendemain, le surplus de liquide en surface des disques est aspir¢, puis les boites sont scellées au
parafilm et mises a I’incubateur pendant 10 jours. La figure 55 représente schématiquement le traitement

appliqué par pulvérisation « in planta » avec ou sans le prototype de pulvérisation.
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Coupelles d’indigo Disques préalablement inoculés Cuve d’eau ozonée
avant la pulvérisation ou distillée

Figure 55 : Schéma du traitement a I'eau ozonée réalisé par pulvérisation « in planta » sur des
disques de feuilles de vignes, inoculés de suspensions de sporanges de mildiou.
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L’efficacité des différents traitements a I’eau ozonée est évaluée par observation visuelle des symptomes
présents sur les disques de feuille 10 jours aprés 1’inoculation, afin d’estimer si I’eau ozonée a limité le
développement des microorganismes étudiés. Cette efficacité est évaluée selon deux paramétres :

I’intensité et la fréquence de 1’infection.

1.1.5.a) Intensité de la sporulation de P.viticola

L’observation de la sporulation de P.viticola sur la face inférieure des disques de feuilles de vignes est
la méthode la plus courante pour évaluer le degré de développement du mildiou. Comme préconisé par
I’Organisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIV) dans la liste des descripteurs pour les variétés
et especes du genre Vitis, ’intensité de sporulation de P.viticola peut étre quantifiée a I’aide d’une
échelle de notation. Chaque site d’inoculation est évalu¢, soit 3 notations par disque. La figure 56
présente 1’échelle de notation utilisée par un méme opérateur pour les présentes expérimentations. La
plage de notes attribuées s’étend de 0 a 90 de maniere arbitraire, et ne représente en aucun cas une
échelle en pourcentage. La notation de 90 correspond a I’intensité maximale de sporulation qui a été

observée sur I’ensemble des expérimentations menées avec P.viticola sur disques de feuilles.

40

50 - 70

Figure 56 : Echelle de notation utilisée pour I'évaluation de l'intensité de sporulation de P.viticola.
(La fléche indique le site concerné par la notation).
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1.1.5.b) Efficacité de traitement sur Uintensité de sporulation

L’efficacité du traitement sur ’intensité de sporulation est définie avec 1’équation 49 suivante :

Nmodallte’
Ef fintensite =1 —

N témown

Equation 49
Avec N oqante 1a moyenne des notations de la modalité de traitement concerné et Nygmoin 12 moyenne
des notations de la modalité témoin.
Ainsi une efficacité de 100% indique que la modalité en question dispose d’une note moyenne de 0 ce
qui signifie qu’aucune sporulation n’est visible sur I’ensemble des disques inoculés. A contrario, une
efficacité de 0% indique que la modalité de traitement obtient la méme note moyenne que le témoin
n’ayant pas recu de traitement particulier, autrement dit que le traitement testé n’a aucun effet limitant
la sporulation des sporanges pathogenes. Les observations sont réalisées 10 jours apres I’inoculation des

sporanges sur les supports végétaux.

1.1.5.¢c) Fréquence d’infection et efficacité du traitement sur cette fréquence d’infection

La fréquence d’infection est définie a I’équation 50 comme le rapport entre le nombre de sites
d’inoculations présentant une sporulation (peu importe sa sévérité) et le nombre de sites d’inoculations
total :

Nbr sites avec Ngjre > 0
Nbr sites total

Fréq =

Equation 50
Avec Nt la notation attribué a un site d’inoculation.
La fréquence d’infection permet d’observer si le traitement appliqué inactive totalement le
développement des sporanges présents dans la goutte d’inoculum déposé sur le support végétal. La
comparaison de la fréquence de la modalité de traitement avec la modalité témoin permet de connaitre
I’efficacité du traitement a I’eau ozonée sur la fréquence d’infection de la maladie :

_ Freqmodalité

Efffre’quence = FréQremoin

Equation 51

Comme pour I’intensité, cette fréquence est évaluée 10jours apres 1’inoculation.
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1.1.5.d) Traitements statistiques

Les analyses statistiques ont ¢té réalisées avec le logiciel R a I’aide du package agricolae (De Mendiburu
& Simon, 2015). La normalité de chaque jeu de données est testée a 1’aide d’un test de Shapiro-Wilk.
Un jeu de données est constitué¢ de 1’ensemble des notations observées pour une modalité. La normalité
de ces jeux de données n’est quasi-systématiquement jamais vérifiée. Ainsi un test non paramétrique de
Kruskal-Wallis est réalisé entre les différents jeux de données d’une méme expérience pour conclure
quant a la significativité entre les modalités testées. Les modalités sont considérées significativement
différentes entre elles lorsque la p-value est inférieure a 0,05.

A noter que les tests statistiques sont réalisés sur les valeurs de notations (figure 56) obtenues pour
chaque modalité. Cependant ce sont les efficacités (équation 49) qui sont représentées dans la partie

résultats.

1.2) Extensions des expérimentations aux mildiou du chou et oidium de la tomate

Cette section décrit succinctement les modalités de croissances, de traitements et d’évaluation des essais

mis en place chez Vegenov sur le mildiou du chou et I’oidium de la tomate.

1.2.1.a) Les plantules de chou, Brassica oleracea

Les plantules de chou sont produites par semis 3 semaines avant les expériences de traitement avec ’eau
ozonée. Ces semis sont réalisés sur plaques de semis a 6 alvéoles de 6x5cm chacune, dans du terreau.
Ces plaques sont regroupées par 6 dans des mini serres de 38x24x19cm puis placées dans des chambres
de cultures en cycle jour/nuit a une température de 16 a 18°C. Un exemple de plaque de semis de

plantules de chou prétes pour les expérimentations est présenté sur la figure 57.
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R ke
Figure 57 : Plaque de semis contenant les plantules de chou pour essais de traitements a l'eau
ozonée du mildiou du chou.

1.2.1.b) Les plants de tomate, Solanum lycopersicum

Tout comme les plantules de chou, le centre de ressources technologique Vegenov s’est chargé de la
production de plants de tomates. Des semis sont réalis€s 4 semaines avant 1’expérimentation dans des
pots de 3L contenant du terreau et de I’engrais a libération lente. La croissance des plants est effectuée
en serre, et I’eau est apportée par subirrigation. Des tuteurs maintiennent les plants durant leur
croissance. Les plants de tomates sont préts pour I’expérimentation dés lors qu’ils présentent au moins

5 feuilles, tels qu’ils apparaissent a la figure 58.

Figure 58 : Les plants de tomates produits par Vegenov pour les expérimentations avec l'oidium
et l'eau ozonée.
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Préparation des inocula

Chez Vegenov, les suspensions de sporanges et conidies de H.parasiticae et O.neolycopersici sont
préparées de manicre identique a celles de P.viticola, excepté que leur collecte depuis une feuille
infectée est réalisée par agitation d’une feuille sporulante dans un tube Falcon contenant quelques
millilitres d’eau déminéralisée et sans 1’aide d’un pinceau.

Inoculations

Les infections de mildiou et oidium sont réalisés directement sur plants entiers, les cotylédons et les
folioles sont laissés accrochés a la plante. Concernant les plantules de chou, entre 50 a 60 plantules sont
utilisés par modalité. Uniquement 2 cotylédons par plantules sont conservés et infectés lors des
expérimentations. Pour les plants de tomates, 6 plants par modalités sont utilisés. Chaque plant dispose
d’au moins 5 feuilles avec 5 a 7 folioles. Les inoculations sont réalisées sur 10 folioles réparties sur les

feuilles F2 et F3, comme I’illustre la figure 59.

—————

Figure 59 Plants de tomates avec ses différentes feuilles (F1 a F5) et folioles (1 a 5) (gauche) ;
Plantules de chou (droite).

L’inoculation de H.parasiticae est réalisé en déposant une goutte de 10uL de suspensions de sporanges
a une concentration de 20 000sporanges/mL a 1’aide d’une pipette répétitive sur chacun des deux lobes
du plantule de chou. Pour I’inoculation de O.reolycopersici, une suspension de conidies d’oidium a

20 000conidies/mL est déposée sous forme de gouttes de 10uL sur les feuilles des plants de tomates.
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Chacune des 10 folioles est inoculée avec 6 gouttes d’inoculum. Ces sites d’inoculations sont représentés
a la figure 60.
Une fois inoculées et traitées, les plantules de chou sont redisposées dans les mini serres et conservées

en chambre de culture en cycle jour/nuit pendant 7 jours. Les plants de tomates quant a eux sont

conservés dans la serre durant toute la durée de croissance, inoculation et traitement.

Pl WY

Figure 60 : [llustrations des différents sites d’inoculations, sur folioles de tomates (gauche) et
cotylédons de chou (droite).

1.2.3.a) Dépot gouttes « in planta »
Mildiou/chou

Deux solutions d’eau ozonée sont réalisées a 4,1mgOs/L et 5,9mgOs/L pour tester I’effet de deux
concentrations de traitements différentes. Environ 1 a 2 minutes aprés 1’inoculation des plantules,
chaque goutte d’inoculum est recouverte d’une goutte d’eau ozonée de 10puL, ou d’eau distillé pour la
modalité témoin. Les expériences de temporalités réalisées sur P.viticola ne sont pas reproduites pour

ce pathosystéme.
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Oidium/tomate
Une solution d’eau ozonée a 3,6mgOs/L est produite, puis déposée par gouttes de 10uL sur les gouttes
d’oidium, environ 1 a 2 minutes apres leur inoculation. Des gouttes d’eau déminéralisée sont ajoutées
plutdt que 1’eau ozonée dans le cas de la modalité témoin. Le faible volume de goutte déposé (10uL)
permet d’assurer que les gouttes ne ruissellent pas hors de la feuille lors de la coalescence de la goutte

d’inoculum et de traitement.

1.2.3.b) Pulvérisation « in planta »

En plus des dépots gouttes « in planta », des applications par pulvérisation « in planta » sont réalisées.
Ici, seule la pulvérisation classique est réalisée dans le cadre de ces expériences, le prototype anti-
désorption n’est pas utilisé. A défaut de la disponibilité d’un rail pour fixer la buse de pulvérisation,
cette derniére est tenue a la main par I’opérateur comme schématisé a la figure 61. L’eau ozonée est
pulvérisée sur les plants a une distance d’environ 40cm, en essayant de recouvrir la majorité de la surface
des feuilles des plants, sans apporter trop d’eau pour éviter le lessivage des gouttes d’inoculum.

La pulvérisation est réalisée dans un espace dédié permettant 1’évacuation du liquide pulvérisé et
suffisamment aéré pour éviter I’accumulation d’ozone gazeux dans I’aire de traitement. Les plantules et
plants sont précautionneusement transportés entre ’aire de pulvérisation et leur lieu de culture, pour

éviter le ruissellement des gouttes qui adhérent aux feuilles.

Opérateur
— N
Buse \
A
\
5 00 ~40cm \\
Plant de tomate ou plantules de 0o ° p \
chou préalablement inoculés ° 0 o lo \

avant la pulvérisation

Cuve d’eau ozonée
ou distillée

Figure 61 : Schéma du traitement par pulvérisation d’eau ozonée sur plants de tomates ou
plantules de chou respectivement inoculés de suspension de conidies doidium ou de sporanges
de mildiou.
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1.2.4.a) Intensité et fréquence d’infection d’Oidium neolycopersici

Réalisée a titre indicatif et de maniére moins détaillée que la notation de la sporulation du mildiou vigne,
une notation de 1’oidium de la tomate O.neolycopersici est réalisée afin d’obtenir un ordre d’idée de
I’intensité de la sporulation des conidies inoculées puis traitées. Il s’agit ici de noter chaque site
d’inoculation en fonction de la virulence de la sporulation observée. La notation se limite a 3 valeurs :
0 — absence de sporulation ; 10 — sporulation faible ; 20 — sporulation forte. La figure 62 donne un

exemple des types de sporulations définies.

T

Sporulation faible Sporulation forte

Figure 62 : Exemples de feuilles de tomates présentant I'ensemble de leurs sites d’inoculations
pour une sporulation faible (note de 10) et une sporulation forte (note de 20) d’O.neolycopersici.

Chaque site d’inoculation recoit cette notation a 6 puis 10 jours apres I’application du traitement a 1’eau
ozonée. En moyennant les notations obtenues pour tous les sites d’une modalité de traitement et en les
comparant avec la moyenne des notations témoin, 1’efficacité du traitement au regard de I’intensité de
I’infection peut étre déterminé comme précédemment a 1’équation 49 et I’efficacité relative a la
fréquence d’infection grice a 1’équation 51.

Nmodalite’
Ef fintensice =1 —

N témoin

Equation 52
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En s’intéressant au nombre de sites présentant des signes de sporulations, la fréquence d’infection de la
maladie peut étre déterminée grace a I’équation 50 présentée précédemment :

Nbr sites avec Nypgaiite > 0
Nbr sites total

Fréq =

Equation 53
Cela permet de définir I’efficacité du traitement a 1’eau ozonée au regard de la fréquence d’infection :

FTEQmodalité

E , =1-
fffrequence Fréqremoin

Equation 54

1.2.4.b) Classes d’infection chez H.parasiticae

Pour le pathosystéme mildiou/chou, aucune notation quantitative n’est réalisée. L’évaluation du degré
d’infection de la plante par le microorganisme se fait en répartissant les symptomes observés en classe
qualitatives : Absence de symptomes ou nécrose (0), Nécroses d’hypersensibilités sans sporulation (1),
Légére sporulation (< a 10% de la surface foliaire) localisée au site d’inoculation face inférieure (3),
Légere sporulation sur la face inférieure, de 10 a 50% de surface foliaire (5), sporulation éparse sur les
deux faces, comprise entre 50 et 75% (7), sporulation dense sur les deux faces supérieure a 75% (9).

Cette classification est appliquée pour chaque plantule, soit I’ensemble des deux cotylédons inoculés.
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2) RESULTATS & DISCUSSION

Dans le cadre du projet SOLSTICE dans lequel s’inscrit cette thése, le travail s’oriente principalement
autour de la vigne et ses principales problématiques. Ainsi le pathosystéme mildiou/vigne fait I’objet de
la majorité des investigations et constitue le cceur de cette section. De maniére a illustrer la non-
spécificité de I’eau ozonée sur un seul type de pathogéne, des résultats complémentaires pour les deux
autres pathosystémes mildiou/chou et oidium/tomate sont recueillis grace a la collaboration avec

Vegenov.

2.1) Evaluation de Defficacité de I’eau ozonée contre le développement de P.viticola

Pour montrer le potentiel d’inactivation des sporanges de P.viticola par I’eau ozonée, ces derniers sont
mis en contact hors végétal dans un tube Falcon de 15mL. Aprés cette mise en contact, la suspension de
sporanges est déposée sur disques de feuilles afin d’observer si le développement des sporanges se
produit. L’efficacité de I’eau ozonée pour limiter I’intensité de la sporulation des sporanges est présentée
a la figure 63, en fonction de la concentration en ozone dissous utilisée lors de la mise en contact
sporanges/ozone.

Tout d’abord, un effet dose est décrit par les résultats de la figure 63 : I’augmentation de la concentration
en ozone dissous augmente sensiblement ’efficacit¢ de I’eau ozonée pour limiter I’intensité¢ de la
sporulation de P.viticola qui semble quasiment réprimée a partir de 1,68mgQOs/L dans I’eau ozonée. Au-
dela de cette concentration, I’efficacité de I’eau ozonée reste presque maximale en limitant la majorité
des sporulations du mildiou sur les disques de feuilles de vigne. En deca, une partie des sporanges
ozonées et inoculées sur les disques est capable d’infecter et de se développer, comme 1’indique les

efficacités inférieures a 100%.
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Figure 63 : Efficacité de I'eau ozonée en fonction de sa concentration en ozone dissous pour limiter
lintensité de la sporulation de P.viticola aprés leur mise en contact in vitro. Les lettres
représentent des diftférences significatives entre les notations de chaque modalité de traitement
au sens du test de Kruskal-Wallis (p-value < 0,05).

La fréquence d’infection présentée a la figure 64 permet de déterminer la concentration en ozone dissous
qui a permis I’inactivation totale des sporanges présents dans la suspension inoculée sur les disques de
feuilles. En effet, a partir de 5,22mgO3/L, plus aucun symptdme du mildiou n’est visible sur les disques
de feuilles, ce qui signifie que les sporanges ozonés ne sont plus capables de se développer pour former
des sporanges secondaires. La concentration de 1,68mgOs/L, bien qu’elle limite trés fortement la
fréquence d’apparition des symptomes du mildiou, ne permet pas de limiter totalement 1’apparition de
la maladie car I’efficacité n’atteint pas 100%. Cela signifie que des sites d’inoculations présentent des
signes de sporulation, méme trés faible. Ces faibles sporulations peuvent étre a 1’origine d’infections

secondaires.
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Figure 64 : Efficacité de I'eau ozonée en fonction de sa concentration en ozone dissous pour limiter
la fréquence de sporulation de P.viticola apres la mise en contact ozone/spore in vitro. Les lettres
représentent des différences significatives entre les fréquences de chaque modalité de traitement
au sens du test de Kruskal-Wallis (p-value < 0,05).

La différence d’efficacité d’infection constatée entre les modalités testées, que ce soit a la figure 63 ou
64, provient donc de la différence de concentration en ozone dissous utilisée lors de la mise en contact
« in vitro ». Comme rappelé dans 1’état de 1’art lors de la description de ses mécanismes d’actions, la
molécule d’ozone au contact avec les sporanges va attaquer leurs parois, au point d’en compromettre
I’intégrité et donc leur viabilité. L’augmentation de la concentration en ozone dissous permet donc
d’atteindre des degrés de dégradation des parois plus avancés, qui ménent plus aisément a I’inactivation
du sporange. Une concentration d’ozone dissous plus élevée permet également de toucher un plus grand
nombre de sporanges en suspension. Ce comportement de I’eau ozonée a déja été observé par d’autres
auteurs lors d’expérimentations sur des pathogénes des cultures (Pages, 2015; Fujiwara & Fujii, 2002;
Kazlauskaite ef al, 2020).

La preuve de concept est bien 1a, ’ozone dissous en faible quantité dans 1’eau permet d’inactiver

partiellement le mildiou de la vigne « in vitro », et il a un effet d’inhibition complet pour des
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concentrations supérieures a 5,22mgOs/L. Cette preuve de concept indique que 1’inactivation totale d’un
inoculum de P.viticola aux alentours de 20 000sporanges/mL nécessite I’apport d’eau ozonée avec une
concentration d’ozone dissous d’au moins 5,22mgOs/L. Cela donne une idée de la dose minimale a
apporter lors des expérimentations « in planta » suivantes. A noter que dans le cas d’application d’eau
ozonée sur plantes, les molécules d’ozone vont réagir avec la mati¢re organique présente sur les feuilles
en plus de celle constitutive des microorganismes pathogénes. Il est donc attendu que des concentrations
en ozone plus élevées que 5,22mgOs/L soient nécessaires pour limiter totalement I’apparition de

symptomes lors de I’application d’eau ozonée « in planta ».

2.1.2.a) Effet des concentrations en ozone et en sporanges

Des suspensions de sporanges a différentes concentrations sont utilisées pour inoculer des disques de
feuilles et par-dessus lesquelles, des gouttes a différentes concentration d’eau ozonée sont déposées.
L’idée est d’observer I’effet de I’eau ozonée juste aprés inoculation des sporanges sur feuilles, par
exemple a la suite d’un épisode pluvieux dans les vignes durant la période de forte pression fongique.
La figure 65 rapporte les résultats obtenus pour ces expérimentations de dépot gouttes « in planta ».

Le résultat précédent est retrouvé, soit I’augmentation de 1’efficacité du traitement avec la concentration
en ozone dissous dans les gouttes appliquées. Cependant, la concentration de 5,22mgOs/L n’est pas
suffisante pour atteindre une efficacité de traitement proche des 100%, quelle que soit la concentration
en sporanges dans la goutte d’inoculum. Comme supposé précédemment, une partic de 1’ozone
appliquée réagit probablement avec la surface de la feuille, il faut donc appliquer des doses plus élevées
que lors des expérimentations in vitro ou 1’ozone réagissait uniquement avec les sporanges en
suspensions. Pour cette raison, les modalités a 10,69 et 16,47mgOs/L atteignent de meilleures efficacités

de traitement.
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Figure 65 : Efficacité des dépot gouttes «in planta» d'eau ozonée effectués a diftérentes
concentrations d’'ozone dissous pour limiter l'intensité du développement des sporanges de
Pviticola inoculés a différentes concentrations (chaque modalité correspond a 3
expérimentations indépendantes constituées de 48 notations chacune, soit n=144). Les lettres
représentent des différences significatives entre les notations de chaque modalité de traitements
au sens du test de Kruskal-Wallis (p-value < 0,05).

De plus, pour une méme concentration en ozone appliquée, I’efficacité augmente avec la diminution de
la concentration en sporange dans I’inoculum. L’inactivation des sporanges est donc plus efficace
lorsque la quantité d’ozone apportée pour dégrader les sporanges augmente, puisque les molécules
d’ozone sont assez nombreuses pour dégrader suffisamment les parois. Ainsi la présence de plus de
sporanges dans I’inoculum demande un apport plus conséquent d’ozone pour maintenir un certain

niveau d’efficacité car la surface de parois cumulées a dégrader par 1’0zone est plus importante.
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2.1.2.b) Fenétre temporelle de traitement apreés I’épisode d’inoculation

L’étude par dépot gouttes « in planta » permet aussi de déterminer la fenétre de temps disponible apres
un épisode d’inoculation pour appliquer efficacement 1’eau ozonée. En laissant différentes durées entre
I’inoculation et I’application d’eau ozonée, cette fenétre est déterminée. Ces résultats sont présentés a la

figure 66.
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Figure 66 : Efficacité des dépots gouttes « in planta » d'eau ozonée pour limiter leur intensité de
sporulation en fonction de la durée entre I'inoculation de sporanges de P.viticola et le traitement
(chaque modalité correspond a 3 expérimentations indépendantes constituées de 48 notations
chacune, soit n=144). Les lettres représentent des différences significatives entre les notations
de chaque modalité de traitement au sens du test de Kruskal-Wallis (p-value < 0,05).

Pour une concentration en ozone dissous relativement identique, I’efficacité de 1’eau ozonée pour limiter
I’intensité de la sporulation du mildiou diminue lorsque la durée entre 1’inoculation et le traitement
augmente. Lorsque cette durée est inférieure a 2h, I’efficacité du traitement a 1’eau ozonée est bonne
(supérieure a 75%), mais au-dela de cette durée I’efficacité chute drastiquement et n’est plus que treés
légeérement supérieure a 40% apres 3 a 4h post inoculation. Pour une durée supérieure a Sh entre

I’inoculation et le traitement, 1’eau ozonée ne montre plus d’effets limitant la sporulation de P.viticola.
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Ce résultat peut s’expliquer par le cycle d’infection du mildiou de la vigne, rappelé a la figure 67. En
effet, a la suite de I’inoculation naturelle des sporanges lors de précipitations (t=0h), les zoospores
contenues dans les sporanges sont relachées sur la feuille (t=0 — 1h). En I’espace de 3h, elles nagent et
rejoignent les stomates pour rentrer dans I’épiderme de la feuille et en coloniser I’intérieur (t=1 — 3h).
A partir de 3h aprés I’inoculation, les zoospores s’enkystent au niveau d’un stomate et germent vers
I’intérieur de la feuille pour produire le mycélium (t=3h). Il est donc raisonnable de penser qu’en
appliquant I’eau ozonée plus de 3 heures aprés I’inoculation, la plupart des zoospores et des structures
qu’elles engendrent sont déja a ’intérieur de la feuille et non plus en surface, et cela pour une durée
d’environ 5 jours (t=0 — 5j). Les molécules d’ozone appliquées plus de 3h aprés 1’inoculation sont
probablement consommeées en priorité par les impuretés présentes sur la feuille, les zoospores
retardataires restées en surface, ou par la surface de la feuille elle-méme. Il y a donc peu d’ozone qui

atteint les structures implantées du mildiou pour limiter sa sporulation au sein de la feuille de vigne.

Cette expérience met en évidence que 1’eau ozonée est un agent de contact qui réagit préférenticllement
avec la surface de la matrice a traiter. De cette facon, il est aisé¢ de penser que 1’eau ozonée puisse
inactiver les sporanges présents sur les sporangiophores localisés a la surface de la feuille a partir de 5
jours environ aprés un premier épisode d’inoculation. Cependant cette expérimentation n’a pas été
réalisé dans le cadre des présents travaux de thése pour confirmer cette hypothése.

Toutefois, dans la nature, les inoculations au sein d’une culture ne sont pas synchronisées, ¢’est-a-dire
qu’on retrouve tous les stades du cycle du mildiou sur une parcelle cultivée. En agissant sur les étapes
ou les sporanges et les zoospores sont en surface de feuille, il y a de trés fortes chances de briser le cycle

d’infection du mildiou et donc de réduire 1’épidémie au sein de la culture.
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Figure 67 : Chronologie du cycle d’infection secondaire du mildiou de la vigne. Les étapes du cycle
en vert représentent les temporalités ou ['eau ozonée a été appliquée avec succes pour réduire
l'intensité de l'infection. L’étape en orange représente le moment du cycle ou les structures du
mildiou sont au sein de la feuille et ou l'eau ozonée semble ne plus pouvoir intervenir. L’étape en
bleu représente le moment ou les structures du mildiou sont a I'extérieur de la feuille et donc
susceptibles d’étre dégradées par l'eau ozonée, mais dont les expérimentations n’ont pas été

réalisées.
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En appliquant 1’eau ozonée par pulvérisation consécutivement a I’inoculation des plants, les essais
expérimentaux se rapprochent des conditions de traitements in situ. La pulvérisation est réalisée sous
deux modalités : pulvérisation conventionnelle sans utilisation du prototype, et pulvérisation avec la
buse équipée du prototype de réduction de la désorption. Les résultats de 5 essais distincts réalisés sur

des disques de feuilles de vignes sont présentés a la figure 68.
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Figure 68 : Efficacité du traitement a I'eau ozonée par pulvérisation pour réduire l'intensité de
sporulation de P.viticola, avec ou sans buse équipée du prototype de réduction de la désorption
d’ozone. [Os].ve indique la concentration en ozone mesurée dans la cuve au moment de la
pulvérisation et [Os]isques indique la concentration en ozone mesurée 40cm sous la buse de
pulvérisation a I'endroit ou se trouve les disques de feuilles a traiter. Les lettres représentent des
différences significatives entre les notations de chaque modalité de traitement au sens du test de
Kruskal-Wallis (p-value < 0,05).

Pour chaque répétition, représentés a la figure 68 par des histogrammes de méme couleur, I’efficacité
en termes d’intensité est systématiquement plus élevée lors de 1’utilisation du prototype anti-désorption
que lors de la pulvérisation classique. Cela semble s’expliquer par le fait que les concentrations d’ozone
apportées aux disques de feuilles 40cm sous la buse sont plus importantes avec 1’utilisation du prototype.

En effet, la désorption calculée est réduite d’environ 13% en moyenne sur les 5 essais grace a I’utilisation
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du prototype. Méme si cela semble évident, il est intéressant de voir que la réduction physico-chimique
de la désorption se traduit bien par une amélioration biologique du traitement a 1’eau ozonée par
pulvérisation. Cela confirme que le manque d’efficacité de 1’eau ozonée observée in situ est seulement
da a I’insuffisance des doses d’ozone apportées du fait des phénoménes de désorption.

11 est important de discuter de la disparité des efficacités obtenues lors de ces essais de pulvérisation. Il
peut sembler étonnant d’observer une efficacité de traitement de 85% dans le cas du premier essai de
prototype avec une concentration d’ozone apportée de 3,95mgOs3/L alors qu’avec une concentration bien
supérieure de 6,70mgOs/L, le troisiéme essai de prototype voit son efficacité de traitement étre de 70%
seulement. En réalité, contrairement aux expériences de dépdt de gouttes « in planta » réalisées a la
pipette ou la dose appliquée est maitrisée par le controle du volume déposé et de la concentration
mesurée, ici pour ces expériences de pulvérisation « in planta », seule la concentration apportée est
connue. En effet, le passage de la buse de pulvérisation au-dessus des disques de feuilles est réalisé
manuellement par un opérateur, et il est fort possible que d’une répétition a une autre, le geste de
I’opérateur soit différent. Cela peut expliquer les disparités entre chaque essai.

Cependant malgré ces disparités, la modalité de traitement avec le prototype présente systématiquement
une meilleure efficacité que la modalité classique de pulvérisation, avec une augmentation de 24% de
I’efficacité en moyenne sur les 5 essais réalisées.

Finalement, le dépot gouttes « in planta » et la pulvérisation «in planta » d’eau ozonée
consécutivement a un épisode d’inoculation montrent un effet certain de I’ozone pour limiter la
sporulation de P.viticola. Cet effet est d’autant plus marqué que la concentration en ozone dissous
appliquée au contact de la plante est importante. La suite des expérimentations est tournée vers
I’extension de ces essais aux deux autres pathosystémes de 1’étude : le mildiou du chou et I’oidium de

la tomate.
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2.2) L’eau ozonée sur le mildiou du chou et I’oidium de la tomate

Les résultats des deux types d’applications, par dépot gouttes « in planta » et pulvérisation « in planta »,

sur le pathosystéme mildiou du chou sont présentés a la figure 69. Cette figure 69 représente pour chaque

modalité la répartition des notations effectuées pour chaque plantule de chou.
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Figure 69 : Répartition (en %) des plantules de chou dans chaque classe de symptémes du mildiou
obtenue aprés inoculation par Hparasiticae. Le nombre entre parenthése indique le nombre de

notations eftectuées par modalités.

Par exemple, pour la modalité « eau », cela signifie que plus de 33% des plantules évaluées sont classées
en classe 9 « Sporulation dense sur les deux faces », 31% classés en classe 7 « Sporulation éparse sur

les deux faces », 26% des plantules évaluées en classe 5 « Légere sporulation sur la face inférieure », et
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le reste des plantules évaluées se répartit entre la classe 3 « Légére sporulation localisée au site
d’inoculation sur la face inférieure » et la classe 1 « Nécroses d’hypersensibilités sans sporulation ».
Ainsi, pour cette modalité témoin « eau », la majorité des plantules (=90%) présentent des symptdmes
sévéres du mildiou du chou, ce qui valide le protocole d’inoculation pour ces expérimentations. La
modalit¢ BION5S0WG permet la comparaison des autres modalités avec un traitement phytosanitaire
chimique conventionnel. Pour ce produit phytosanitaire conventionnel stimulant les défenses naturelles
des plantes, aucun signe de sporulation de mildiou du chou n’est observé sur les plantules inoculés,
comme le montre les 100% de plantules notées classe 0 : « absence de sporulations ou nécrose ».
Concernant les applications par dépdt gouttes « in planta », soit les modalités « Oz goutte 5,9mg/L » et
« O3 goutte 4,1mg/L » sur la figure 69, il est intéressant de remarquer que seule la modalité a 5,9mg/L
permet d’obtenir une réduction significative de la sporulation. En effet, seuls 32% des plantules montrent
des symptomes séveres de sporulation (classe 5,7 et 9), le reste des plantules ne présentant que des
signes modérés ou faibles de sporulation, contrairement a la modalité témoin qui recense plus de 90%
de plantules sévérement symptomatiques. Cela signifie que 1’application d’eau ozonée par dépdt goutte
de 5,9mg/L a permis de limiter la sporulation du mildiou du chou. Le traitement par dép6t goutte d’eau
ozonée a 4,1mg/L quant a lui n’a pas permis de limiter la sporulation du mildiou du chou, probablement
a cause d’une concentration apportée de I’eau ozonée trop faible.

Deux applications par pulvérisation « in planta » sont également testées, avec des concentrations de 2,5
et 3,5mgOs/L mesurées au niveau des plantules. La pulvérisation a 2,5mgOs/L. ne semble pas avoir
produit de limitation remarquable de la sporulation du mildiou, une part importante (=90%) des
plantules évaluées présentent des symptomes sévéres du mildiou. Cependant, avec une concentration
d’ozone dissous plus importante a 3,5mgQOs/L, un effet notable de 1’eau ozonée est observé. En effet,
moins de 55% des plantules évaluées dans cette condition présentent des symptémes modérés ou faibles
de sporulation (classe = 5).

11 est intéressant de noter que la pulvérisation a 3,5mgQ3/L a produit un effet limitant de la sporulation
alors que le dépot goutte a 4,1mgOs/L n’a pas eu d’effet significatif malgré une concentration apportée
plus importante. Une nouvelle fois, il faut comprendre que le volume appliqué par pulvérisation n’est
pas maitrisé, ainsi la dose d’ozone apportée (volume X concentration) n’est pas connue. Au regard des
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meilleurs résultats obtenus pour le cas de la pulvérisation, il semblerait donc que la dose apportée lors
de la pulvérisation a 3,5mg/L ait été plus grande que celle apportée par dépot controlé de gouttes a
4,1mg/L. La pulvérisation semble amener de nombreuses gouttes sur les végétaux, ce qui apporte plus
de volume d’eau ozonée que la seule goutte de 20uL déposée lors de I’application contrdlée.

Ces essais inédits tendent a prouver que 1’eau ozonée permet de limiter le développement du mildiou du
chou lors de son application au moment de 1’épisode d’inoculation. Cependant, cette limitation n’est pas
totale si la quantité d’ozone apportée n’est pas suffisamment grande et des signes de sporulation du
mildiou persistent et pourront entrainer des infections secondaires futures. Il aurait été intéressant
d’appliquer des doses d’ozone beaucoup plus importantes pour déterminer si 1’inactivation totale des
sporanges de mildiou est réalisable. Toutefois il est déja trés encourageant d’observer une efficacité de

I’eau ozonée pour les faibles concentrations testées.

Les essais de traitements a 1’eau ozonée sur 1’oidium de la tomate sont présentés a la figure 70 et 71.
Les applications par pulvérisation « in planta » sont réalisées avec des concentrations de 0,33mg/L et
1,61mg/L, ce qui est relativement faible. Cela est dii & un temps d’attente important d’environ 30min, le
jour des essais entre la préparation de 1’eau ozonée et son application. Durant ce laps de temps, 1’0zone
dissous s’auto-décompose dans la phase liquide. A cela s’ajoute les phénoménes de désorption lors de
la pulvérisation qui s’est faite avec une buse AFX conventionnelle sans I’utilisation du prototype anti-
désorption développé dans le chapitre précédent. L application controlée par dépdt goutte qui a été
réalisée en premier lieu bénéficie quant a elle d’une concentration satisfaisante (3,6mgQs/L).

Les notations de symptomes réalisées 6 jours apres I’inoculation montrent a la figure 70 un effet marqué
des traitements a I’eau ozonée quant a la fréquence d’apparition des symptdmes de 1’oidium sur les
feuilles de tomates. Les applications d’eau ozonée par pulvérisation montrent une réduction satisfaisante
de la fréquence d’apparitions de sporulation sur les sites d’inoculation par rapport a la modalité témoin.
En effet, I’efficacité du traitement atteint environ 30% dans le cas de la pulvérisation a 0,33mg/L et
jusqu’a 57% pour la pulvérisation a 1,61mgOs/L. L’application d’eau ozonée par dépot goutte « in
planta » quant a elle a permis d’obtenir une efficacité de I’ordre de 40%, avec une concentration

appliquée de 3,6mgOs/L. Une nouvelle fois, il faut noter que la meilleure efficacité du traitement
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appliqué par pulvérisation a une concentration de 1,61mgQO;/L comparé au traitement par dépdt goutte
a la concentration supérieure de 3,6mgO3/L provient certainement de la différence de volume apporté.
En effet comme expliqué précédemment, le volume pulvéris¢ est vraisemblablement plus important que
les 20uL déposés sous forme de gouttes, ce qui méne a une dose apportée plus conséquente dans le cas

du traitement par pulvérisation.
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Figure 70 : Efficacité de traitements a I'eau ozonée pour réduire la fréquence de sporulation des
sites d’inoculations de O.neolycopersici lors d’une évaluation réalisée 6 jours aprés l'inoculation.
Pour le cas de la pulvérisation, la concentration en ozone dissous est celle mesurée 40cm sous la
buse.

Contrairement a la modalité de traitement au produit phytosanitaire conventionnel Thiovit qui permet
une réduction quasi-totale de la fréquence d’infection, les modalités de traitement a I’eau ozonée laissent
persister des sites de sporulation sur les feuilles qui sont propices a des infections secondaires. Des
évaluations sont également réalisées 10 jours aprés ’inoculation, soit 4 jours aprés la premicre

évaluation, et montrent a la figure 71 une perte d’efficacité du traitement a 1’eau ozonée.
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En effet, en termes de fréquence, les efficacités observées a la figure 71 pour les modalités de traitements
sont quasiment nulles. En 1’espace de 4 jours, les sites d’inoculations qui ne présentaient pas de signe

de sporulation a I’ceil nu semblent finalement avoir sporulés.
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Figure 71 : Efficacité de traitements a l'eau ozonée pour réduire la fréquence de sporulation des
sites d’inoculations de O.neolycopersici lors d’une évaluation réalisée 10 jours apreés l'inoculation.
Pour le cas de Ia pulvérisation, la concentration en ozone dissous est celle mesurée 40cm sous la
buse.

Cette notation en deux temps met en évidence la difficulté a inactiver entiérement un inoculum d’oidium.
L’objectif du traitement avec 1’eau ozonée est de compromettre la viabilité des conidies du pathogéne
pour inhiber leur développement. Lors des observations a I’ceil nu le 6™ jour aprés I’inoculation et
traitement a 1’eau ozonée, les modalités traitées a I’0zone montraient beaucoup moins de spots visibles
de sporulation d’oidium que la modalité témoin. Il est fort probable que 1’eau ozonée ait inactivé une
grande majorité des conidies d’oidium présentes dans la goutte d’inoculation, tandis que dans le cas de
la modalité témoin, de nombreuses conidies viables restaient présentes. Ainsi lors du 6°™ jour, les
conidies de la modalité témoin ont eu le temps de se développer et I’ensemble des structures formées
sont si nombreuses qu’elles sont visibles a 1’ceil nu. Mais pour les modalités de traitement a 1’eau ozonée,

bien qu’une grande majorité des conidies inoculées ont probablement été inactivées, les conidies
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survivantes ont pu se développer. En quantité bien moins nombreuses, les structures développées par ce
pathogeéne sont présumées présentes mais trop peu nombreuses pour étre visibles a 1’ceil nu, ce qui
retarde 1’apparition des symptdmes. C’est seulement aprés un temps plus long de développement, au
10°™ jour, que ces structures deviennent remarquables par observation visuelle.

L’analyse de I’efficacité évaluée 10 jours apres les traitements permet de visualiser ces différentes
intensités de sporulation. La figure 72 représente ces efficacités de traitement au regard de I’intensité

des symptomes.
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Figure 72 : Efficacité de traitements d I'eau ozonée pour réduire l'intensité de sporulation des sites
d’inoculations de O.neolycopersici lors d’une évaluation réalisée 10 jours apres l'inoculation. Pour
le cas de la pulvérisation, la concentration en ozone dissous est celle mesurée 40cm sous la buse.

De cette maniére, I’effet du traitement a I’eau ozonée pour limiter I’intensité de sporulation de 1’oidium
de la tomate est clairement identifi¢, méme lors d’observations réalisées 10 jours aprés 1’application du
traitement. La modalité de pulvérisation a 1,61mg/L présente une efficacité d’environ 50%, ce qui
signifie qu’au moins la moitié des sites d’inoculations présente des sporulations faibles ou nulles en
comparaison de la modalité témoin dont la quasi-intégralité des sites a une sporulation forte.

Les deux autres modalités, dépot gouttes a 0,33mg/L et pulvérisation a 3,64mg/L, montrent des
efficacités plus modérées. Pourtant, aux vues des faibles concentrations et volumes apportés, il est déja

trés encourageant d’observer une efficacité de 1’eau ozonée avec ces petites doses appliquées.
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Ces essais sur I’oidium de la tomate prouvent 1’efficacité de 1’eau ozonée pour limiter la sporulation de
conidies fraichement inoculées. Toutefois, comme les deux autres pathosystémes étudiées, I’eau ozonée
n’a pas complétement empéché la sporulation du pathogeéne, permettant les infections secondaires
futures. Cependant, les doses appliquées sur ces essais étaient inférieures a celles initialement
souhaitées, il est aisé de penser qu’avec des doses plus élevées, une meilleure efficacité voire une
efficacité totale devrait étre atteinte. De plus, ces essais sont les premiers a démontrer 1’efficacité de

I’eau ozonée pour inactiver le développement des conidies d’O.neolycopersici.
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SYNTHESE DU CHAPITRE 3

Ces campagnes d’essais de traitement a I’eau ozonée ont permis de mettre en évidence des propriétés
antifongiques de 1’eau ozonée sur différents pathosystémes, et ont confirmé la complexité de traitement
des mildious et oidiums.

Les expérimentations menées sur le pathosystéme modéle mildiou/vigne ont permis la réalisation de la
preuve de concept quant a 1’efficacité de 1’eau ozonée pour inactiver la germination des sporanges de
P.viticola, lors d’une mise en contact ozone/sporanges hors-végétal. La concentration minimale qui a
permis une inactivation totale de 1’inoculum a 20 000sporanges/mL est de 5,22mgQ;/L.

L’application d’eau ozonée par dépot gouttes « in planta » sur matrice végétale a permis d’identifier que
cette concentration en ozone doit en réalité étre plus élevée (>16mgOs/L) que lors des essais in vitro
pour inhiber totalement la sporulation du mildiou, du fait de la consommation de molécules d’ozone par
la surface du végétal. Aussi, cette concentration doit étre plus forte dans le cas d’un inoculum plus
virulent. Ces expériences de dépdt gouttes « in planta » ont également mis en évidence le mode d’action
de I’ozone comme un agent de surface. En effet, ’eau ozonée a démontré son efficacité sur les zoospores
de P.viticola rejoignant I’intérieur de la feuille jusqu’a 3h aprés un épisode d’inoculation. Au-dela, la
plupart des zoospores sont rentrées dans les stomates et 1’eau ozonée ne présente plus d’effet inhibant
le développement du mildiou de la vigne.

L’application d’eau ozonée par pulvérisation « in planta » sur le pathosystéme modéle a démontré
I’intérét du prototype de buse anti-désorption, en montrant des traitements nettement plus efficaces que
la pulvérisation conventionnelle lors de 1’utilisation de ce prototype. L’action du prototype sur le
contrdle des phénoménes physiques liés a I’écoulement de 1’eau ozonée dans la buse et a la
thermodynamique des équilibres gaz/liquide en sortie de buse a permis d’améliorer le traitement
biologique de I’eau ozonée sur le mildiou de la vigne.

En étendant les expérimentations d’application par dépdt gouttes « in planta » et pulverisation « in
planta » sur les pathosystémes du mildiou du chou et I’oidium de la tomate, la non-spécificité de I’eau
ozonée pour réagir avec les microorganismes pathogénes a été une nouvelle fois prouvée. En effet, les

applications d’eau ozonée au moment de 1’inoculation ont significativement limité la germination de
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H.parasiticae et O.neolycopersici, bien qu’aucun traitement a 1’ozone testé n’ait permis 1’inactivation
totale des sporanges et conidies.

Aussi, la notation en deux temps effectu¢ dans le cadre de 1’oidium de la tomate a montré que si
I’inactivation de 1’inoculum par 1’eau ozonée n’est pas compléte, les conidies survivantes finiront par
produire des structures propices aux contaminations secondaires. Cependant le traitement a 1I’eau ozonée
semble avoir réduit I’intensité de développement de ces structures d’infections secondaires.
Finalement, ces essais de traitements a I’eau ozonée relativement simples, sont inédits et fournissent une
preuve de concept a la communauté scientifique et agricole quant a I’effet de 1’eau ozonée pour lutter

contre P.viticola, H.parasiticae et O.neolycopersici.



CONCLUSION GENERALE

Dans un contexte de pression réglementaire croissante pour réduire les intrants conventionnels
controversés en agriculture, I’eau ozonée a été identifiée comme un candidat prometteur pour se
substituer aux produits phytosanitaires conventionnels, notamment car sa réactivité avec les
microorganismes est tres forte et que sa rémanence dans 1’environnement est trés faible. En effet, 1’état
de I’art a rappelé que les molécules d’ozone inhibent le développement de nombreux bioagresseurs a
I’échelle du laboratoire, dont certains sont responsables de maladies des cultures. Cependant, les
expérimentations pour lesquelles I’eau ozonée a été appliquée par pulvérisation rapportent des
efficacités de traitement trés discutables, pour ne pas dire mauvaises. La pulvérisation traditionnelle ne
semble pas permettre 1’application efficace d’eau ozonée, et cela serait notamment dii a des phénomenes
de transfert de matiére.

L’objectif de cette thése était donc double. Dans un premier temps, il s’agissait de comprendre les
phénoménes physico-chimiques mis en jeu lors de la pulvérisation d’eau ozonée, afin d’améliorer son
application ; et dans un second temps d’évaluer les performances de 1’eau ozonée contre une gamme
¢largie de microorganismes responsables de maladies en agriculture.

Les deux études complémentaires du spray réalisées a 1’échelle globale puis locale ont mis en évidence
un fort phénoméne de transfert des molécules d’ozone dissous au sein du liquide pulvérisé vers 1’air
ambiant. La phase liquide voit ainsi sa concentration en ozone réduire le long du trajet de pulvérisation.
Cette désorption est provoquée par la différence de concentration en ozone entre la phase liquide riche
en ozone et 1’air dépourvu d’ozone, et est exacerbée par la forte aire interfaciale que propose le procédé
de pulvérisation. Deux régions du spray proposent des régimes de transfert distincts : la région du film

liquide ou la majorité du transfert est réalisé en quelques centimétres (k;, Fitm™ 1,2x102 m/s) et la région
des gouttes qui représente quasiment I’ensemble du spray mais ou le transfert est moindre (k;, gouttes—

8,84%x10™* m/s). Cette nouvelle compréhension des phénoménes de transfert dans le spray a permis de
développer de nouveaux outils de modélisation pour prédire 1’évolution de la concentration en ozone
dissous dans le spray en tenant compte des deux régimes de transfert. Une stratégie basée sur la réduction

du potentiel d’échange au niveau du film liquide par injections d’ozone gazeux localisées et confinées



Conclusion générale

a été développée et testée, permettant de réduire les pertes d’ozone dissous lors de la pulvérisation d’eau
ozonée.

En parallele, I’effet de I’eau ozonée pour inhiber le développement de sporanges de P.viticola, le mildiou
de la vigne, a été prouvé a 1’échelle in vitro dans des conditions trés contrdlées. La concentration
minimale en ozone pour empécher totalement la sporulation d’un inoculum de P.viticola a été
déterminée a 5,22mgQOs/L. En se positionnant a 1’échelle in planta, la nécessité d’apporter des
concentrations plus élevées en ozone pour inhiber la sporulation a été mise en évidence, notamment a
cause de la consommation d’ozone par la matrice végétale. Le traitement a 1’ozone semble agir
uniquement en surface de feuille car 1’infection n’est pas stoppée lors de I’application d’eau ozonée aux
stades ou les structures du mildiou se développent au sein de la feuille et non en surface (t > 3h post
inoculation). Le module anti-désorption développé dans ces travaux a permis d’obtenir des efficacités
de traitements nettement supérieures a la pulvérisation conventionnelle dans le cas de traitements
appliqués sur le pathosystéme mildiou/vigne par pulvérisation. Finalement la non-spécificité de 1’eau
ozonée a été prouvé en observant une efficacité de 1’eau ozonée pour limiter le développement du
mildiou du chou et de I’oidium de la tomate dans des conditions similaires d’expérimentations.

La démonstration en conditions controlées de 1’effet antifongique de 1’eau ozonée sur différents
pathogenes responsables de maladies majeures en agriculture ainsi que la levée du verrou technologique
qui empéchait I’application d’eau ozonée par pulvérisation permet a I’eau ozonée de conserver son statut

de solution prometteuse pour la lutte des bioagresseurs en agriculture.
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PERSPECTIVES

PERSPECTIVES SCIENTIFIQUES

Les présents résultats de thése soulévent de nouveaux questionnements et ouvrent la voie a des

expérimentations futures quant a la pulvérisation d’eau ozonée au service de I’agriculture.

En ce qui concerne I’étude du transfert de matiére lors de la pulvérisation d’eau ozonée, le
développement d’une méthode locale de caractérisation du transfert au sein du film liquide offre une
large palette d’expériences a réaliser.

Tout d’abord, il serait intéressant de relier les dimensions et ou les vitesses des films plats produits par

des buses différentes au coefficient de transfert, cela permettrait de connaitre les contributions

respectives de chacun afin de proposer une corrélation adimensionnelle plus poussée que celle proposée
dans ce travail.

L’adaptation de la méthode a des géométries de films plus complexes (film conique, jet cylindrique)
pourrait également apporter des connaissances supplémentaires sur le transfert qui se produit dans la
région de formation des gouttes pour d’autres types de buse, bien qu’il semble difficile d’appliquer la
méthode colorimétrique sur des interfaces non planes. Ces nouvelles connaissances pourraient
compléter les stratégies d’optimisation du module anti-désorption.

Des pistes d’amélioration du prototype ont déja été présentées a partir des éléments obtenus lors des
présents travaux. Il s’agit essentiellement de réduire les phénomenes de dilution gazeuse au sein du

volume confiné du prototype. La description de I’hydrodynamique qui se déroule dans le module anti-

désorption serait une étape supplémentaire vers la compréhension de ces phénomenes : des simulations
numériques ou des mesures expérimentales de champs de vitesses des différentes phases dans le
prototype devraient permettre de mieux appréhender 1’origine de la dilution de 1’0ozone dans le volume

confiné.



Perspectives

La confirmation de ’effet antifongique de I’eau ozonée pour limiter le développement de mildious et
oidiums permet d’envisager de nombreuses expérimentations complémentaires.
Il faudrait a I’avenir tester 1’effet de I’eau ozonée sur des structures d’infections secondaires déja

présentes a la surface de la feuille, ¢’est-a-dire ’application d’un traitement environ 4 a 5 jours aprés

I’inoculation de la maladie.

Dans le méme esprit, I’application d’eau ozonée avant 1’inoculation pourrait permettre de stimuler les

défenses de la plante. En effet, des expérimentations de réponses a I’ozone par la plante ont déja été
menées sur la vigne et la tomate (Modesti et al, 2022; Campayo et al, 2021; Romeo-Olivan et al, 2021;
Xu et al, 2021), et ont prouvé un effet de stimulation des défenses des plantes. Ainsi 1’eau ozonée
n’aurait pas que des vertus pour inactiver des spores mais également pour préparer les plantes face a un
bioagresseur.

Comme I’eau ozonée ne semble pas agir sur les structures a I’intérieur de la feuille, il serait intéressant
de combiner I’action de surface de 1’ozone a un produit de protection capable de pénétrer dans les tissus

de la plante. L’association de traitements a 1’ecau ozonée avec des traitements conventionnels ou

biocontréle sont des pistes d’études a investiguer en laboratoire afin de réduire les intrants d’une
exploitation agricole. Il faut surtout s’assurer que les molécules d’ozone, avec leur forte réactivité, ne

dégradent pas les principes actifs des traitement associés.

PERSPECTIVES EN AGRICULTURE

Jusqu’a présent, I’application d’eau 0zonée en espace ouvert n’était que peu envisageable. A la vue des
résultats obtenus lors de ces travaux de thése, I’utilisation de I’eau ozonée pourrait a terme étre envisagée
pour limiter le développement des maladies des plantes au champ.

En effet, la littérature montre que peu de stratégies ont été testées in situ, notamment a cause des effets
discutables de I’eau ozonée lors de son application par pulvérisation. Les présents travaux, en particulier
le développement d’un prototype anti-désorption, permettent d’envisager des essais pertinents de

pulvérisation d’eau ozonée en conditions réelles au champ et de s’affranchir des conditions trés
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contrdlées du laboratoire qui restent peu représentatives des contraintes in situ. Il est donc nécessaire a

I’avenir d’optimiser le prototype et de concevoir son implémentation sur les pulvérisateurs

conventionnels pour réaliser ces expérimentations dans des conditions d’utilisation de 1’eau ozonée
optimales. C’est ainsi que des stratégies de traitement a 1’eau ozonée pourront étre testées efficacement

pour dessiner le role de I’ozone dans la lutte contre les bioagresseurs des cultures.

Tout d’abord il serait intéressant, dans une optique curative, d’observer I’effet d’une augmentation des

doses appliquées grace a la maitrise de la désorption ainsi que |’effet de la multiplication de traitements

a I’eau ozonée espacées de plusieurs jours sur une parcelle infectée de mildiou ou oidium. En supposant

que chaque application d’eau ozonée inactive la majorité des sporanges en surface de feuilles, il est
possible d’imaginer que la pression fongique de la parcelle soit fortement réduite et que les infections
soient moins fréquentes. Cette stratégie pourrait permettre de freiner et contenir une épidémie de mildiou
ou oidium ayant débuté au sein d’une culture.

Avec une approche plutét précoce, I’eau ozonée pourrait étre appliquée sur feuilles avant 1’apparition

de symptoémes sur la parcelle, au moment ou les modeéles de prédictions proposent d’appliquer un
traitement préventif contre le mildiou ou oidium, méme si I’0zone ne dispose pas de la rémanence de
ces produits de traitements. Cela pourrait bloquer la plupart des infections primaires et limiter
I’apparition des épidémies de mildiou et oidium, a condition de renouveler fréquemment les traitements
aI’eau ozonée pour inactiver les infections secondaires. L’eau ozonée pourrait également &tre appliquée
sur les sols et bois de vignes ou persistent généralement les formes hivernales résistantes des mildious
et oidiums, pour empécher les infections primaires d’avoir lieu. De plus, I’application préventive d’eau
ozonée avant 1’apparition de symptdmes sur la parcelle pourrait stimuler les défenses des plantes comme
précisé précédemment.

Il est également possible de voir 1’eau ozonée comme un agent technologique qui pourrait améliorer

Iefficacité des autres produits phytosanitaires, notamment des produits de biocontrole. En effet,

I’application d’eau ozonée sur les végétaux pourrait « préparer le terrain » pour I’utilisation de produits
de biocontrole, en réduisant la population microbienne présente sur les végétaux pour limiter leur

concurrence avec les agents microbiologiques de biocontréle.
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I1 faut noter que ’efficacité actuelle de I’ecau ozonée ne permet pas de se substituer entiérement aux
produits conventionnels, notamment a cause de son mode d’action. En effet, les produits a base de cuivre
sont relativement rémanents et libérent leurs principes actifs progressivement sur la feuille pour offrir
une action continue de traitement, ce qui permet de limiter la germination des spores de pathogénes lors
de leur dissémination sur une nouvelle feuille. En conséquence, les épisodes d’infections secondaires ne
voient pas le jour et 1’épidémie est contenue. L’eau ozonée avec sa faible rémanence propose
uniquement une action immédiate sur les structures du pathogénes lors de son application, car 1’0zone
se décompose tres rapidement et ne sera plus disponible sur la feuille pour limiter 1’infection d’une
feuille lors de la propagation de spores. Toutefois 1’eau ozonée doit permettre d’inactiver les sporanges
présents a la surface de la feuille au moment du traitement et donc de réduire I’épidémie au sein de la
culture. Les stratégies de traitements a 1’eau ozonée doivent prendre en compte cet aspect pour s’intégrer
au mieux dans I’itinéraire technique de protection des cultures : des itinéraires proposant de mixer eau
ozonée et traitement plus conventionnels pourraient étre une alternative. Il est probable qu’en associant

traitements conventionnels et traitements a 1’eau ozonée, la quantité d’intrant chimique utilisée sur la

parcelle puisse €tre réduite. Toutefois il serait préférable d’étudier les interactions eau ozonée/produits
de traitements a 1’échelle laboratoire avant la réalisation de ce type de traitement. En effet, avec sa

réactivité, I’ozone pourrait dégrader le principe actif de ces solutions conventionnels ou de biocontrdles.

Bien que I’utilisation de 1’0zone soit trés prometteuse, il faut garder a I’esprit que la molécule d’ozone,

plus particuliérement sous sa forme gazeuse, est toxique a partir d’une certaine concentration dans 1’air.

Il est donc nécessaire de prendre toutes les précautions nécessaires pour protéger les opérateurs lors de
I’application d’eau ozonée, notamment lors de la gestion de flux d’ozone gazeux comme proposé avec
I’utilisation du module anti-désorption.

Aussi, la molécule d’ozone est considérée comme un polluant atmosphérique pour I’environnement et

la santé. En appliquant des traitements a bases d’ozone, il faut s’assurer que les concentrations
résultantes en ozone dans 1’air autour des sites d’applications ne soient pas au-dela des limites tolérables.
11 est toutefois attendu que 1’0zone gazeux subisse son auto-décomposition et de nombreuses réactions

avec les constituants présents dans ’air et ses alentours (poussiéres, matériaux, certains composés
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chimiques de I’air, etc.). En ce sens, 1’0zone gazeux utilisé pour le traitement des cultures a de fortes
chances de ne pas persister dans I’air et de ne pas participer a la pollution de I’air.

Pour ces raisons, I’eau ozonée n’a toujours pas €té autorisée par les autorités sanitaires pour son
utilisation en tant que produit de protection des plantes. Cet aspect réglementaire est un des derniers

verrous a lever pour envisager I’utilisation de 1’eau ozonée en agriculture.

Ainsi avec les résultats obtenus lors de ces travaux de thése, 1’eau ozonée confirme son statut de solution
de traitement prometteuse pour lutter contre les bioagresseurs en agriculture. Il a été montré que son
action ne se limitait pas a un seul pathogéne car 1’eau ozonée est efficace sur les 3 pathogénes testés,
dont 2 oomycetes et 1 ascomycete. Un nombre trés important de microorganismes divers et variés ont
montré une sensibilité a ’eau ozonée, il est donc fort probable qu’en agriculture 1’eau ozonée affecte
également de nombreux pathogénes responsables de maladies de cultures, et certains auteurs ont déja
commencé a identifier ces pathogénes sensibles a I’ozone (Fujiwara & Fujii, 2002; Pagés et al, 2016;
Romeo-Olivan ef al, 2021). L’eau ozonée aurait ainsi une large gamme d’application en agriculture, que
ce soit pour I’aspect lutte contre les maladies des plantes, mais également pour des procédés connexes
tels que la désinfection du matériel agricole (chais, cuves), la conservation des fruits et 1égumes, ou
encore le traitement des eaux. Autrement dit, un agriculteur qui dispose d’un générateur d’ozone et d’eau

ozonée sur son exploitation pourrait en faire une utilisation variée et s’affranchir de nombreux intrants.
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ANNEXES
Annexe 1: Descripteurs OIV pour la sporulation de P.viticola sur disques de feuilles
Carattere: Foglia: grado di resistenza alla Plasmopara (test su dischi foliari) Code W*
Caractére: Feuille: degré de résistance au Plasmopara (test sur disques de fewille) OV 452-1
Merkmal: Blatt Grad der Resistenz gegen Plasmopara (Blattscheibentest)
Characteristic: Leaf: degree of resistance to Plasmopara (leaf disc test)
Caracter: Hoja: grado de resistencia a Plasmopara (test sobre discos de hoja)

Livelii di espressione / Notation { Bonitierung / Motes ! Notacion:

1 3 5 T ]
malio debole debole medio elevato molto elevalo
trés faible faibhe mayen dlave trés élave
sehr gering gering mitted hoch sahr hach
wery littla little medium high wery high
muy baja bajo medio edavado muy elevado
Varieta di riferimento / Exemples de variétés | Beispielssorten ! Example varieties / Ejemplos de varedades:
1 3 5 T 2]
Miber-Thurgau B Riasling B Siegfriedrebe B Aris B Kaober 5 B8
Silvaner B Palhe: B Phoenix B

Indicazioni / Définitions / Definitionen ! Definiticns / Indicaciones:
I:

Oissarvazioni durante lintero perodo vegetativo fino a guando sono presenti foglie giovani, su viti non trattate con

presidi fitosanitarn.

Par favorine la penefrazione delle roospore attraverso gli siomi porme i dischi foglian con ia pagina inferiore verso

l'afto. Usare una sospensione di spore standardizzata con 25000 sporeiml {usando un vetrino per | conteggi).

Diosare 40 pl o 1000 spore da deporme su ogni disco foghare.

Incubazione: &l buio completo (avvolgere in foglio di aluminio) a tamperatura ambignie per 4 giormi.

Nota: 5a l'imocula rimane troppo a lungo sul disco foghare si producono delle lesioni. Percid, 24 ore dopo
lNnocwdo. la sospensione va tolfa con carta da filtro.

: Dbservation & faire durant toute la période de végétation, tant qul v a des jeunes feuilles, sur souches non tratées

par de produits chimigques.

Du fait de la pénétration des zoospores par les stomates, les disgues de feuille dobvent &tre placés face infériaune

vers e haut.

Une suspension de spores a 25000 spores [ ml est préparée (concentration védifiée a Maide d'une cellule de

Malassez), 1000 spores (40 pl de suspension) sont déposées sur chague disque a 'aide dune pipatte.

Incushation: 4 jours & température ambiance, a l'obscurité compléte (sous papier aluminism).

Remargue: das lésions se produisent si linoculum reste trop longtemps en contact avec le disque da feuile. Dea
ce fait, il faut aliminer [3 suspension 24 heures aprés inoculabion, & l'aide d'un papier filtre.

: Fesistelibar wahrend des gesamien Vegetationszykluses, solange es junge Blatter gibi, van nicht mit

Phanzenschutzmitiel bahandelten Rebstbcken.

Aufgrund der Penetration der Zoosporen durch die Spaéfinengen missen alle Blatischeiben mit der Unterseite nach

oben platziert werden.

Eine standardisierte Sporensuspension mit einer Konzentration von 25000 Sporenvmi wird hergestellt (Z3hlkammer).

Mit einer Edenmeyer-Fipefte werden jeweils 40l oder 1000 Sporen je Blattscheibe aufgetragen.

Inkusbation: Dauverdunkal (Aluminiummantel) bei Zimmeriemperatur fir 4 Tage.

Bemerkurng: Langera Einwirkzeait der Sporensuspension fihrt zu Blattschaden, so dass nach 24stindiger
Einwirkzed dia Sporensuspension mit Fiterpapier aufgesawgt werden muss.

: ODbsenvation during the whole vegetation period, as long as there are young leaves, on vines not treated with

chemicals.

Because the zoospores penefrate through the stomata, the leaf discs have o be placed with the lower surface up.

Using a standardized spore suspension with 25000 sporas/ml {counting chamber), a pipette is used to place 40l

or 1000 spores on each leaf disc.

Incubation: in complete darkness [aluminium coat), room temperature, 4 days.

Remark: if the imocubum remains on the leaf disc too long, lesions are produced. Therefore, 24 hours after
inoculation, the spore suspension has to be remowved by blotling with a filter paper.

: Dbservar durante todo & periodo vegetativo, siempre que haya hojas jdvenas, en cepas no tratadas.

Debido a la penetracion de |as zoosporas a través de los estomas, los discos de hojas deben colocarse sobre el

anves de la hoja, gque se colocard mirando hacia arriba.

Se preparard una suspension de esporas estandarizada con 25000 esporasiml (en camara de conteo). Se

pipeteardn de un Erdenmeyer 40 ml o 1000 esporas, que se colocaran en cada disco de hoja.

Incusbacidn: en oscuridad permanente (cubierto con papel de aluminio), 4 dias. a temperatura ambiente.

Mota: i gl indculo permanace mucho tiempo sobre el disco de hoja, se producen lesiones. Por tanta,
24 horas después de la inoculacidn debe eliminarse [a suspensidn de esporas utilizando papel de
filtra.
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Annexe 2 : Fiche toxicologique de ['INRS pour la molécule d'ozone
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® Base de données FICHES TOXICOLOGIQUES
ANIFS _
\—/

Ozone
Fiche toxicologique synthétique n°® 43 - Edition Octobre 2020

Pour plus d'information se référer a la fiche toxicologique compléte.

Ozone 10028-15-6 233-069-2

OZONE

= Cette substance doit &tre étiquetée conformément au réglement (CE) n® 1272/2008 dit "réglement CLP",

233-069-2

Propriétés physiques
Ozone 10028-15-6 Gaz -192°C -1119°C

A25°Cet101,3kpa, 1 ppm=2mg/m3

Méthodes de détection et de détermination dans l'air

Selutions actuellement disponibles en premiére approche, sous réserve, a chaque fois, du respect de la procédure d’étalonnage ou de calibrage et de la connaissance des

interférences possibles :

= Passage de lair sur 2 filtres en fibre de verre imprégnés d'un réactif. Extraction a I'eau, du produit de Foxydation du réactif par l'ozone, et analyse par chromatographie
ionique,

= Utilisation (pour des mesures a points fixes et malgré leur taille et/ou leur colit) d'analyseurs d'ozone a lecture directe ou de capteurs de gaz commerciaux, qui peuvent
fournir en continu une indication sur la concentration en ozone.

Valeurs Limites d'Exposition Professionnelle

Desvaleurs limites d'exposition professionnelle (VLEP) dans l'air des lieux de travail ont été établies pour l'ozone.

PAYS VME (ppm) VME (mg/m?¥ VLCT (ppm) VLCT (mg/m?)

Ozone France (VLEP indicative - 1982) 01
Pathologie - Toxicologie

Toxicocinétique - Métabolisme

L'ozone, absorbé au niveau des muqueuses des voies respiratoires (nez, trachée, bronches, alvéoles), réagit localement en induisant des lésions des membranes cellulaires
Toxicité expérimentale

Toxicité aigile
L'ozone provoque des lésions pulmonaires sévéres du fait de son action irritante. Ces effets peuvent se traduire par un emphyséme, un cedéme pulmonaire ou une
hyperréactivité bronchique non spécifique.

Toxicité subchronique, chronique

L'exposition chronigue provogue de 'emphyséme et une fibrose pulmonaire. Son action sur les macrophages favorise la sensibilité aux infections. Des lésions
pulmonaires sévéres (dés les faibles doses) sont observées chez le rat ainsi que des lésions hématologiques.




® Base de données FICHES TOXICOLOGIQUES
AAINIKFS _
\_—/

Effets génotoxiques

L'ozone induit des mutations géniques sur différents types de souches et cellules, 3 la fois in vitro et in vivo.

Effets cancérogénes

Des études de cancérogénése ont été réalisées chez le rat et la souris. L'ozane activerait la mu ltiplication cellulaire et influencerait dans certains cas le processus de
cancérogénése, particuliérement en co-exposition avec certaines substances chimiques.

Effets sur la reproduction

Des retards d'ossification et de croissance, une embryolétalite et des effets sur le développement des réflexes et du comportement ont été observés chez le rat, en
présence de toxicité maternelle. Ces effets n'ont pas été confirmés chez la souris.

s ez 4
Toxicité sur 'Homme
L'ozone provoque des lésions irritantes des mugueuses respiratoires (bronchopathies, emphyséme, fibrose) ainsi que des muqueuses oculaires, Quelques effets
rénaux ou neurologiques rares ont été reportés. Il n'y a pas de données permettant de conclure sur un risque cancérogéne ou des effets sur la reproduction.
L'ozone est fréquemment rencontré comme polluant dans le milieu professionnel. Différents facteurs influencent sur sa toxicité : la concentration, la température et le
degré d’humidité ambiant, la durée d'exposition, I'exercice physique associé et les susceptibilités individuelles. L'appareil respiratoire est le plus touché mais des
atteintes extrapulmonaires, bien que plus discrétes, existent [27, 31].

Recommandations

Au point vue technique

En cas d’'urgence

= Sile déversement estimportant, aérer |a zone et évacuer e personnel en ne faisant intervenir que des opérateurs entrainés et munis d'un équipement de
protection approprié. Supprimer toute source d'inflammation potentielle.

= Desappareils de protection respiratoire isolants autonomes sont a prévoir & proximité et a 'extérieur des locaux pour les interventions d'urgence.

= Prévoir linstallation de fontaines oculaires et de douches de sécurité.

= Sicesmesures ne peuvent pas étre réalisées sans risque de sur-accident ou si elles ne sont pas suffisantes, contacter les équipes de secoursinterne ou externe au
site.

Conduite médicale a tenir

= Encasde projection cutanée ou oculaire, retirer les vétements souillés et rincer la peau et/ou lesyeux immédiaternent et abondamment a 'eau courante
pendantau moins 15 minutes ; en cas de portde lentilles de contact, les retirer avantle ringage. Si une irritation oculaire et/ou cutanée apparait ou sila
contamination cutanée est étendue ou prolongée, consulter un médecin et/ou ophtalmologiste.

= Encasd'inhalation, appeler immédiatement un SAMU, faire transférer la victime par ambulance médicalisée en milieu hospitalier dans les plus brefs délais.
Transporter la victime en dehorsde la zone polluée en prenant les précautions nécessaires pour les sauveteurs, Si la victime est inconsciente, la placer en position
latérale de sécurité et mettre en ceuvre, s'il y a lieu, des manceuvres de réanimation. Sila victime est consciente, la maintenir au maximum au repos. S nécessaire,
retirer les vétements souillés (avec des gants adaptés) et commencer une décontamination cutanée et oculaire (laver immédiatement et abondamment a grande
eau pendant au moins 15 minutes). Prévenir du risque de survenue d'un cedéme pulmonaire lésionnel dans les 48 heures suivant l'exposition et de la nécessité
de consulter en cas d’apparition de symptoémes respiratoires.
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