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Au cours de la dernière décennie, les changements globaux ont eu un impact fort sur 

les maladies marines, causant des pertes économiques significatives, notamment pour les 
mollusques. Un exemple marquant de maladie causant des mortalités dévastatrices pour la 
production mondiale d’huîtres Crassostrea gigas est le “Pacific Oyster Mortality Syndrome” 
(POMS) qui peut causer des pertes de production pouvant aller jusqu’à 80%. Ce syndrome est 
une maladie complexe et polymicrobienne impliquant une infection virale par l'Ostreid Herpes 
Virus 1 (OsHV-1 µVar) et de multiples infections bactériennes, principalement par des Vibrio 
(De Lorgeril et al., 2018; King et al., 2019a). Cette maladie touche régulièrement les huîtres 
juvéniles depuis 2008 et son développement peut être favorisé par de multiples facteurs 
abiotiques (Petton et al., 2021). Aujourd’hui, les installations aquacoles appliquent 
essentiellement des méthodes de désinfection utilisant les UVC (Aguilar et al., 2018; Sharrer 
et al., 2005) ou la filtration  (Cordier et al., 2020; Whittington et al., 2021). A ce jour, aucun 
procédé de traitement utilisé ne permet d’éliminer à la fois les pathogènes et les contaminants 
abiotiques qui pourraient avoir un impact sur le développement des huîtres. Le 
développement et la mise en place de procédés de traitement permettant d’agir sur ces deux 
compartiments semblent plus que pertinents car ils pourraient représenter un intérêt pour 
les professionnels du monde aquacole. 

 
Le procédé que nous nous proposons d’étudier dans le cadre de ma thèse de doctorat 

est un procédé d’oxydation avancée appelé photocatalyse hétérogène. Contrairement aux 
UVC qui ont besoin d’être générés artificiellement, le procédé de photocatalyse hétérogène 
présente l’avantage de pouvoir utiliser la ressource solaire pour générer des espèces réactives 
de l’oxygène (ROS) responsables de la désinfection de l’eau à partir d’un catalyseur solide 
(Herrmann, 1999; Malato et al., 2009; Minero, 1999) ce qui en fait un procédé durable et peu 
coûteux en énergie. Ce procédé permet également d’agir sur tout le compartiment organique 
de l’eau sans faire de distinction entre contaminants biotiques et abiotiques. Depuis une 
décennie, de nombreux efforts de recherche ont été entrepris pour étudier ce procédé en eau 
douce et définir les capacités photo-oxydatives des photo-réacteurs aussi bien pour la 
désinfection (appliqué aux contaminants biotiques) (Kacem, 2015; Malato et al., 2009) que la 
décontamination (appliquée aux contaminants abiotiques). Toutefois, à ce jour, la 
photocatalyse hétérogène reste mal caractérisé en eau de mer et peu étudié pour 
l’inactivation de cibles microbiennes pathogènes ostréicoles telles que Vibrio harveyi ou 
l’Ostreid Herpes Virus 1, agents biologiques impliqués dans le développement du POMS. 
 
 

Dans ce contexte, la problématique de mon sujet de thèse vise à la compréhension du 
procédé de photocatalyse hétérogène destiné à l’inactivation de pathogènes d’intérêts 
aquacoles. L’ensemble des résultats obtenus durant ce travail de thèse mettent en évidence 
l’avantage d’un tel procédé qui pourrait être appliqué pour la biosécurisation en aquaculture. 
Dans une première partie, cette thèse met en lumière l’efficacité du procédé de photocatalyse 
pour la désinfection bactérienne et virale en eau de mer. L'accent a également est mis, via une 
approche d’écologie microbienne, sur les changements globaux induits par le traitement sur 
la communauté microbienne de l’eau traitée. Dans une deuxième partie, des travaux de de 
modélisation et de simulations permettent de démontrer la faisabilité d’un traitement 
photocatalytique durable basé sur l’utilisation de la ressource solaire en tant qu’outil alternatif 
aux traitements actuels. L’objectif étant de pouvoir prédire les conditions opératoires 
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d’inactivation bactérienne à appliquer dans le cadre d’installations aquacoles à grande 
échelle, en particulier pour gérer les discontinuités de la ressource solaire. 
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I. Présentation du modèle d’étude : l’huître creuse Crassostrea gigas 
En France, la production conchylicole est l’une des plus importantes au niveau 

européen, c’est le premier producteur et exportateur d’huîtres en Europe (CNC, n.d.; 
Ministère de l’Agriculture et de la souveraineté alimentaire, 2022). L’ostréiculture 
représentait en 2013 la principale source de revenus de la filière conchylicole française avec 
72% du chiffre d’affaires et plus de 50% des quantités globales produites (Ministère de 
l’Agriculture et de l’Alimentation, 2019). Le secteur de la conchyliculture emploie environ 
20 000 personnes dans 2 872 établissements (CNC, n.d.), mais il s’agit d’un secteur fragile, car 
dépendant de la qualité de l’eau. 

À la suite nombreuses épizooties dans les parcs à huîtres français entraînant des 
effondrements des productions d’huîtres plates Ostrea edulis en 1920 puis des huîtres 
portugaises Crassostrea angulata, en 1970 (France Naissain, 2023), une nouvelle espèce 
l’huître creuse du Pacifique Crassostrea gigas a été introduite depuis l’Asie. Aujourd’hui, 
l’ostréiculture française comme dans de nombreux autres pays repose largement sur cette 
espèce d’huîtres, représentant plus de 98% de la production. Or, depuis quelques années, 
C.gigas souffre également de mortalités récurrentes et ces épisodes de mortalités 
s’intensifient depuis 2008 (Figure 1). 

  

Figure 1 : Évolution de la production d’huître par espèce en France (FAO, 2022) 

Les huîtres creuses sont des mollusques bivalves de la famille des Ostreidae au sein des 
Lophotrochozoaires. Aussi appelée huître japonaise ou huître du Pacifique, l’huître creuse 
appartient à l’espèce Crassostrea gigas.  

Les fonctions vitales de l’huître creuse telles que la nutrition, la reproduction et la 
protection contre les attaques sont assurées par divers organes (Figure 2a). L’huître se 
compose d’un corps mou, protégé par une coquille de carbonate de calcium composée de 
deux valves reliées entre elles par un ligament élastique ainsi que pas le muscle adducteur. 
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Cette coquille est produite par le manteau, fine couche de tissu conjonctif, de muscle et de 
nerf recouvert par une couche unicellulaire, avec qui elle est en contact. Le muscle adducteur 
permet d’ouvrir et de fermer la coquille de l’huître permettant ainsi l’entrée de l’eau et des 
éléments extérieurs vers les branchies qui filtrent l’eau pour en extraire les nutriments. 
L’hémolymphe représente le système circulatoire de l’huître et assure le transport de 
l’oxygène et des nutriments, mais joue aussi un rôle dans l’immunité grâce à la circulation de 
cellules immunocompétentes appelées hémocytes. Le système circulatoire de l’huître est dit 
semi-ouvert, c’est-à-dire que l’hémolymphe ou “sang de l’huître ” n’est pas confinée dans des 
vaisseaux mais peut s’infiltrer dans les tissus. Les tissus de l’huître sont maintenus ensemble 
par un tissu conjonctif, appelé tissu de Leydig, formé de cellules et de matrices extracellulaires. 
C’est un lieu de stockage des réserves de glycogène qui permet de maintenir la structure du 
corps de l’huître (Galtsoff, 1964). 

L’huître est un animal ectotherme (Galtsoff, 1964), autrement dit, un organisme dont 
la température corporelle varie avec celle du milieu extérieur. La température conditionne 
donc les fonctions physiologiques de l’animal (Le Moullac et al., 2007) et influence notamment 
le système immunitaire (Crandall et al., 2022; Li et al., 2023; Malham et al., 2009) et la 
croissance (Crandall et al., 2022; Kheder et al., 2010). Par ailleurs, c’est également un 
organisme hermaphrodite successif protandre, mâle la première année puis femelle, l’huître 
changeant de sexe à chaque saison (Guo et al., 1998). La production des gamètes est assurée 
par la gonade et est dépendante des saisons (le cycle de gamétogenèse est mis en place au 
printemps lorsque la température de l’eau augmente, entre +18°C et +22°C) et du cycle de 
reproduction. La fécondation des gamètes (mâles et femelles) produites a lieu dans l’eau 
environnante, c’est une fécondation externe qui produit des larves planctoniques. Ces larves 
se métamorphosent au bout de 2 à 3 semaines (Figure 2b), après avoir trouvé un substrat sur 
lequel se fixer pour devenir un naissain puis une huître adulte. Cette phase s’appelle phase 
benthique et suit la phase pélagique totalement larvaire. Une fois le stade larvaire passé, les 
huîtres sont considérées comme des juvéniles avant de devenir adultes avec une taille 
commerciale après 12 à 40 mois de croissance. 

 
a.  b. 

Figure 2 : (a) Anatomie de l’huître creuse avec les principaux organes (France Naissain, 2022) (b)  Cycle de vie 
de l’huître creuse adapté de King et al., 2019a 
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II. Les maladies de l’huître 
Tout au long de sa vie, l’huître, incapable de se mouvoir une fois fixée, est soumise à de 

nombreux épisodes de mortalités (Figures 1 et 2b). Les facteurs environnementaux (biotiques 
ou abiotiques) de l’huître influençant la pathogenèse sont ici détaillés en s’attardant 
principalement sur le cas du “Pacific Oyster Mortality Syndrome ” (POMS), maladie plus 
répandue affectant les huîtres juvéniles, et de l’une des bactéries fréquemment retrouvée 
associé à cette maladie, la bactérie Vibrio harveyi.  

A. Focus sur Vibrio harveyi 
Les bactéries du genre Vibrio sont des bactéries Gram négatif d’un diamètre de 0,5 à 

1 µm et d’une longueur de 1,2 à 3,5 µm. Ces bactéries sont très abondantes dans les milieux 
aquatiques (mers, océans, estuaires…), souvent mobiles grâce à leurs flagelles, elles peuvent 
se présenter sous différentes formes et en particulier, planctonique libre, biofilm, ou associées 
à des organismes hôtes (Thompson et al., 2004). Les vibrios sont des bactéries qui ne 
produisent pas de spores, elles sont aérobies/anaérobies, facultatives, halophiles, et ont un 
métabolisme fermentaire facultatif (Thompson et al., 2004). Le genre des vibrios comprend 
147 espèces identifiées en 2022 (Sampaio et al., 2022) et appartient à la famille des 
Vibrionaceae et à la classe des Gamma proteobacteria.  

Initialement, V.harveyi était identifié comme Achromobacter harveyi en honneur au 
pionnier de l’étude des bactéries bioluminescentes, Edmund Newton Harveyi (Johnson and 
Shunk, 1936), et appartenait au genre Lucibacterium (Hendrie et al., 1970) pour ensuite être 
associé à celui Beneckea (Reichelt and Baumann, 1973) pour enfin finir par être inclus dans 
celui des Vibrio et plus particulièrement dans le clade Harveyi (Urbanczyk et al., 2013). C’est 
une bactérie connue pour ses propriétés hyper-mutagènes et sa capacité à développer des 
résistances aux antibiotiques. Parmi l’ensemble des souches de Vibrios harveyi certaines sont 
bioluminescentes et utilisent cette bioluminescence dans le quorum sensing (Montánchez and 
Kaberdin, 2020). Les changements morphologiques et métaboliques ont également lieu 
lorsque les bactéries sont soumises à des stress thermiques ou un manque de nutriments dans 
le milieu (figure 3). V.harveyi peut ainsi former des biofilms et/ou augmenter l’expression de 
facteur de virulence en cas de stress (Montánchez et al., 2019; Montánchez and Kaberdin, 
2020).  

      

Figure 3 : Changement morphologique et intégrité de Vibrio harveyi incubé à +30°C dans de l’eau de mer. 
Images obtenues par Microscopie Electronique à Balayage pour des cellules de l’inoculum initial (control) ainsi 
que celles incubées à +30°C respectivement pendant 3, 6 et 21 jours (Montánchez et al., 2019)   
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Le génome de Vibrio harveyi a été obtenu en 2015 pour la première fois par Wang et 
al. (Wang et al., 2015). Aujourd’hui, il existe plusieurs autres génomes de V.harveyi séquencés 
et annotés et dont la longueur varie entre 5.88 et 6.18 Mb. Comme pour les autres vibrios, le 
génome de Vibrio harveyi est composé de deux chromosomes circulaires de tailles différentes. 
Le chromosome 1, d’une taille de 3.56 à 3.72 Mb, contient les gènes de la fonction cellulaire 
(réplication, transcription, traduction…), ainsi que des gènes de virulence. Le chromosome 2, 
d’une taille de 2.22 à 2.32 Mb, contient essentiellement des gènes codant pour des protéines 
hypothétiques, ainsi qu’une région variable appelée “super intégrons ” (Grimes et al., 2009). 
Les séquençages de génome de diverses souches et de diverses espèces de Vibrio ont permis 
de montrer la présence de deux “génome”. Un génome composé de gènes communs à toutes 
les souches d’une même espèce appelé “core” génome et un génome variable comprenant 
des gènes acquis par transferts horizontaux. 

 
Certaines souches de Vibrio harveyi sont connues comme étant des pathogènes 

associées à des maladies de nombreux organismes marins vertébrés et invertébrés dont 
notamment l’huître creuse Crassostrea gigas (Go et al., 2017; King et al., 2019b; Oyanedel et 
al., 2023; Saulnier et al., 2010; Wang et al., 2021). En effet, entre 2003 et 2007 presque une 
trentaine de souches de Vibrio harveyi ont été identifié lors d’épisode de mortalité en France 
(soit 23% des bactéries identifié lors de ces épisodes de mortalités) dont plus de la moitié 
s’avèrent être virulentes lors d’infection expérimentale chez l’huître juvénile. Cette virulence 
est très rapide puisque le pic de mortalité chez les huîtres infectées avec Vibrio harveyi 
apparait dans les 20 h contre quelques jours pour Vibrio aesturianus (une bactérie pathogène 
d’huître largement étudiée) (Saulnier et al., 2010). Certaines souches de V.harveyi induisent 
également des mortalités chez les huîtres adultes, notamment associé à une atrophie du 
muscle adducteur, (Go et al., 2017; King et al., 2019b; Wang et al., 2021) ou peuvent être 
associés à d’autres Vibrios ou virus lors d’épisode de mortalité comme cela sera décrit par la 
suite dans le cadre du POMS (King et al., 2019b; Oyanedel et al., 2023). 

 
B. Focus sur le POMS, une maladie polymicrobienne et multifactorielle 

Depuis 2008 la production d’huître creuse Crassostrea gigas fait face à des pertes 
importantes causés par un fort taux de mortalité chez les juvéniles. Ces mortalités peuvent 
atteindre des taux allant jusqu’à 80% et en France, le POMS peut décimer plus de 35% de la 
production chaque année (ECOSCOPA, 2020) ce qui engendre des pertes financières estimées 
à plusieurs millions d’euros par an. Les mortalités dues à ce syndrome sont fortement liées à 
l’identification d’un variant de l’Ostreid herpes virus 1 comme cela sera présenté par la suite 
(Pernet et al., 2012; Segarra et al., 2014). De même, la maladie du POMS est une maladie 
complexe car en plus de l’infection par le virus, elle met en jeu de nombreux paramètres tant 
biotiques qu’abiotiques parmi lesquels les plus notables sont la présence de bactéries du 
genre vibrio, la température (Petton et al., 2013) ainsi que les caractéristiques propres aux 
naissains (génétique, microbiote…) (Barbosa Solomieu et al., 2015). Ce syndrome est donc une 
maladie à la fois polymicrobienne (décrit en B.1) et multifactorielle (décrit en B.2). L’élevage 
intensif des huîtres ainsi que le transfert d’animaux à travers le monde ont permis au POMS 
de largement se répandre pour devenir panzootique (Barbosa Solomieu et al., 2015). 
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1. Une maladie polymicrobienne 
a. Une infection primaire par le virus OsHV-1 µVar  

Parmi les pathogènes de l’huître associés aux épisodes de mortalités, l’Ostreid herpes 
virus 1 (OsHV-1) est systématiquement détecté depuis 1991 (Renault et al., 1994). L’Ostreid 
herpes virus 1 est un virus de type Herpes de la famille des Malacoherpesviridae appartenant 
au genre Ostreavirus, il est capable d’infecter diverses espèces telles que Ostrea edulis, 
Ruditapes decussatus et Crassostrea gigas. L’Ostreid herpes virus est composé d’ADN double 
brin (dsDNA) encapsulé dans une capside de forme icosaédrique enveloppée (diamètre voisin 
de 116 nm) (Adamson, 2006; Davison et al., 2005).  

Le séquençage complet de ce virus est disponible depuis 2005 suite à sa purification à 
partir de larves de C.gigas infectées (Davison et al., 2005; Le Deuff and Renault, 1999). Il 
comporte 124 ORFs (Open Reading Frames) au total pour un ADN double brin de 
207 439 paires de bases. Depuis 2008, l’augmentation de la mortalité des huîtres coïncide 
avec la détection d’un nouveau variant de OsHV-1, le variant µVar. En 2009, chez 96% des 
C.gigas issus d’épisodes de mortalités en France, le variant µVar d’OsHV-1 a été détecté 
(Martenot, 2013). Ce variant présente la suppression de trois ORF (l’ORF36, l’ORF37 et d’une 
partie de l’ORF38) et deux délétions (l’adénosine en amont de l’ORF34 et de 12 nucléotides 
dans le locus microsatellite H10) par rapport à l’OsHV-1. Le virus OsHV-1 µVar semble viser les 
cellules circulantes de l’hémolymphe, les hémocytes, en effet, des protéines virales et de la 
capside du virus ont été détectées au sein des hémocytes par immunomarquage (Martenot et 
al., 2017). Par ailleurs, il a été montré que l’immunité antivirale des huîtres peut être stimulée 
par injection d’un ARN double brin synthétique (poly I:C) (Green and Montagnani, 2013). 

 
Si le virus OsHV-1 µVar est nécessaire à l’induction de la maladie du POMS chez des 

huîtres juvéniles, un filtrat de virus dépourvu de bactéries ne permet pas d’induire de 
mortalité. De même, alors que les vibrios sont les principales bactéries pathogènes à avoir été 
isolées pendant les épisodes de mortalités, elles ne sont pas capables d’induire des mortalités 
seules par balnéation (Bruto et al., 2017).  

Lorsque les huîtres sont infectées par OsHV-1 µVar, celui-ci provoque une 
immunosupression de l’huître (De Lorgeril et al., 2018). En effet, ce virus se réplique dans les 
hémocytes avec une réplication maximale 24 à 48 h post-infection. Cette infection virale induit 
aussi un enrichissement de la fonction de régulation négative de la mort cellulaire. Les C.gigas 
infectées sont alors immunosupprimées, ce qui déstabilise leur microbiote interne et favorise 
l’apparition de septicémies issues d’un développement microbien composé de bactéries 
opportunistes telles que les bactéries du genre Vibrio. Ces bactéries vont ensuite proliférer 
induisant une lyse des hémocytes et pour finir vont pouvoir coloniser les tissus de l’huître 
induisant la mort de cette dernière (Figure 4).  
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Figure 4 : Processus de développement du POMS (Petton et al., 2021) 

 
b. Prolifération de bactéries opportunistes 

Actuellement, les bactéries du genre Vibrio restent les bactéries les plus largement 
étudiées comme agent étiologique du POMS même si d’autres bactéries telles que Arcobacter, 
Marinobacterium, Marinomonas, Pseudoaltermonas et Shewanella sont également connues 
comme étant associées aux mortalités (Clerissi et al., 2022; De Lorgeril et al., 2018; Lasa et al., 
2019; Petton et al., 2021). Au niveau du genre Vibrio, les bactéries du clade Splendidus sont 
les plus largement représentées chez les huîtres juvéniles malades et sont systématiquement 
isolées chez les huîtres. Ces bactéries sont présentes dans les animaux sains, mais expriment 
un potentiel pathogène faible ou modéré, alors qu’elles deviennent prépondérantes dans les 
animaux malades lors d’épisodes de mortalités (Bruto et al., 2017; Oyanedel et al., 2023; 
Petton et al., 2021; Saulnier et al., 2010). Parmi les bactéries du clade Vibrio Splendidus 
retrouvé associé au POMS, V.tasmaniensis, V.splendidus, V.cyclotrophicus, V.harveyi, 
V.aesturianus et V.crassostreae peuvent notamment être citées. 
 

2. Une maladie multifactorielle 
a. Facteurs biotiques 

La génétique de l'huître 
Les pressions de sélections dues à l’exposition récurrente des populations d’huîtres au 

POMS dans les zones conchylicoles favorisent l’apparition de populations plus résistantes. Il a 
été montré une part significative de la composante génétique des huîtres sur leur résistance 
au POMS notamment pendant l’infection par OsHV-1 (Azéma et al., 2017; Camara et al., 2017; 
Dégremont et al., 2015; Divilov et al., 2019). L’étude transcriptomique d’huîtres (issues de 
familles biparentales) avec des susceptibilités différentes au POMS a mis en évidence 
l’induction précoce de gènes impliqués dans la réponse antivirale chez les familles d’huîtres 
résistantes (De Lorgeril et al., 2018; Gutierrez, 2018). Cette réponse antivirale précoce 
empêche la réplication virale permettant de conserver les fonctions hémocytaires et donc de 
limiter la colonisation par des bactéries opportunistes. En effet, les familles d’huîtres 
résistantes au POMS présentent une expression accrue des gènes impliqués dans les fonctions 
de réponses immunitaires et antivirales ainsi que de réponses aux stress, ce qui permet une 
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réponse précoce lors d’exposition au POMS. De même, les gènes impliqués dans les fonctions 
de maintenances et réparations de l’ADN se trouvent surexprimés chez les familles résistantes 
(De Lorgeril et al., 2020). 
 
Le microbiote de l’huître 
 Le POMS étant une maladie polymicrobienne dans laquelle une infection par des 
bactéries opportunistes a lieu, le microbiote de l’animal joue un rôle important dans sa 
sensibilité à la maladie. La présence de bactéries du genre Vibrio dans le microbiote des 
huîtres joue notamment un rôle important dans la résistance de l’animal à la maladie (King et 
al., 2019c). Lors du développement de la maladie, les espèces de Vibrio pathogènes ou 
opportunistes déjà présentes vont remplacer le vibrio non pathogènes (De Lorgeril et al., 
2018; King et al., 2019b; Lemire et al., 2015). De même, la présence de bactéries du genre 
Photobacterium, Aliivibrio, Streptococcus et Roseovarius sont également corrélés 
positivement avec la sensibilité au POMS alors que les bactéries du genre Cupriavidus, 
Psychrilyobacter et Tenacibaculum sont eux associés au microbiote d’huîtres résistantes au 
POMS (King et al., 2019c). Il a été montré que l’exposition lors du stade larvaire à des bactéries 
non pathogènes peut améliorer la résistance de l’animal et des générations suivantes au 
POMS (Fallet et al., 2022). En effet, après exposition de larves, issues d’une famille sensible, 
aux bactéries de l’environnement (non pathogènes) des changements dans le microbiote des 
huîtres juvéniles est observé notamment avec la présence de Neptunomonas, Cobetia, et 
Sphingoaurantiacus. Ces changements du microbiote sont également corrélés à une 
augmentation de la résistance au POMS. En plus des modifications du microbiote des animaux, 
l’exposition à des bactéries lors des stades de vie précoce impacte l’expression des gènes et 
la transcription des protéines, induisant des changements dans les réponses immunitaires 
(Fallet et al., 2022). L’exposition lors du stade larvaire à des bactéries non pathogènes modifie 
le microbiote des huîtres permettant de rendre les juvéniles plus résistantes au POMS. Cette 
modification du microbiote se trouve conservée sur tout le stade de vie de l’huître et est 
également transmise à la génération suivante (Fallet, 2019; Fallet et al., 2022). 
 

b. Facteurs abiotiques 
Température de l’eau de mer 

Suite à l’augmentation des mortalités chez les huîtres juvéniles à partir de 2008, il a 
été mis en évidence que la température jouait un rôle de déclencheur dans le développement 
de la maladie du POMS et l’apparition des mortalités (Pernet et al., 2012). En effet, la 
transmission du virus OsHV-1 est effective seulement entre +16°C et +24°C (Petton et al., 
2013) ce qui signifie qu’à ces températures et en présence de virus dans l’eau, les naissains 
d’huîtres peuvent être infectés, immunosupprimés puis une septicémie peut apparaître. Une 
fois les huîtres infectées, le virus persiste à basse température (+10°C à +13°C) dans l’hôte 
jusqu’à une réactivation après une augmentation de la température à +16°C. De plus, 
l’augmentation de la température de +21°C à +29°C réduit la permissivité du POMS en jouant 
sur deux niveaux, (i) la pénétration du virus au sein de l’huître et (ii) l’efficacité du système 
immunitaire pour combattre le virus. En effet, à +29°C une diminution de l’abondance de 
certaines protéines transmembranaires et composante de la matrice extracellulaire, telle que 
la chondroïtine sulfate protéoglycane, l’héparane sulfate ou la tetraspanine, est observé 
(Delisle et al., 2020). Ces protéines sont identifiées comme participant à l’attachement et 
l’entrée du virus OsHV-1 dans les cellules de l’hôte. De plus, la diminution de la sensibilité des 
huîtres au POMS à +29°C est également corrélé avec une augmentation de l’expression des 
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gènes en relation avec l’immunité, avec notamment l’augmentation de certains récepteurs 
impliqués dans la reconnaissance de pathogènes (Delisle et al., 2020). La température joue 
aussi un rôle dans la prolifération bactérienne dans la colonne d’eau. En effet, l’abondance 
dans la colonne d’eau de pathogène appartenant au genre des Vibrios (tel que Vibrio 
crassostrea) est corrélée avec la température (Lopez-Joven et al., 2018) or certaines de ces 
espèces sont identifiées comme des bactéries opportunistes impliquées dans le POMS.  

 
Apport en nourriture 

La disponibilité en ressources nutritives peut influencer le développement de la 
maladie du POMS. En effet, sans nutriments, la croissance des huîtres est ralentie de même 
que celle du virus, induisant ainsi un ralentissement de la maladie. Pernet et al. ont observé 
que la disponibilité de la ressource (nutriment) influence le taux de croissance, les réserves 
énergétiques et la mortalité des huîtres. Une augmentation des réserves induit une 
diminution des mortalités, inversement une augmentation de la croissance de l’hôte (huîtres) 
est corrélée avec une augmentation de la mortalité due au POMS (Figure 5) (Pernet et al., 
2019; Petton et al., 2021). 

 

Figure 5 : Effet de la nutrition sur le POMS  (Petton et al., 2021) 

De plus, il a récemment été mis en évidence des changements au niveau de la structure 
de la communauté microbienne planctonique pendant les phases d’infection et de mortalité 
des épisodes de mortalité des huîtres juvéniles (Richard et al., 2019). En effet, lors d’épisode 
de mortalité, les huîtres malades ou mortes sont laissées avec les huîtres saines (vivantes) 
dans l’environnement ce qui induit des modifications des communautés microbiennes 
planctoniques. Il y a une prolifération de picoplancton et de ciliés (Balanion sp. et Uronema 
sp.) lorsque le taux d’huîtres moribondes est le plus important de même qu’une augmentation 
du phosphore et de l’ammoniac dans l’eau. 
 

III. Effet des contaminants chimiques de l’eau de mer sur les huîtres 
A. Effet des contaminants chimiques sur les huîtres 

Les huîtres étant des organismes filtreurs, elles peuvent accumuler dans leurs chairs 
les contaminants chimiques (Gadelha et al., 2019; Luna-Acosta et al., 2012) ou microbiens 
présents dans l’eau.  

En effet, de nombreuses études ont déjà montré la sensibilité des huîtres aux polluants 
présents dans l’environnement marin. Les huîtres peuvent filtrer jusqu’à 25 L.h-1.g-1 en 
accumulant certains composés (nonylphénols, métaux ou hydrocarbures) dans leur chair, ce 
qui peut affecter leur métabolisme et/ou constituer un risque sanitaire majeur pour les 
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consommateurs. Dans une eau polluée, les huîtres accumulent les PCB et certains pesticides 
qui ralentissent leur croissance (Bayen et al., 2007). De même, la diminution de l’activité 
phagocytaire des hémocytes lors d’une trop forte exposition à des cocktails de pesticides tels 
que l’atrazine, le glyphosate, l’alachlore, la terbuthylazine, le diuron (Gagnaire et al., 2007, 
2006) rend les huîtres plus sensibles aux attaques bactériennes tel que les Vibrio splendidus 
ou Vibrio atlanticus. Cette observation a également été faite avec des concentrations en 
polluants proches des conditions environnementales, les huîtres exposées aux pesticides vont 
les bio-accumuler ce qui va impacter leur mécanisme de phagocytose (Abi-Khalil et al., 2016; 
Geret et al., 2013). Les premières observations tendent également à montrer que les huîtres 
résistantes aux épisodes de mortalités métabolisent mieux le glyphosate que les huîtres 
sensibles. L’exposition au glyphosate seul induit une inhibition de la catalase chez l’huître ce 
qui en fait un pesticide relativement nocif pour leur développement (Mottier et al., 2015). De 
même, la présence de certains composés toxiques dans le milieu peut jouer un rôle indirect 
dans la mortalité en perturbant le système immunitaire de l’huître la rendant incapable de se 
défendre contre les agents pathogènes du milieu. Les fonctions immunitaires des hémocytes 
sont par exemple affaiblies lorsque les huîtres entrent en contact avec du cuivre (Huang et al., 
2018) et la phagocytose des pathogènes lors de la réaction immunitaire est inhibée lors de 
l’exposition au cadmium (Cao et al., 2018). D’autres études, menées dans l’étang de Thau et 
la baie de Marenne-Oléron, ont montré que l’exposition à des pesticides tels que le Diuron 
pendant la gamétogenèse des huîtres génitrices impacte la capacité de survie de leur 
descendance (Bachère et al., 2017). L’exposition à certains pesticides tel que l’atrazine peut 
également modifier le microbiote de l’huître au profit du développement de bactéries 
pathogènes (Britt et al., 2020). Aujourd’hui de plus en plus de nanoparticules NP (nTiO2, nSiO2, 
nZnO) sont également utilisées dans le quotidien, ces NP sont notamment présentes comme 
additifs dans la nourriture, les crèmes solaires... (Ministère de l’Ecologie et du Développement 
Durable, 2006) et peuvent ainsi se retrouver dans l’eau, par exemple la concentration 
environnementale prédite du nTiO2 est de 0.2 pg.L-1 en eau de mer (Giese et al., 2018). Ces NP 
sont déjà connues pour avoir des fonctions antimicrobiennes et depuis quelques années, des 
études émergent sur les effets de ces NP sur les organismes marins et leurs microbiotes. Des 
études ont été menées sur l'huître Crassostrea virginica et mettent en évidence une bio-
réactivité et une toxicité du nTiO2 (50 mg/L) pour les tissus hématopancréatiques des huîtres 
(Johnson et al., 2015). De même, des analyses du microbiome de l’hémolymphe d’animaux 
exposés au nTiO2 ont été réalisé sur d’autres organismes filtreurs tel que les moules Mytilus 
galloprovincialis et ont montré des changements significatifs de celui-ci (Auguste et al., 2019).  
 

B. Prévalence dans l’environnement : exemple d’un lieu de production ostréicole local , 
la lagune de Salses-Leucate 
Située à cheval sur deux départements, l'Aude et les Pyrénées-Orientales, la lagune de 

Salses-Leucate s'étend sur une superficie de 54 km² (14 km de long pour 6,5 km de large à son 
point le plus étendu) (Direction Départementale des Territoires et de la Mer, 2017). Cette 
lagune constitue, de par ses dimensions le second plus vaste étang de la région Occitanie. 
Dans cet environnement unique cohabitent des activités économiques traditionnelles, 
notamment la pêche, l'aquaculture, et la conchyliculture, et des activités touristiques, telles 
que les sports nautiques, la navigation de plaisance, et bien d'autres. Le caractère saumâtre 
de la lagune en fait un environnement favorable au développement de nombreuses espèces. 
En 1987, pas moins de 131 espèces ont été recensées dans les bassins de la lagune, 
principalement des mollusques (40%, tels que des palourdes, moules, et huîtres plates), 
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suivies de crustacés (20%, notamment les crevettes roses et les crevettes grises), d'annélides 
(10%), ainsi que d'autres taxons tels que les échinodermes (comme les étoiles de mer et les 
oursins) (Syndicat Mixte Rivage, 2015). Ainsi, la lagune de Salses-Leucate se positionne en tant 
que deuxième zone de production d’huîtres de la région Occitanie, après Thau, avec une 
production atteignant 800 tonnes en 2021 et plus d’une vingtaine d’ostréiculteurs avec plus 
de 250 tables ostréicoles implantées sur le site (Lafont, 2021; Syndicat Mixte Rivage, 2015). 

  
Or en tant que milieu confiné, la lagune est vulnérable aux pollutions provenant 

notamment des activités agricoles et des communes environnantes. Ces pollutions peuvent 
être d’ordre biotique ou abiotique et peuvent avoir diverses origines. 

Les collines des Corbières à proximité de la lagune sont principalement dédiées aux 
vergers et aux vignobles, représentant plus de 75% de la surface agricole utile. À l’échelle du 
département des Pyrénées-Orientales, c’est plus de 4 000 exploitations agricoles qui sont 
présentes (Chambre d’Agriculture Pyrénées-Orienteles, 2020) dont une partie non négligeable 
des terrains exploités se situe dans la partie sud de la lagune (Salses-le-Château, Saint-Laurant-
de-la-Salanque et Opoul-Périllos) (Syndicat Mixte Rivage, 2015). Même si 15% des surfaces 
agricoles de la région sont exploitées en agriculture biologique (Chambre d’Agriculture 
Pyrénées-Orientales, 2020), la France reste l’un des grands consommateurs européens de 
produits phytosanitaires (European Environment Agency, 2021a, 2021b; leem, 2021; Lesueur, 
2019; service public d’information sur l’eau, n.d.; Tristan Gaudiaut, 2019). Une partie de ces 
produits se retrouve dans l’environnement via les phénomènes de transfert. Il est à noter que 
le “lessivage foliaire” lors d’épisodes cévenols (Aubertot, 2011; Coquillé, 2017) accentue les 
phénomènes de transfert des produits phytopharmaceutiques. 

Par ailleurs, les ports de plaisance présents aux abords de la lagune ainsi que les rejets 
de stations d’épuration peuvent également favoriser la pollution de l’écosystème lagunaire. 
En effet, certains composés pharmaceutiques ou pesticides sont mal ou pas éliminés par les 
stations d’épurations et vont donc persister dans les eaux de rejets pour finir in fine dans 
l’environnement (Margot et al., 2015). 
 

De plus, la présence d'activités aquacoles, telles que la culture de coquillages et la 
pêche, ainsi que les activités touristiques, soulignent la nécessité de surveiller la qualité de 
l'eau pour éviter tout risque de contamination de l’Homme, qui pourraient être exposés à de 
l'eau ou à des animaux contaminés. Depuis quelques années, la filière ostréicole a subi une 
recrudescence d'épisodes infectieux pouvant conduire régulièrement à des pertes de 
production dues à des mortalités ou à des fermetures administratives (Lafont, 2021). Or 
comme cela a été énoncé précédemment, les huîtres ne sont pas soumises uniquement aux 
pathogènes, mais peuvent également être en contact avec des contaminants abiotiques 
pouvant impacter leur développement ou empêcher leur commercialisation. De fait, il semble 
donc nécessaire de dresser un état des lieux de la contamination chimique de la lagune de 
Salses-Leucate comme exemple local de zone ostréicole. 
 

Afin de détecter et suivre la présence de ces contaminants chimiques dans l’eau de 
lagune, il est nécessaire de réaliser des échantillonnages d’eau sur lesquels des analyses 
peuvent être réalisées. A l’heure actuelle, il existe deux méthodes pour l’échantillonnage 
applicables pour ce type de matrice environnementale : l’échantillonnage ponctuel et 
l’échantillonnage cumulatif ou passif. Dans la littérature, la principale source d’information 
concernant les contaminations chimiques de la lagune de Salses-Leucate provient d’études 
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réalisées par l’Ifremer, PEPS-LAG en 2013 (Munaron et al., 2012) et dans le cadre des suivis 
ROCCH en 2020 (Ifremer, 2020). Lors de la campagne PEPS-LAG, les métaux, résidus 
phytosanitaires et pharmaceutiques, alkylphénol, hydrocarbures aromatiques polycycliques 
(HAP) et PolyChloroBiphényles (PCB) ont été analysés par échantillonnage cumulatif entre mai 
et août en deux points de la lagune l’un au nord dans la zone ostréicole (latitude : 42.816673 
– longitude : 2.989783) et l’autre au sud (latitude : 42.883280 – longitude : 3.016570). Ce type 
d’échantillonneur permet de détecter des composés présents dans le milieu même à l’état de 
traces puisqu’il concentre les contaminants sur l’échantillonneur exposé sur une longue 
durée. Les suivis ROCCH sont quant à eux effectués dans les chairs de bivalves principalement 
pour le suivi des métaux. Quelles que soient les études disponibles dans la littérature, le 
niveau de contamination de la lagune est stable et bien en deçà des seuils sanitaires depuis 
plusieurs années.  

Dans le cadre de ma thèse, nous avons souhaité dresser un bilan général de la 
contamination chimique en se focalisant en particulier sur la recherche des contaminants 
organiques présents dans la lagune de Salses-Leucate. Dans une première approche, un bilan 
analytique s’appuyant sur un échantillonnage ponctuel a été mené afin de compléter les 
données obtenues à partir d’échantillonnages passifs déjà disponibles dans la littérature. Dans 
un second temps, nous avons complété ce bilan analytique en menant une nouvelle campagne 
en février 2022 mais s’appuyant cette fois sur un échantillonnage cumulatif en se focalisant 
sur une gamme plus restreinte de contaminants organiques. Étant donné les faibles niveaux 
de contaminations relevés sur l’ensemble de ces deux campagnes analytiques, les méthodes 
analytiques et les résultats obtenus ne seront pas développés dans le manuscrit mais sont 
toutefois présentés en annexe 1. 

 
IV. Un procédé de traitement de l’eau : la photocatalyse hétérogène 

Nous avons vu que l’ostréiculture est soumise à de nombreuses pertes causées par des 
mortalités significatives. Ces mortalités sont dues à des maladies complexes comme le POMS 
faisant intervenir une grande variété de pathogènes parmi lesquels des pathogènes viraux 
(OsHV-1 µVar) et des pathogènes bactériens (Vibrios). Or ces mortalités touchent les animaux 
aux stades juvénile et larvaire qui sont des stades durant lesquels les huîtres sont dans des 
bassins à terre alimentés en eau de mer traitée pour éliminer les pathogènes présents. 
Actuellement les moyens de traitement utilisés en écloseries et nurseries permettent 
uniquement d’éliminer les contaminants biotiques présent dans l’eau mais n’ont aucun effet 
sur les contaminants abiotiques. Or comme les huîtres sont des organismes filtreurs non 
mobiles il serait intéressant de proposer des traitements permettant d’agir à la fois sur le 
compartiment biotique et abiotique de l’eau comme par exemple avec la photocatalyse 
hétérogène.  

A. Présentation générale du procédé 
1. Le choix du procédé d’oxydation avancée 

Le procédé d’oxydation avancée (AOP) est un procédé tertiaire de décontamination et 
désinfection des eaux en vue d’améliorer la qualité microbiologique et chimique de celles-ci. 
En effet, les AOP constituent un ensemble de méthodes efficaces pour éliminer les polluants 
organiques dits “persistants” (composés difficilement éliminés lors du passage dans les 
stations d’épuration ou bio-résistants) des eaux (eau douce, effluents de station d’épuration, 
eau de mers…). Ce sont des techniques dites douces, car fonctionnant à température et 
pression proches des conditions ambiantes (Glaze et al., 1987). Généralement, l’efficacité des 
AOPs repose sur des technologies redox avec la production d’espèces fortement oxydantes 



Chapitre 1 
 

 18 

(ROS) non sélectives qui vont cibler sans distinction toutes les molécules organiques 
présentes. Les ROS les plus fréquemment utilisés dans les AOPs est également l’un des 
oxydants les plus puissants, les radicaux hydroxyles (•OH), mais d’autres ROS sont également 
produits lors des réactions d’oxydation telles que les radicaux hydroperoxyles ou les radicaux 
superoxydes (Giannakis et al., 2018). La méthode de génération des ROS dépend de l’agent 
oxydant utilisé et donc de l’AOP utilisé. 

Le terme Procédé d’Oxydation Avancée regroupe de nombreux procédés d’oxydation 
que l’on peut regrouper en 4 catégories (selon le type de radicaux hydroxyles produits) : 

(i) Les procédés dits sono-chimiques comme la sono-lyse 
(i) Les procédés dits électrochimiques lorsque des électrodes sont utilisées par 

exemple des électrodes Boron (Feng, 2004; Moreno-Andrés et al., 2018) 
(ii) Les procédés dits chimiques , basés sur l’utilisation ou la production d’espèces 

réactives intermédiaires, tels que l’ozonation, le procédé Fenton qui sont les 
plus connus (Diao et al., 2004; fenton, 1894; Gomes et al., 2019; Linley et al., 
2012) 

(iii) Les procédés dits photochimiques qui utilisent une activation par la lumière 
(UV ou visible) d’un catalyseur solide (procédé de photocatalyse hétérogène) 
ou liquide (procédé de photocatalyse homogène) (Moreno-Andrés et al., 2020). 
Le procédé de photocatalyse homogène le plus étudié est le photo-Fenton, et 
ceux de photocatalyse hétérogène basé sur l’utilisation d’un semi-conducteur 
qui permet la photo-conversion de photons en charges. Le catalyseur le plus 
étudié est le dioxyde de titane TiO2 supporté ou non (Malato et al., 2009). 

Chaque AOP présente des avantages et des inconvénients dépendant notamment de 
la matrice dans laquelle il est utilisé (Figure 6). 

 

Figure 6 : Effet inhibiteurs et promoteurs des différents AOP (adapté de Lado Ribeiro et al., 2019) 
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a. Procédés Fenton et photo-Fenton 

Le procédé de Fenton est le plus ancien et le plus utilisé des AOP, il utilise une solution 
de Fer(II) et de peroxyde d’hydrogène (H2O2) pour dégrader les polluants via la production de 
radicaux hydroxyles. Les radicaux hydroxyles sont générés via la réaction entre le peroxyde 
d’hydrogène (ou eau oxygénée) et les ions ferreux Fe2+ (Équation 1).  

𝐹𝑒!" + 𝐻!𝑂! → 𝐹𝑒#" + 𝑂𝐻$ + 𝑂𝐻°   Équation 1 

Des améliorations ont par la suite été développées notamment avec l’ajout d’un rayonnement 
UV (> 300 nm) donnant naissance au procédé photo Fenton. Ce procédé est réalisé à pH acide 
(3-4) et l’ion Fe3+ se trouve dans l’eau sous la forme de Fe(OH)2+ qui va être réduit pour 
produire des radicaux OH° supplémentaires.  

𝐹𝑒#" + 𝐻!𝑂 → 𝐹𝑒(𝑂𝐻)!" + 𝐻"     Équation 2 

𝐹𝑒(𝑂𝐻)!" + ℎ𝜐 → 𝐹𝑒!" + 𝐻" + 𝑂𝐻°   Équation 3 

𝐹𝑒!" + 𝐻!𝑂! → 𝐹𝑒(𝑂𝐻)!" + 𝑂𝐻°    Équation 4 

Le procédé Fenton est largement étudié pour la dégradation de résidus chimiques organiques 
persistants mais aussi pour la dégradation de micro-organismes. En effet, ce procédé est 
particulièrement efficace pour la dégradation de micro-organismes puisque d’une part le 
peroxyde d’hydrogène interagit directement avec les micro-organismes pour les dégrader et 
d’autre part puisque certaines études ont reporté des cas de “procédé fenton intracellulaire” 
dans le cas de désinfection bactérienne (Spuhler et al., 2010).  

En revanche, le pH reste le principal inconvénient de la méthode Fenton. Pour garder les ions 
ferreux en solution, il faut maintenir un pH faible ce qui nécessite un ajustement continu du 
pH au cours de la réaction d’oxydation. De plus, une floculation peut apparaître entre les 
réactifs et les composés organiques présents.  

b. Réaction avec du peroxyde d’hydrogène 

Le traitement par peroxyde d’hydrogène est largement utilisé comme biocide puisqu’il 
ne génère pas de sous-produits toxiques. Dans le procédé couplant H2O2/UV, les UV (de 200 
à 280 nm) induisent la décomposition de H2O2 en 2 OH° (Legrini et al., 1993). L’efficacité de ce 
procédé est comparable à celle de la photolyse (Mamane, 2007), le rayonnement UV est 
également absorbé par les composés organiques naturellement présents dans l’eau.  

𝐻!𝑂! + ℎ𝜐 → 2	𝑂𝐻°      Équation 5 

Pour la dégradation de bactéries, certains paramètres peuvent être ajustés pour améliorer la 
dégradation, c’est par exemple le cas pour la température. A haute température la diffusion 
du peroxyde d’hydrogène au travers de la membrane cellulaire est accélérée ce qui améliore 
le procédé de désinfection. 

c. Procédé d’ozonation et ces dérivés 

L’ozonation est l’un des procédés ayant le plus haut potentiel de dégradation des 
composés organiques. Couplé avec des UV (O3/UV) il est très largement utilisé dans le 
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traitement des eaux potables puisqu’il permet la production de radicaux hydroxyles par 
plusieurs voies parallèles. C’est un couplage de deux procédés, l’ozonation et le procédé 
H2O2/UV. 

𝑂# + 𝐻!𝑂 + ℎ𝜐 → 𝐻!𝑂! + 𝑂!    Équation 6 

𝐻!𝑂! + ℎ𝜐 → 2	𝑂𝐻°      Équation 7 

𝐻!𝑂! + 2	𝑂# → 2	𝑂𝐻° + 3	𝑂!    Équation 8 

En dehors du coût énergétique et financier de production, l’utilisation de l’ozone a deux 
inconvénients pour la dégradation de résidus organiques dans l’eau. Le premier est dû à 
l’ozone lui-même, qui constitue un composé instable et difficile à transporter impliquant de 
fait une production in situ. Le second et principal inconvénient réside dans la composition de 
l’eau à traiter, si celle-ci contient des composés appartenant aux familles chimiques telles que 
les bromides, les aldéhydes ou les cétones, des sous-produits toxiques pour l’homme, les 
animaux et l’environnement vont se former (von Gunten and Hoigne, 1994).  

d. Procédé électrochimique 

L’oxydation électrochimique est l’AOP le plus facilement automatisable avec peu 
d'opérations nécessaires et une faible consommation de réactifs due à l’utilisation 
d'électrodes. Les électrodes peuvent être réutilisées mais vont se détériorer au cours des 
traitements ce qui augmente le coût global du procédé (chanement/entretien des électrodes). 
Le plus fréquemment, des électrodes BDD (boron-doped diamond), les électrodes de dioxyde 
de plomb ou de SnO2 sont utilisées. 
En 2004, un mécanisme de dégradation des micro-organismes par oxydation électrochimique 
a été proposé. L’exposition de bactéries au courant électrique induit dans le milieu par les 
électrodes augmente la perméabilisation de la membrane facilitant ainsi la diffusion dans la 
cellule des ROS générés (Feng, 2004).  

e. Photocatalyse hétérogène 

La photocatalyse hétérogène est détaillée dans la partie suivante. Elle utilise un 
catalyseur, le plus souvent un semi-conducteur solide (Malato et al., 2009), pour produire les 
radicaux hydroxyles. L’utilisation d’un catalyseur sous forme solide en fait un AOP attractif 
pour le traitement de l’eau puisque le catalyseur est réutilisable. Ce catalyseur solide 
représente cependant un inconvénient puisqu’il doit être séparé de la phase liquide après 
traitement, ce qui rajoute une étape de supplémentaire.  

2. Le choix du catalyseur 
Depuis les premières recherches sur la photocatalyse, de nombreux semi-conducteurs 

tels que le dioxyde de titane, l’oxyde de zinc, le sulfure de cadmium, le sulfure de zinc, l’oxyde 
de feront été testés (Hoffmann et al., 1995). Un semi-conducteur est un bon candidat pour la 
photocatalyse s’il est photo-actif, inaltérable au rayonnement, actif à une longueur d’onde du 
rayonnement solaire (visible ou UV) et est inerte chimiquement (Mills and Le Hunte, 1997). Le 
dioxyde de titane (TiO2) satisfait la majorité de ces critères, c’est pourquoi c’est le photo-
catalyseur le plus souvent utilisé. Il présente l’avantage d’être disponible et faiblement 
toxique car chimiquement stable. En revanche, sous la forme de nanoparticule de TiO2, il est 
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considéré comme un polluant bioaccumulable et bio-concentrable notamment dans les algues 
et les animaux pouvant perturber la reproduction et la croissance (Auguste et al., 2019; Doyle 
et al., 2018; Morelli et al., 2018; Shang et al., 2020; Soler de la Vega et al., 2020). 

Selon l’application, le photo-catalyseur peut se présenter sous différentes formes 
(exemples Tableau 1), en particules en suspension dans une phase liquide (poudre 
micrométrique par exemple, VP Aeroperl P25/20) ou fixé sur un support solide (Plantard and 
Goetz, 2014). Il existe une diversité de support développé pour répondre à plusieurs 
contraintes dont les principales sont le maintien du catalyseur dans le réacteur et 
l’amélioration de la surface d’échange. Pour augmenter la surface d’échange, des médias 
supportés sous formes de mousse macroporeuse ont notamment été développé pour 
augmenter la vitesse de réaction en améliorant l’adsorption des polluants et l’absorption des 
photons (Plantard and Goetz, 2014, 2012). Il existe également des catalyseurs supportés sous 
forme de film (Levchuk et al., 2019; Rubio et al., 2013a) ou sur des microbilles de verres 
(appelées photosphères) (Heydari, 2018) ce qui permet un maintien du catalyseur dans le 
système ainsi qu’une séparation plus aisée. Le TiO2 utilisé comme catalyseur est sensible 
seulement aux rayons UV (longueurs d’ondes inférieures à 390 nm, λmax de 388 nm) ce qui 
représente 5% du spectre solaire dans des conditions favorables d’ensoleillement (50 W.m-2). 

Tableau 1 : exemple de photo-catalyseurs supportés ou sous forme de particules en suspension 

Nom du photo-
catalyseur 

Caractéristiques  Avantages & Inconvénients Ref 

Degussa P25 
(Evonik Industries) 

Composition : TiO2 78% 
d’anatase et 22% de rutile 

Surface spécifique : 54 m2.g-1 

Taille moyenne : 20 nm 
(possibilité d’agglomérats en 
fonction du pH) 

Avantages : meilleure efficacité de 
traitement photocatalytique 

Inconvénients : nano-polluants 
difficiles à éliminer post traitement 

(Kacem, 
2015; 
Plantard and 
Goetz, 2014) 

VP Aeroperl 
P25/20 (Evonik 
Industries) 

Composition : TiO2 80% 
d’anatase et 20% de rutile 

Surface spécifique : 46 m2.g-1 

Taille moyenne : 20 µm 

Avantages : homogène dans le milieu 
réactionnel  

Inconvénients : catalyseur en 
suspension donc nécessitant une 
étape d’élimination post traitement 
(décantation ou filtration) 

(Dezani, 
2021; 
Kacem, 
2015) 

Photosphères Composition : micro-billes de 
verre avec du TiO2 fixé  

Surface spécifique : 11,5 m2.g-1 

Taille moyenne : 45 µm (5 à 
85µm) 

Avantages : densité de 0,22g/L donc 
séparation possible par flottaison 

Inconvénients : homogénéisation 
plus difficile  

(Heydari, 
2018; 
Reoyo-Prats 
et al., 2022) 
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B. Principe de l’inactivation microbienne et potentielles applications pour le 
traitement de l’eau de mer : Article 1 – Next Sustainability 

 
L’ensemble du travail bibliographique réalisé sur la photocatalyse en eau de mer est 

présenté dans l’article 1 : “Heterogeneous photo-oxidation in microbial inactivation: A 
promising technology for seawater bio-securing ?”. Cet article a été publié en septembre 2023 
dans la revue Next Sustainability. Les données contenues dans le supplementary material de 
cet article sont exposées en annexe N°2. 
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À la lumière de la littérature présentée dans ce premier chapitre du manuscrit, 

plusieurs points cruciaux émergent. Tout d'abord, il est évident qu'il existe un besoin réel 
d'outils de traitement des eaux salines dans le domaine de l'aquaculture. La présence de 
contaminants bactériens et viraux dans les eaux d'aquaculture entraîne fréquemment 
d'importantes pertes de production. De plus, le métabolisme des huîtres, y compris leur 
croissance et le fonctionnement de leur système immunitaire, peut être altéré par la présence 
de contaminants abiotiques tels que les pesticides ou les toxines algales. Cependant, jusqu'à 
présent, aucune méthode de traitement n'a été utilisée en aquaculture pour éliminer 
simultanément ces deux types de contaminations. Les procédés d'oxydation avancée 
semblent se profiler comme une méthode de traitement alternative permettant d'éliminer 
tous les contaminants organiques, qu'ils soient d'origine biotique ou abiotique. Parmi ces 
procédés d'oxydation avancée, la photocatalyse hétérogène se distingue pour des 
applications en eau salée de par ses multiples atouts : en premier lieu, il s’agit d’une méthode 
faisant appel à l’utilisation d’un catalyseur solide ré-utilisable ; ensuite, ce procédé peut 
utiliser la ressource solaire pour photo-activer le catalyseur ce qui limite les coûts 
énergétiques en proposant une technologie durable ; et pour finir, la réaction n’entraîne pas 
l’apparition de sous-produits réactionnels toxiques. De nombreux efforts de recherche ont été 
entrepris, permettant des avancées significatives dans la compréhension des mécanismes 
d'inactivation microbienne par photocatalyse hétérogène en eau douce. Toutefois, les 
capacités des photo-réacteurs solaires restent à ce jour mal définies en eau de mer, en 
particulier pour les pathogènes viraux, qui ne sont pas étudiés en milieu marin en raison de la 
complexité de leur suivi. 

Dans ce contexte, l'objectif de mon projet de thèse a été d’investiguer les effets du 
procédé de photocatalyse hétérogène utilisant du TiO2, en l’appliquant sur deux modèles 
biologiques d’intérêt, l'Ostreid Herpes Virus 1 µVar et la bactérie marine Vibrio harveyi, étant 
donné les pertes économiques considérables engendrées par ces deux agents microbiens dans 
le milieu de l’aquaculture.  

Pour atteindre cet objectif, mon travail de thèse a d'abord consisté à caractériser les 
effets de la photocatalyse, comparativement au procédé de photolyse, à partir de deux 
modèles biologiques. Dans un deuxième temps, un outil de prédiction, s’appuyant de concert 
sur des travaux expérimentaux et de la modélisation in silico a été développé afin de 
transposer les expériences réalisées à l'échelle du laboratoire vers des installations aquacoles 
à terre en s’appuyant sur l’exploitation de la ressource solaire.  
 
La présentation des résultats est organisée en deux chapitres : 
  

-    Le premier chapitre décrit la caractérisation du mécanisme d'inactivation 
photocatalytique de deux pathogènes de l'huître : la bactérie Vibrio harveyi et 
l'Ostreid Herpes Virus 1 µVar. Une approche d’écologie microbienne a été 
également développée afin de mesurer les effets du traitement sur les 
communautés microbiennes présentes dans l'eau de mer et quantifier l'effet de la 
désinfection à une échelle plus globale que celle des pathogènes seuls. 

  
-    Le second chapitre présente en détails l'inactivation du pathogène bactérien Vibrio 

harveyi. En analysant les différents mécanismes en jeu, les lois régissant 
l'inactivation par photocatalyse hétérogène de Vibrio harveyi ont été déterminées. 
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Une étude de modélisation et de simulation des performances de traitement à 
l’échelle du procédé (ou photo-réacteur) a été conduite avec pour objectif de 
prédire les capacités d’inactivation sous des conditions d'irradiation solaire. Une 
solution permettant la gestion des intermittences de la ressource solaire a été 
proposée pour répondre aux contraintes de biosécurisation. 

 
Le présent manuscrit se conclut la présentation des principales conclusions 

scientifiques de cette étude puis aborde notamment, les questions scientifiques en lien avec 
les principaux verrous technologiques à lever pour l’optimisation du procédé et de ses futures 
applications possibles dans le monde de l’aquaculture. 
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I. Introduction 

Les mortalités d’huîtres font intervenir une grande variété de pathogènes, notamment 
viraux et bactériens, mais peuvent également être influencées par d’autres facteurs tels que 
la qualité de l’eau (présence de contaminants chimiques). La majorité des moyens de 
traitement des eaux utilisées en écloseries se concentre sur l’inactivation des pathogènes mais 
n’ont aucune action sur les contaminants chimiques organiques. Or, il est clairement établi 
dans la littérature que les contaminants peuvent impacter le bon développement des animaux 
et/ou leur système immunitaire (Abi-Khalil et al., 2016; Bachère et al., 2017; Bayen et al., 2007; 
Britt et al., 2020; Gagnaire et al., 2007, 2006; Geret et al., 2013; Mottier et al., 2015). La 
photocatalyse hétérogène, de par son action à la fois sur les cibles biotiques et abiotiques, 
constitue un candidat idéal pour la bio-sécurisation des installations aquacoles à terre. La 
directive 2006/88/CE impose depuis 2006 aux établissements de production conchylicole de 
disposer d’agrément zoo-sanitaire et de mettre en place des mesures de prévention et lutte 
contre certaines maladies chez les animaux aquatiques (Directive Européenne, 2006). Une 
haute qualité de l’eau est donc nécessaire pour empêcher l’apparition de maladie et assurer 
la survie des animaux élevés dans les structures à terre (écloseries, nurseries ou autres 
installations), mais également pour préserver le littoral des rejets d’élevage aquacoles 
contenant potentiellement du matériel biologique non endémique (Cordier et al., 2023; 
Eljaddi et al., 2021; Stavrakakis et al., 2020). Comme cela a pu être présenté tout au long de 
l’état de l’art, malgré de nombreuses études sur l’utilisation de la photocatalyse pour la 
décontamination de l’eau (élimination de contaminants abiotiques), l’aspect désinfection 
reste à ce jour peu ou très peu investigué (inactivation de contaminants biotiques), en 
particulier pour des applications ciblées telles que la bio-sécurisation en aquaculture 
nécessitant l’inactivation de pathogènes viraux.  

Dans ce contexte, nous avons donc cherché à évaluer le potentiel d’un procédé de 
photocatalyse hétérogène pour la bio-sécurisation d’installations aquacoles grâce à une 
approche globale visant à (i) étudier l’inactivation du virus OsHV-1 µVar, et (ii) évaluer l’effet 
du traitement sur les communautés bactériennes totales de l’eau de mer. Pour cela, nous 
avons couplé des approches d’analyse ciblées de pathogènes (virus et bactéries) permettant 
d’évaluer la viabilité avec l’infectiosité des particules virales et le dénombrement de bactéries 
viables et cultivables, avec des approches d’analyse exhaustive la composition du microbiote 
bactérien total (approche de Barcoding 16S). 

A notre connaissance, cette étude est la première à analyser l’inactivation virale par 
photocatalyse hétérogène en condition eau de mer. Cette inactivation virale est ici étudiée 
dans le cadre d’applications à la désinfection du virus OsHV-1 µVar impliqué dans le POMS. 
Elle souligne également les changements qu’implique un tel traitement sur le microbiote 
bactérien de l’eau ainsi que la capacité de résilience de celui-ci une fois le traitement terminé. 
L’ensemble du travail qui a été réalisé pour l’évaluation de l’efficacité du procédé de 
photocatalyse pour la désinfection d’eau de mer est présenté dans l’article 2 intitulé : 
“Inactivation of two oyster pathogens by photo-oxidation and monitoring of changes in the 
microbiota of seawater: a case study on Ostreid Herpes Virus 1 µVar and Vibrio harveyi”.  
 

En amont de ce travail, nous avons également évalué si la présence de catalyseur de 
type TiO2 pouvait entraîner des effets sur l’organisme Crassostra gigas, de façon à privilégier 
la forme particulaire de TiO2 présentant l’innocuité la plus faible pour l’huître et apte à 
répondre à nos exigences en terme photocatalytiques. 



Chapitre 2 
 

 44 

 
II.  Étude préliminaire : Effet du catalyseur sur les huîtres 

Les nanoparticules (NPs) sont déjà connues pour avoir des fonctions antimicrobiennes 
et impacter les organismes marins et leurs microbiotes (Auguste et al., 2019). Des études sur 
l’huître Crassostrea virginica ont mis en évidence la bio-réactivité et la toxicité des 
nanoparticules de dioxyde de titane (nTiO2, à une concentration de 50 mg/L) sur les tissus 
hémato-pancréatiques des huîtres (Johnson et al., 2015) alors qu’aucune modification 
significative n’a été observé sur la viabilité des hémocytes (Doyle et al., 2018). En revanche, 
les fonctions phagocytaires des hémocytes sont modifiées suite à une exposition au nTiO2 ce 
qui pourrait jouer un rôle lors d’infections parasitaires (Auguste et al., 2019; Doyle et al., 
2018). 

Même si aucune étude n’a été réalisée sur l’impact de l’exposition au TiO2 sur le 
microbiote des huîtres, des études précédentes ont déjà été menées sur les moules Mytilus 
galloprovincialis montrant des modifications significatives du microbiome de l’hémolymphe 
de moule (Auguste et al., 2019). 

 
Afin d’évaluer la toxicité du dioxyde de titane sur les huîtres, deux approches ont donc 

été menées : (i) le suivi des mortalités pendant l’exposition et post exposition, et (ii) le suivi 
des modifications du microbiote des huîtres dans deux cas de figures, à savoir soit pour une 
exposition ponctuelle des animaux au TiO2, soit pour une exposition prolongée.  
 

A. Matériels et Méthodes 
Matériel biologique 
 Les animaux utilisés pour vérifier la toxicité du TiO2 sont issus du même fonds 
génétique que ceux utilisés pour l’évaluation de l’inactivation virale par photo-oxydation 
(détaillé par la suite dans l’article N°2). Il s’agit d’huîtres juvéniles sensibles au virus OsHV-1 
µVar, diploïdes et provenant d’une lignée biparentale appelée F14V (De Lorgeril et al., 2018). 
Les animaux utilisés dans notre étude étaient âgés de 3.5 mois, avec un poids moyen de 3 g 
et exemptes de pathogènes, c’est-à-dire qu’à leur réception ils n’étaient contaminés par 
aucun des pathogènes principaux identifiés (virus OsHV-1, Vibrio aestiruanus ou 
Haplosporidium). L’ensemble des huîtres ont été anesthésiées 2 heures dans du chlorure de 
magnésium (30 g.L-1) avant d’être utilisées (Suquet, 2009). Deux conditions contrôles ont été 
utilisées à chaque fois, la première avec des animaux non injectés et la seconde avec des 
animaux injectés d’eau de mer non contaminée (EM, eau de mer filtrée à 0.2 µm avant 
injection). 
 
Forme du catalyseur et exposition des animaux 

Le dioxyde de titane (TiO2) utilisé pour la désinfection de l’eau de mer se présente sous 
deux formes micrométriques présentées dans le chapitre 1 (tableau 1). La première appelée 
VP Aeroperl P25/20 se présente sous forme de poudre de particules de taille moyenne de 
20 µm (Dezani, 2021; Kacem, 2015), alors que la seconde appelée Photosphères possède une 
taille moyenne de particules deux fois plus grande (45 µm) et se compose de micro-billes de 
verre sur lesquels est fixé du TiO2 (Heydari, 2018; Reoyo-Prats et al., 2022). Pour les différents 
tests de toxicité des catalyseurs, ceux-ci ont été mis en suspension dans de l’eau de mer 
naturelle, provenant de l'observatoire océanologique de Banyuls-sur-Mer filtrée à 0.2 µm et 
présentant une salinité ajustée à 35 PSU et pH à 8. Les concentrations de catalyseur utilisées 
étaient, respectivement, de 0.8 g.L-1 et 5 g.L-1 pour l’Aeroperl et les Photosphères (Plantard 
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and Goetz, 2014). Les concentrations en catalyseurs choisies pour notre étude ont été 
optimisées lors de travaux précédemment effectués au laboratoire PROMES en eau douce. 
Ces concentrations permettent une absorption optimale de tout le rayonnement UV incident 
sur l’ensemble de l’épaisseur du réacteur. Dans notre cas, il s’agit d’un bécher de 500 mL 
(surface irradiée de 60 cm²) contenant 200 mL d’eau de mer, soit une épaisseur de liquide de 
3.4 cm.  

Les huîtres ont été exposées au TiO2, soit par injection de 50 µl de suspension de TiO2 
directement dans le muscle adducteur de l’animal, soit par balnéation dans de l’eau de mer 
contenant le TiO2 à la concentration souhaitée. Pour l’exposition par balnéation, aucune 
agitation supplémentaire du TiO2 n’a été mise en place sur la durée de l’exposition. 
 
Méthodes de suivi 

a. Suivi des mortalités d’huîtres 
Afin de déterminer l’effet du TiO2 sur la viabilité des huîtres, un suivi de mortalité a été 

effectué pendant 10 jours. Également, le suivi de l’inactivation virale ne peut se faire qu’au 
travers d’une infection expérimentale permettant de constater la diminution de l’infectiosité 
de la suspension virale. Pour cela, les huîtres injectées (ou non selon les conditions) ont été 
placées dans des aquariums de 500 mL d’eau de mer de Banyuls oxygénée et filtrée à 1 µm 
(salinité ajustée à 35 PSU, pH ajusté à 8, +21 °C) pour atteindre une densité d’animaux de 
60 g de biomasse / L (soit 10 animaux). Pour chaque condition, des tripliquas d’aquarium ont 
été réalisés permettant d’atteindre un total de 30 animaux par condition. Sur les 10 jours de 
suivi des mortalités, les animaux n’ont pas été nourris et ont été comptés deux fois par jour 
en début et fin des cycles jour/nuit. 
 Les courbes de survies ont ensuite été tracées suivant l’estimation non paramétrique 
de la fonction de survie avec la méthode de Kaplan & Meyer (Article n°2).   
 

b. Analyse du microbiote de l’eau de mer ou des huîtres 
L’analyse du microbiote joue un rôle important en donnant une meilleure vision de 

l’effet qu’a le TiO2 utilisé comme catalyseur sur les huîtres et leur microbiote. Dans cette 
partie, nous nous sommes concentrés uniquement sur l’analyse du microbiote associé aux 
huîtres exposées ou non au TiO2.  

 
Pour réaliser l’analyse de microbiote sur les animaux exposés au dioxyde de titane, des 

huîtres vivantes ont été échantillonnées dans les différents aquariums (n = 3 animaux par 
aquarium soit 9 animaux par conditions), décoquillées puis congelées à l’azote liquide. L’ADN 
total des huîtres a été extrait suivant le protocole tissu du kit Machrey-Nagel NucleoSpin tissue 
(référence 740952) dans un volume d’élution de 30 µL. Pour améliorer l’extraction d’ADN, une 
étape de broyage à l’Ultraturrax a été rajouté avant l’extraction (concentration de 120 µg de 
chair d’huître / mL d’eau de Lewis 1X (composé de 23,4 g.L-1 de NaCl, 1,5 g.L-1 de KCl, 1,2 g.L-1 
de MgSO4.7H2O et 0,2 g.L-1 de NaCl2, pH de 7,4). L’extraction a ensuite été réalisée à partir de 
200 µL de broyat en rajoutant également une étape de lyse mécanique de 12 min avec des 
billes de zirconium suivie d’une étape de RNAse avant la récupération de l’ADN sur la colonne. 
Les extraits d’ADN ont été conservés à – 20°C jusqu’au séquençage. 

 
L’analyse du microbiote des huîtres a été réalisée par Metabarcoding 16S. Pour cela, 

le gène de l'ARNr 16S des communautés bactériennes a été amplifié en utilisant les boucles 
variables V3-V4 (341F / 805R) (De Lorgeril et al., 2018; Klindworth et al., 2013). Puis le 
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séquençage en paires a été réalisé sur le système MiSeq (Illumina) à l'Université de Perpignan 
Via Domitia (plateforme Bio-Environnement, Université de Perpignan, France).  

Deux méthodes de traitement sont aujourd’hui utilisées pour les données de 
barcoding : (i) la méthode la plus ancienne utilisant un regroupement en Operating Taxonomic 
Units ou OTU, et (ii) une méthode plus récente générant des Amplicons Sequence Variant ou 
ASV. Ces deux méthodologies ont chacune des avantages et des inconvénients. Nous avons 
fait le choix de les appliquer en parallèle de façon à pouvoir dresser un comparatif de ces deux 
techniques. Il est disponible en annexe 3. Les OTUs s’appuient sur une méthode de clustering 
de novo des séquences avec un seuil de similarité de 97% d’identité de séquences. Cela a 
comme inconvénient majeur d’entraîner la perte d’information lorsque plusieurs espèces ont 
des séquences très similaires. Celles-ci vont être regroupées dans un même cluster (OTU) et 
donc être considérées comme un seul taxon dans la suite des analyses. L’autre inconvénient 
majeur de cette méthode est la difficulté de comparaison entre plusieurs expériences 
indépendantes. Les séquences graines (initiales) utilisées pour la création des OTUs est 
aléatoire, cela ne permet pas de générer de séquences exactes et identiques entre les études 
pour chaque taxon, mais des séquences consensus créés à partir du clustering. En revanche, 
les ASVs sont des séquences exactes identifiées pour chaque taxon. Ces séquences exactes 
sont corrigées pour tenir compte des erreurs potentielles de séquençage. Les séquences ainsi 
définies sont les mêmes pour les différentes études de manière à pouvoir comparer les 
résultats d’une étude à l’autre. L’inconvénient principal des ASVs réside dans l’apparition de 
bruit de fond provenant des erreurs de séquençage et/ou amplification PCR induisant la 
création d’ASV supplémentaires artefactuels. 

Dans notre étude, les données de séquençage ont été traitées en utilisant des ASVs 
générées avec Quiime 2 2022.8 et DADA2 (Bolyen et al., 2019)de la même manière que pour 
les échantillons d’eau de mer analysés dans l’Article N°2.  

L’analyse statistique a ensuite été réalisée sur R v4.2.1 (2022-06-23). Des méthodes de 
clustering hiérarchique et d’ordination ont été utilisées pour décrire et comparer la 
composition des communautés microbiennes entre les échantillons à partir de matrices de 
distance. Les Analyses de Coordonnées Principales (PCoA) des communautés microbiennes 
(capscale, {vegan}) (Oksanen et al., 2022) ont été calculées en utilisant les dissimilarités de 
Bray-Curtis (diversité β) (distance, {phyloseq}) (McMurdie and Holmes, 2013). La PCoA permet 
de représenter les distances entre les différents échantillons suivant deux axes représentant 
la dissimilarité des communautés bactériennes entre les échantillons. L’impact du dioxyde de 
titane sur le microbiote des huîtres a été évalué par traitement statistique de type ANOVA 
(pairwise.perm.manova, {RVAideMemoire}) (Herve, 2023). Les analyses de la dissimilarité β 
permettent de mettre en lumière des changements entre les communautés microbiennes. Les 
analyses présentées par la suite permettent d’identifier les variations au niveau des 
proportions individuelles des taxons. L’importance des changements induits par l’exposition 
au TiO2 sur chacun des taxons du microbiote ont été évalués grâce au Log2 Fold Change. Il 
permet de voir le différentiel de proportion de chaque taxon entre la condition “huitres 
exposées” et le contrôle correspondant “huitres non-exposées” (DESeq, {DESeq2}) (Love et 
al., 2014). Pour ce test, la dispersion des données de chaque échantillon est normalisée par la 
moyenne suivant un test de Wald (nbinomWaldTest, {DESeq2}). De même, le core microbien 
a été identifié pour chaque condition afin d’identifier les genres bactériens conservés et 
abondants au sein des réplicas (core, {microbiome}) (Lahti et al., 2019). Celui-ci est défini par 
un taux d’ubiquité, c’est-à-dire une présence dans, au moins, un certain nombre de réplicats, 
et une abondance relative minimale dans chacun des réplicats. Cela permet de ne retenir que 
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les genres bactériens conservés et abondants au sein de la population pour chaque condition 
étudiée.  

 
Résultats 

A. Exposition ponctuelle des huîtres au dioxyde de titane : injection 
L’exposition ponctuelle a été réalisée par injection d’une suspension de TiO2 

directement dans l’animal avant de suivre quotidiennement les mortalités et d’analyser 
ponctuellement le microbiote des animaux.  

Le suivi des mortalités chez des huîtres injectées avec du dioxyde de titane 
(micrométrique) a permis de mettre en évidence qu’à court terme, c’est-à-dire entre 7 et 10 
jours, le TiO2 ne présente pas d’impact sur la survie des huîtres (figure 7). En revanche, la 
forme nanométrique du TiO2 est considérée comme un nano-polluant susceptible d’affecter 
divers organismes comme les vertébrés, les invertébrés, et les plantes (Schulz, 2022). 
L’injection de dioxyde de titane (micrométrique) directement dans les huîtres n’a pas induit 
de mortalité significative chez les animaux avec l’apparition de mortalités (30%) dans 
uniquement un seul des réplicats 5 jours après l’exposition au TiO2 (Aeroperl, figure 7). Étant 
donné qu’aucune mortalité n’est apparue dans les deux autres réplicats, ces mortalités n’ont 
pas été considérées comme significatives mais très probablement imputables à une 
potentielle contamination de l’eau de l’un des réplicats. 
 

 

Figure 7 : Effet d’une exposition ponctuelle au dioxyde de titane sur la survie des huîtres, courbe de survie 
(Kaplan-Meyer) obtenue pour des huîtres injectées avec du dioxyde de titane micrométrique au début du suivi 
(0 h) 

En revanche, l’analyse du microbiote des huîtres 24 h après l’exposition au TiO2 révèle 
un changement significatif de ce dernier comparé à celui d’animaux injectés uniquement avec 
de l’eau de mer (figure 8). Même si l’analyse du différentiel d’abondance relative entre les 
animaux exposés et non exposées (Log2 Fold Change) ne permet pas de mettre en évidence 
de différence, c’est-à-dire qu’aucun taxon n’apparait comme étant modifié avec une p-value 
ajustée significative lorsque l’on regarde le rapport des abondances, les analyses globales 
mettent en évidence des changements. En effet, l’analyse en coordonnée principale (PCoA, 
figure 8) permet de mettre en évidence des changements significatifs à l’échelle de la 
composition du microbiote global et non du taxon. Lorsque l’on étudie avec intérêt la 
composition du core microbien des huîtres exposées ou non au TiO2 des différences sont 
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néanmoins visibles (tableau 2). Aucun des genres bactériens retrouvés comme 
significativement sur-représenté après l’exposition ponctuelle au dioxyde de titane n’a été 
identifiée comme étant une bactérie opportuniste détectée lors du POMS (Arcobacter, 
Marinobacterium, Marinomonas, Vibrio, et Pseudoalteromonas) (Petton et al., 2021). Suite à 
une exposition au dioxyde de titane, les genres bactériens Croceibacter, Mesonia et 
Sulfitobacter sont plus abondants et présents dans plus de la moitié des échantillons avec une 
abondance relative importante alors que les Pseudoalteromonas sont eux moins abondant 
même si faisant toujours partie du core microbien. De la même manière, même si en présence 
d’OsHV-1 le microbiote des huîtres a été modifié par une exposition ponctuelle au TiO2, cela 
n’a pas favorisé le développement de la maladie du POMS. La cinétique de mortalité n’a pas 
été accélérée et aucun genre bactérien identifié comme associé au POMS n’a été présent en 
plus forte abondance relative (résultats non montrés ici). 

 
 

Figure 8 : Effet d’une exposition ponctuelle au dioxyde de titane sur le microbiote des huîtres, représentation 
en PCoA de la dissimilarité de Bray-Curtis (•) huîtres de références, non exposées au TiO2 mais ayant été 
injectées avec de l’eau de mer filtrée, et (•) huîtres 24 h après exposition au TiO2 par une injection directement 
dans le muscle adducteur. 
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Tableau 2 : Effet d’une exposition ponctuelle au TiO2 (Photosphère) sur la composition du core microbiome 
(détection du gène codant pour l’ARNr 16S sur 9 réplicas par Metabarcoding) de l’huître (Crassostrea gigas) 24 h 
après l’exposition. 

Ubiquité 
 
Abondance 
relative 

70% 
 
10 

75% 
 
5 

80% 
 
2.5 

95% 
 
1 

 
Condition 
contrôle : 24h 
post injection 
d’eau de mer 

Tenacibaculum 
Polaribacter 
Kordia 
Marinomonas 
Neptuniibacter 
Pseudoalteromonas 
Thalassotalea 
Alteromonas 
Cognatishimia 
Ruegeria 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 
 

Tenacibaculum 
Polaribacter 
Kordia 
Marinomonas 
Neptuniibacter 
Vibrio 
Pseudoalteromonas 
Thalassotalea 
Colwellia 
Alteromonas 
Cognatishimia 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 
Poseidonibacter 

Tenacibaculum 
Polaribacter 
Kordia 
Persicirhabdus 
Marinomonas 
Neptuniibacter 
Vibrio 
Pseudoalteromonas 
Thalassotalea 
Colwellia 
Alteromonas 
Cohaesibacter 
Cognatishimia 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 
Poseidonibacter 

Tenacibaculum 
Polaribacter 
Kordia 
Maribacter 
Persicirhabdus 
Neptuniibacter 
Vibrio 
Pseudoalteromonas 
Thalassotalea 
Colwellia 
Alteromonas 
Maritalea 
Cohaesibacter 
Cognatishimia 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Phaeobacter 
Hyphomonas 
Maricaulis 
Malaciobacter 
Halarcobacter 
Poseidonibacter 

 
Condition 
exposée : 24h 
post exposition 
au TiO2 

Cutibacterium 
Tenacibaculum 
Kordia 
Persicirhabdus 
Neptuniibacter 
Pseudomonas 
Pseudoalteromonas 
Cognatishimia 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 

Prauserella 
Cutibacterium 
Tenacibaculum 
Polaribacter 
Kordia 
Persicirhabdus 
Neptuniibacter 
Vibrio 
Pseudomonas 
Pseudoalteromonas 
Thalassotalea 
Cognatishimia 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Sulfitobacter 
Pseudophaeobacter 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 

Prauserella 
Cutibacterium 
Flaviflexus 
Tenacibaculum 
Kordia 
Maribacter 
Persicirhabdus 
Neptuniibacter 
Vibrio 
Pseudoalteromonas 
Thalassotalea 
Cognatishimia 
Dinoroseobacter 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Sulfitobacter 
Pseudophaeobacter 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 

Sva0996_marine_group 
Prauserella 
Cutibacterium 
Tenacibaculum 
Polaribacter 
Kordia 
Maribacter 
Croceibacter 
37-13 
Persicirhabdus 
Neptuniibacter 
Pseudomonas 
Pseudoalteromonas 
Pseudahrensia 
Ahrensia 
Cohaesibacter 
Cognatishimia 
Dinoroseobacter 
Aliiroseovarius 
Ruegeria 
Pseudophaeobacter 
Phaeobacter 
Maricaulis 
Malaciobacter 

 
Les Photosphères de dioxyde de titane étant plus aisément retirables de l’eau mer, 

cette mise en forme du TiO2 a été retenue pour toute la suite des travaux présentés dans ce 
chapitre afin de limiter l’impact d’éventuels résidus de catalyseur sur les huîtres. 
 

B. Exposition prolongée des huîtres au dioxyde de titane 
Même si une exposition ponctuelle au dioxyde de titane est plus représentative des 

changements de microbiote potentiel lors de l’étude de l’inactivation microbienne par 
photocatalyse (travail sera présenté dans la suite de ce chapitre), une exposition prolongée 
présente également un intérêt. L’exposition prolongée par balnéation dans de l’eau contenant 
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du TiO2 (à 5 g.L-1) est, elle, plus représentative d’une exposition des animaux lors d’un 
traitement de l’eau à plus grande échelle.  

Même si aucune mortalité n’a été observée chez les animaux, l’exposition prolongée 
au dioxyde de titane a modifié le microbiote des huîtres, (figure 9a). En effet, la représentation 
des dissimilarités en PCoA permet bien de séparer les réplicats par conditions suivant les deux 
axes aussi bien pour différencier les temps d’échantillonnages (séparé par la droite y=x, les 
échantillons à 24 h situés en dessous et ceux à 10 jours au-dessus) que l’exposition au TiO2 
(séparé par la droite y=-x, les échantillons exposés situés au-dessus et les contrôles en 
dessous). La composition bactérienne du microbiote est significativement différente entre les 
échantillons contrôles et ceux exposés au TiO2 aussi bien après une exposition de 24 h (p-value 
de 0,029) qu’après une exposition de 10 jours (p-value de 0,026). On peut notamment se 
rendre compte que les phylums majoritairement associés au microbiote des huîtres se 
retrouvent impactés par l’exposition au TiO2 (King et al., 2022; Li et al., 2017; Qu et al., 2022). 
Les Proteobacteries et les Campilocaterota sont deviennus de plus en plus abondantes dans 
le microbiote lorsque le temps d’exposition s’allonge. A l’inverse, les Bacteroidota deviennes 
moins abondantes lorsque l’exposition au TiO2 s’allonge. En revanche, l’abondance des 
Planctomycetota reste inchangée dans les échantillons contrôles lorsque la durée d’exposition 
s’allonge alors qu’elle augmente fortement dans les échantillons contrôles avec le temps 
d’échantillonnage.  

 
Contrairement à l’exposition ponctuelle, un grand nombre de genres bactériens se 

sont trouvés modifiés significativement par une exposition prolongée (24 h et 10 jours) 
comme le montre en particulier l’analyse Log2 Fold Change (figures 9b et c). Quatre genres 
bactériens sont donc présents en plus forte abondance dans les animaux exposés au dioxyde 
de titane, parmi lesquels sont représentés les genres bactériens Alteromonas, Halarcobacter, 
Pseudoalteromonas et Vibrio. Pour ces quatre genres bactériens, plus l’exposition est longue, 
plus l’écart avec le contrôle non exposé est grand. Par exemple, pour le genre des Vibrio, après 
une exposition de 24 h, seul un ASV appartenant à ce genre se retrouve significativement 
modifié. Celui-ci est moins abondant dans les animaux exposés que dans ceux non exposés. 
En revanche, après 10 jours d’exposition, même si le microbiote des animaux non exposés a 
évolué, six ASVs appartenant aux Vibrios (parmi lesquels l’ASV identifié à 24 h) se retrouvent 
en abondance significativement plus importante que dans les contrôles non exposés. De 
même, pour une exposition de 24 h seul 15 ASVs correspondant à 10 genres bactériens 
différents sont modifiés par la présence de TiO2 alors qu’au bout de 10 jours d’exposition ce 
nombre s’élève à 33 ASVs correspondant à 20 genres bactériens. Parmi les genres bactériens 
retrouvés en plus grande abondance suite à l’exposition au TiO2, certains ont déjà été décrits 
comme aptes à réduire de façon significative la microflore présente (Richards et al., 2017) 
grâce à leur activité antimicrobienne (Bibi et al., 2020; Desriac et al., 2020; Jeganathan et al., 
2013; Longeon et al., 2004). Comme cela a déjà été montré chez d’autres bivalves, l’exposition 
au TiO2 altère notamment les fonctions hémocytaires de l’animal (De Marchi et al., 2019; Li et 
al., 2021), les fonctions de phagocytose, phénomènes à l’origine de changements majeurs du 
microbiote chez l’huître (Auguste et al., 2019). 
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a.  

b.  

c.  

Figure 9 : Effet d’une exposition prolongée au dioxyde de titane sur le microbiote des huîtres (a) représentation 
en PCoA de la dissimilarité de Bray-Curtis  (•) huîtres de références 24 h après la mise en eau, non exposées au 
TiO2, (•) huîtres après 24 h d’expositions au TiO2, (•) huîtres de références 10 jours après la mise en eau, non 
exposées au TiO2, et (•) huîtres après 10 jours d’exposition au TiO2, (b) genres bactériens significativement 
modifiés par l’exposition au TiO2, log2 fold change (avec une p-value ajustée < 0.05) animaux exposés 24 h 
comparé au non exposés, et (c) genres bactériens significativement modifiés par l’exposition au TiO2, log2 fold 
change (avec une p-value ajustée < 0.05) animaux exposés 10 jours comparé au non exposés. 
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C. Conclusions et perspectives 
La méthode d’exposition des huîtres ainsi que la durée d’exposition jouent un rôle sur 

les changements au sein du microbiote des huîtres. En effet, aucun genre bactérien retrouvé 
comme significativement modifié lors d’une exposition ponctuelle par injection ne l’est 
également lors de l’exposition prolongée par balnéation. En revanche, pour une même 
méthode d’exposition, une partie des genres bactériens modifiés par l’exposition au TiO2 est 
commun aux deux temps d’expositions testés. Concernant la durée d’exposition, plus celle-ci 
est longue, plus le microbiote des animaux se trouve modifié avec un nombre important de 
genres bactériens présents en abondance plus importante que dans le microbiote des 
contrôles.  

Dans le futur, il serait donc intéressant de vérifier de façon plus approfondie l’effet du 
dioxyde de titane sur les huîtres et leur microbiote en réalisant notamment une étude sur une 
plus longue période avec un effort d’échantillonnage plus conséquent. En outre, il pourrait 
également être intéressant de coupler cette analyse avec une étude des fonctions 
immunitaires de l’huître (analyse des populations hémocytaires, viabilité des hémocytes, ou 
analyse de l’expression des gènes en particulier) afin d’estimer ou d’évaluer comment ces 
fonctions biologiques sont affectées par la présence de TiO2. Il est important de souligner que 
des études préalables ont déjà montré que les huîtres filtrent le TiO2 présent dans l’eau lors 
d’exposition de plusieurs heures, mais, sans observer de bioaccumulation chez l’animal (Doyle 
et al., 2015). Il serait donc pertinent de vérifier si lors d’expositions chroniques comme nous 
l’avons réalisé dans notre étude, le TiO2 est bioaccumulé dans les tissus de l’huître et d’évaluer 
la quantité de catalyseur bio-accumulée au cours du temps d’exposition. 
 

III. Effets des traitements photo-oxidatifs sur les pathogènes d’huîtres cibles et le 
microbiote de l’eau de mer 
Comme cela a déjà été dit en introduction de ce chapitre, nous avons cherché à évaluer 

la pertinence du procédé de photocatalyse hétérogène (UV/TiO2) pour la bio-sécurisation 
d’installations aquacoles. Pour empêcher le développement de mortalité dans ces 
installations, les pathogènes d’huîtres doivent être inactivés. Parmi ces pathogènes, le virus 
OsHV-1 µVar et la bactérie Vibrio harveyi ont servis de référence pour cette étude. Ces deux 
pathogènes sont connus pour induire de forte mortalité chez les huîtres juvéniles notamment 
avec le Pacific Oyster Mortality Syndrom (POMS) comme cela a été plus largement décrit dans 
le Chapitre 1 (De Lorgeril et al., 2018; King et al., 2019b; Martenot, 2013; Oyanedel et al., 2023; 
Petton et al., 2021). Or, le procédé de photocatalyse hétérogène comme tout procédé de 
désinfection ne cible pas seulement les microorganismes pathogènes mais impacte également 
l’ensemble du microbiote de l’eau. C’est pourquoi dans cette étude il est question de coupler 
des approches d’analyse ciblées de pathogènes (viraux et bactériens) permettant d’évaluer la 
viabilité (infectiosité des particules virales et dénombrement de bactéries viables et 
cultivables), avec des approches d’analyse exhaustive de la composition du microbiote 
bactérien total (Barcoding 16S). Dans ce travail, l’analyse du microbiote joue un rôle important 
en complétant l’analyse de l’inactivation du pathogène cible et en donnant une vision plus 
globale de l’effet du traitement sur la flore bactérienne totale de l’eau. 

 
 Ce travail est à notre connaissance, la première étude qui s’est focalisée sur l’analyse 

de l’inactivation virale par photocatalyse hétérogène en eau de mer. Ce travail souligne 
également les changements écosystémiques possibles qu’impliquent un tel traitement sur le 
microbiote bactérien de l’eau. Il met également en exergue la capacité de résilience du 
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microbiote de l’eau de mer une fois le traitement terminé. La désinfection n’étant pas totale, 
la part du microbiote toujours viable après 2 h de traitement peut recoloniser l’eau de mer et 
ainsi rétablir un microbiote bactérien proche de celui de l’eau non traitée. Le virus étant plus 
sensible au traitement photocatalytique que les bactéries, l’inactivation virale permet 
d’obtenir un taux de survie des huîtres de 100% sans pour autant éliminer la totalité du 
microbiote de l’eau de mer.  

 
L’ensemble du travail réalisé est présenté dans l’article 2 : “Inactivation of two oyster 

pathogens by photo-oxidation and monitoring of changes in the microbiota of seawater: a case 
study on Ostreid Herpes Virus 1 µVar and Vibrio harveyi. ”. Cet article sera publié en janvier 
2024 dans la revue Chemosphere. Les données du supplementary material de cet article sont 
présentés dans l’annexe N°4. 
 
Article 2: “Inactivation of two oyster pathogens by photo-oxidation and monitoring of changes 
in the microbiota of seawater: a case study on Ostreid Herpes Virus 1 µVar and Vibrio harveyi” 
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Chapitre 3 : Étude de l’inac1va1on de Vibrio harveyi 
par photocatalyse hétérogène 
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I. Introduction 

Comme cela a déjà été décrit dans le chapitre 1, l’inactivation microbienne par 
photocatalyse est un phénomène complexe faisant intervenir de nombreux paramètres 
opératoires et caractéristiques de la matrice. Les interactions cibles / catalyseurs sont, par 
exemple, fortement modifiées par la composition de la matrice et ses paramètres physico-
chimiques. La présence de composés en suspension ou de sels peuvent notamment affecter 
la disponibilité des sites actifs du catalyseur (García-Garay et al., 2020; Liu et al., 2019; Rubio 
et al., 2013b, 2013a). De même, le pH peut modifier la charge de surface du catalyseur et ainsi 
modifier son affinité avec la cible (Chong et al., 2010; Davies, 2003; Kormann et al., 1991; 
Matheson and Lee, 1979; Schwegmann et al., 2013; Wilkinson and Brummer, 1981; Zheng et 
al., 2018). Certains paramètres, tels que la composition de la matrice, vont également 
impacter le procédé de photocatalyse au niveau du transfert de photons. En effet, les matières 
en suspensions présentes dans l’eau peuvent absorber une fraction de l’irradiation incidente, 
rendant une partie des photons non disponibles pour la photo-excitation du catalyseur, ce qui 
aura pour conséquence un ralentissement de la photocatalyse (García-Garay et al., 2020; 
Rubio et al., 2013b). Cette inactivation microbienne a largement été caractérisée en eau douce 
et de nombreuses études proposent des formalismes de lois cinétiques permettant de la 
modéliser. A ce jour, aucune loi ne faisant consensus n’a été établie dans la littérature pour 
décrire de manière analytique les différentes situations de dégradation, même si plusieurs lois 
empiriques ont été proposées (Chick, 1908; Dalrymple et al., 2010; Dalrymple and Goswami, 
2011; Ganguly et al., 2018; Hom, 1972; Kacem et al., 2015; Lambert and Johnston, 2000; 
Watson, 1908). Ces lois expriment principalement une dépendance de l’inactivation à la 
densité de flux ainsi qu’à la concentration en microorganisme cible. En eau de mer, 
l’inactivation microbienne par photocatalyse est nettement moins étudiée et peu d’études sur 
la détermination de loi cinétique dédiée à l’eau de mer sont disponibles (Moreno-Andrés et 
al., 2020).  

Dans ce contexte, nous avons donc cherché à évaluer l’applicabilité du procédé de 
photocatalyse hétérogène pour une utilisation pour des installations aquacoles à terre. Nous 
avons notamment montré la pertinence de l’utilisation de la photocatalyse hétérogène pour 
des applications en aquaculture avec l’inactivation de pathogènes d’huîtres tels que la 
bactérie Vibrio harveyi et le virus OsHV-1. Nos expérimentations ont été réalisées en 
laboratoire sous UV artificiels. Or, le principal intérêt des photo-procédés est de pouvoir 
utiliser la ressource solaire comme source d’UV. Notre objectif est donc de montrer la 
pertinence de la photocatalyse hétérogène comme procédé durable, s’appuyant sur une 
utilisation de la ressource solaire pour le traitement des eaux d’aquaculture. Pour ce faire, ce 
travail se décompose en trois parties.  

La première partie vise à étudier et caractériser la souche de la bactérie Vibrio harveyi 
utilisée comme bactérie modèle cible. En effet, de nombreux travaux ont déjà mis en lumière 
la complexité et la multiplicité des phénomènes entrant en jeu et pouvant influencer 
l’inactivation bactérienne par photocatalyse (Kacem et al., 2015, 2014). Nombre de ces études 
ont utilisé Escherichia coli comme microorganisme modèle, bactérie très largement 
caractérisée en condition de traitement en eau douce. De fait, notre souhait de travailler avec 
le pathogène bactérien Vibrio harveyi a nécessité une caractérisation préalable de la souche 
utilisée. En particulier, une étape importante d’étude de son comportement / interaction avec 
les différents compartiments (croissance en milieu riche et pauvre, sensibilité au rayonnement 
UV, interaction avec le catalyseur…) a été nécessaire. 
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 La seconde partie de notre travail constitue le cœur de ce chapitre puisque l’objectif 
était d’établir les capacités d’inactivation sous conditions d’irradiation solaire de la souche de 
Vibrio harveyi via la photocatalyse. Pour ce faire,  nous avons étudié deux étapes clefs : i) la 
prédiction des taux d’abattement journaliers par photocatalyse , et ii) la gestion du procédé 
de photocatalyse pour tenir compte des caractéristiques variables de la ressource solaire et 
notamment la prise en compte de l’intermittence de la ressource au cours de la journée avec 
les passages nuageux et les variations saisonnières. Pour ce faire, une loi cinétique 
représentative de l’inactivation de la bactérie cible a été identifiée sous conditions 
d’irradiations contrôlées en réacteur fermé (batch). Par la suite, la simulation sous différentes 
conditions d’irradiation représentatives de la ressource solaire sur différents sites aquacoles 
français nous a permis de prédire l’inactivation journalière de bactéries en fonction de la 
période de l’année et de la localisation de l’installation aquacole. Enfin, la modulation du débit 
d’alimentation du réacteur en continu a été proposée comme méthode pour pallier la 
fluctuation de la ressource solaire et garantir ainsi une qualité de l’eau suffisante pour des 
applications aquacoles A partir de l’emplacement désiré de l’installation et de la modulation 
de débit en fonction de la période de l’année, le dimensionnement des installations a donc pu 
être réalisé. L’ensemble du travail qui a été mené pour la simulation et la prédiction de 
l’inactivation bactérienne par photocatalyse hétérogène en eau de mer est présenté dans 
l’article 3 intitulé “Trials and in silico simulations to predict daily photo-oxidative capacity 
under solar conditions: A case study on the inactivation of oyster pathogenic bacteria, Vibrio 
harveyi ”. 

Pour finir, la dernière partie de ce travail a visé à identifier les contraintes liées à 
l’utilisation d’eau de mer pour la photocatalyse et plus particulièrement l’effet sur le 
catalyseur lors d’exposition prolongée en réacteur continu.  

 
II. Étude préliminaire : inactivation par photocatalyse et caractérisation de la 

souche de Vibrio harveyi utilisée  
A. Caractérisation de la souche de Vibrio harveyi 

Protocole 
La bactérie utilisée pour étudier l’inactivation par photocatalyse hétérogène est un 

pathogène d’huître fréquemment détecté lors d’épisodes de mortalités, Vibrio (Go et al., 
2017; King et al., 2019b; Oyanedel et al., 2023; Saulnier et al., 2010; Wang et al., 2021). La 
souche sélectionnée ici a été isolée lors d’un épisode de mortalité d’huîtres survenu sur l’étang 
de Thau en 2015. Cette souche a ensuite été modifiée avec le plasmide pFD086 (GFP, TrimR) 
(Oyanedel et al., 2023). Il s’agit d’un plasmide permettant d’exprimer la Green Fluorescent 
Protein (GFP) et contenant le gène de résistance à la triméthoprime. Cela permet de maintenir 
le plasmide chez les bactéries cultivées et également de bénéficier d’un crible de sélection 
dans le cadre d’une approche cultivable. Vibrio harveyi a été cultivé en milieu Zobell liquide 
contenant 10 µg.mL-1 de triméthoprime à +20°C. Une préculture de la souche a été réalisée à 
partir d’une colonie isolée sur boite de Marine Agar + triméthoprime puis régénérée au bout 
de 24 h avec du milieu Zobell + triméthoprime (2 mL de préculture dans qsp 100 mL). Après 
24 h d’incubation / croissance à +20°C, la phase stationnaire ayant été atteinte, la culture a 
été utilisée pour les expériences de photocatalyse. L’étude de la cinétique de croissance de la 
souche nous a permis d’établir une corrélation Densité Optique (DO) à 600 nm - UFC (Unités 
formant des colonies). La concentration bactérienne de la culture a donc pu être vérifiée par 
une simple mesure de la densité optique. 
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 Le dénombrement des bactéries vivantes a été réalisé sur milieu Marine Agar (milieu 
Marine Broth avec 15 g.L-1 d’agar) supplémenté avec 10 µg.mL-1 de triméthoprime. Toutes les 
mesures de dénombrement bactérien ont été réalisées en triplicats à partir du dépôt d’une 
goutte de 10 µL d’une gamme de dilution décimale dans de l’eau de Lewis (Figure 10) suivant 
un protocole adapté de la thèse de Cibrario (2019) (Cibrario, 2019). Les boîtes ont ensuite été 
incubées 24 h à +20°C avant dénombrement des colonies. Lors du dénombrement, la 
fluorescence des colonies a été vérifiée à 395 nm, longueur d’onde d’émission de la GFP, afin 
de dénombrer spécifiquement la souche de Vibrio harveyi et de s’affranchir de toute 
contamination microbienne toujours possible au moment des prélèvements.  
 

  

Figure 10: protocole de dépôt pour le dénombrement des Vibrio harveyi vivants.  

Résultats 
La croissance bactérienne se décompose en plusieurs phases durant lesquelles les 

mécanismes cellulaires en jeu peuvent influencer la sensibilité des bactéries aux attaques des 
radicaux libres (ROS). En effet, lors de la phase exponentielle des bactéries, celles-ci utilisent 
une grande partie de leur ressource énergétique pour leur croissance, ce qui les rend plus 
sensibles aux différents stress. Une fois la phase stationnaire atteinte, la croissance 
bactérienne ralentie et les bactéries utilisent une plus grande partie de leur ressource 
énergétique pour la maintenance cellulaire, ce qui les rend plus résistantes aux stress (De 
Pasquale et al., 2020; Rincón and Pulgarin, 2004). 

Pour garantir l’état physiologique des bactéries, il est important de connaître la 
cinétique de croissance de la souche utilisée. La figure 11a présente la cinétique de croissance 
en milieu riche (milieu Zobell) de la souche de Vibrio harveyi modifiée avec le plasmide pFD086 
(GFP, TrimR) (Th15_O_G11 GFP) versus celui de la souche sauvage non modifiée 
(Th15_O_G11, appelée WT, accesion number : ERS9919775) (Oyanedel et al., 2023). Dans la 
suite de manuscrit, lorsque la souche sauvage est utilisée cela sera précisée, si aucune 
précision n'est donnée cela signifie que la souche exprimant la GFP est utilisée. La souche GFP 
a une croissance plus rapide que la souche WT avec un taux de croissance µmax de 0.73 h-1 
contre 0.47 h-1 (figure 11a). En revanche, pour les deux souches, la phase stationnaire est 
atteinte entre 13 et 24 h avec une concentration en Vibrio de l’ordre de    
5x109 - 1x1010 UFC.mL-1. La corrélation DO600nm / UFC présentée en figure 11b permet de 
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déterminer le volume de culture nécessaire pour inoculer le réacteur à la concentration 
voulue lors des expériences d’inactivation présentées par la suite.  

 
a.  b.  

Figure 11 : caractérisation de la souche de Vibrio harveyi exprimant le plasmide pFD086 (GFP, TrimR) : (a) 
cinétique de croissance en milieu Zobell/triméthoprime pour la souche modifiée avec le plasmide (x) ou en 
milieu Zobell pour la souche sauvage (x), et (b) corrélation DO / UFC pour la souche modifiée avec le plasmide. 
Chaque point expérimental représente la valeur moyenne de 3 expérimentations indépendantes avec un 
coefficient de variation inférieur à 35%. 

Un typage biochimique a également été réalisé à l’aide de galerie API 20E (Biomérieux). 
Ces résultats sont détaillés en annexe 5. Pour étudier au mieux l’inactivation par 
photocatalyse, il est important que les bactéries soient dans leur état le plus résistant, c’est 
pourquoi, pour la suite des expériences, l’inoculation des réacteurs a été réalisée à partir du 
volume adéquat d’une culture en début de phase stationnaire (culture âgée de 24h) (De 
Pasquale et al., 2020; Rincón and Pulgarin, 2004).  

 
Les expériences de photocatalyse ont été réalisées en eau de mer naturelle (provenant 

de la réserve de Banyuls, pH 8 avec une salinité de 35 PSU), matrice dans laquelle se développe 
Vibrio harveyi. La croissance en eau de mer de la souche exprimant la GFP (Th15_O_G11 GFP) 
a également été vérifiée par dénombrement sur milieu gélosé (Marine Agar supplémenté en 
trimethoprime) et mesure de la DO600nm (figure 12). Sur les deux premières heures suivant 
l’inoculation de l’eau de mer avec une concentration de 105 UFC.mL-1, une diminution de la 
concentration bactérienne allant jusqu’à 50% a été observé. Dans un milieu riche, une phase 
de latence est généralement observée en début de culture, comme le montre par exemple la 
cinétique de croissance de notre souche en milieu Zobell/triméthoprime (Figure 11a), où une 
phase de latence de 1 heure a été identifiée. La diminution de la concentration observée lors 
des premières heures suivant le passage en eau de mer est probablement causée par le stress 
occasionné par le changement de milieu, l’eau de mer ayant une composition en nutriments 
beaucoup plus limitée que le milieu Zobell. Deux heures après le passage en eau de mer, nous 
observons un changement accompagné par une vitesse de croissance µ de 0.2 h-1, associé à 
un temps de génération de 3.5 h. Afin de déterminer l’importance de la croissance 
bactérienne au cours de la réaction d’inactivation, la vitesse de croissance a été comparée à 
la vitesse d’inactivation. Dans le chapitre 2 de notre manuscrit, après 2 h de traitement 
l’inactivation de 1.6 log de Vibrio harveyi a été observée soit une inactivation de 80% des 
bactéries initialement présentes. La vitesse d’inactivation des Vibrio par photocatalyse est 
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donc presque 2 fois supérieure au temps de génération de la souche en eau de mer. Pour 
déterminer s’il est nécessaire de prendre en compte la croissance bactérienne dans l’écriture 
des bilans de matière pour la modélisation de l’inactivation par photocatalyse, il faudra 
néanmoins également comparer la vitesse de croissance bactérienne aux vitesses 
d’inactivation pour les différentes conditions d’irradiation. 

 
 

Figure 12 : cinétique de croissance en eau de mer naturelle pour la souche de Vibrio harveyi avec le plasmide 
pFD086 (GFP, TrimR). Chaque point expérimental représente la valeur moyenne de 3 expérimentations 
indépendantes avec un coefficient de variation inférieur à 35%. 

 
B. Inactivation de la souche de Vibrio harveyi par photocatalyse 

Afin de comprendre et d’étudier la réaction de photocatalyse pour l’inactivation de 
Vibrio harveyi en eau de mer, trois phénomènes ont été préalablement étudiés afin 
d’identifier les processus mis en jeu lors de la photo-oxydation : (i) l’adhérence des bactéries 
à la surface du catalyseur, (ii) l’inactivation des bactéries par irradiation UV via le phénomène 
de photolyse, et (iii) l’inactivation des bactéries par photocatalyse. 

1. Adhérence au dioxyde de titane 
Le catalyseur 
 Les expérimentations d’inactivation bactérienne par photocatalyse hétérogène ont été 
conduites en utilisant du dioxyde de titane (TiO2) micrométrique commercial appelé aeroperl 
P20-25 (Evonik Induistries). Afin de faciliter la séparation de l’aeroperl, un protocole 
d’élimination des particules de petite taille a été appliqué (figure 13a) (Dezani, 2021). Pour 
cela, 20 g d’aeroperl ont été soumis à dix décantations successives réalisées dans 2 L d’eau. 
Entre chaque décantation de 5 min, le surnageant a été retiré de manière à enlever les plus 
petites particules de catalyseur. L’aeroperl restant a été remis en suspension. Après cette 
opération, la suspension a été séchée 24 h à +100°C pour récupérer le catalyseur sous forme 
de poudre. Des études préalables ont montré une diminution notable de la quantité de 
particules fines (taille inférieure à 10 µm) tout en conservant une taille de particules centrée 
sur 20 µm (figure 13b) (Dezani, 2021). Dans la suite de cette thèse, le catalyseur appelé 
aeroperl se réfère au dioxyde de titane ainsi préparé. 
 



Chapitre 3 
 

 94 

 a.  b.  

Figure 13 : (a) protocole de préparation de l’aeroperl utilisé pour les expériences de photocatalyse, et (b) 
distribution de taille en% volumique d’aeroperl (o) avant et (·) après le protocole de préparation (Dezani, 2021).  

 
Conditions expérimentales 

L’inactivation bactérienne par photocatalyse repose sur la 
destruction / endommagement de la membrane des bactéries par les radicaux libres générés 
à la surface du catalyseur aussi appelés ROS. Compte tenu de la faible durée de vie des ROS, 
l’inactivation a lieu à la surface du catalyseur ou dans son environnement proche. 
L’inactivation est dépendante de l’interaction bactéries / particules de catalyseur ou 
adhérence. Le transfert des bactéries vers la surface du catalyseur joue donc un rôle majeur 
dans le processus d’inactivation. L’objectif de cette partie est de vérifier l’affinité de la bactérie 
Vibrio harveyi vis-à-vis du dioxyde de titane (TiO2) pour quantifier le phénomène d’adhérence. 
Pour cela, un protocole a été mis en place dans le but d’évaluer la quantité de bactéries étant 
transférées de la phase liquide vers la surface du catalyseur ou dans son environnement 
proche. Ce protocole permet notamment de contrôler l’impact de paramètres tels que le pH 
(European Environmental Agency, n.d.; Hájek et al., 2021; The European Space Agency, 2010) 
ou la salinité (National Oceanic and Atmospheric Administration, n.d.; Voutchkov, 2010) sur 
les phénomènes d’adhérence dans une gamme de variation environnementale. 
Protocole 

Afin de limiter la croissance bactérienne, l’adhérence a été étudiée en eau de mer 
artificielle (eau de Lewis) pour différentes conditions de pH (6, 7 et 8) et salinité (20, 30 et 40 
PSU) avec une concentration bactérienne de 103 UFC.mL-1. Pour cela, des béchers 
(préalablement stérilisés) avec 350 mL d’eau de Lewis contentant les Vibrio ainsi que 4 g.L-1 
de TiO2 sous forme d’aeroperl ont été placés à l’obscurité et maintenus fermés pour éviter 
toute contamination microbienne. L’homogénéisation du catalyseur et des bactéries lors des 
5 h d’expérience est garantie par une agitation constante. Pour différents temps de mise en 
contact, 2 mL ont été prélevés et les bactéries restantes en phase liquide ont été dénombrées. 
Brièvement, la phase solide correspondant au catalyseur a été éliminée par décantation 5 min 
à l’obscurité puis les bactéries présentes dans le surnageant ont été dénombrées sur milieu 
Marine agar (Figure 10). Le nombre de Vibrio ayant adhéré au catalyseur a été déterminé par 
comparaison entre la concentration dans le surnageant à l’instant t et à l’instant initial, avant 
la mise en contact avec le catalyseur. 

 Chacune des expériences a été réalisée en duplicats, et tous les dénombrements de 
bactéries ont été réalisés en triplicats. Pour chaque expérience, la concentration bactérienne 
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dans l’eau de mer a été vérifiée avant enrichissement en Vibrio par étalement de 200 µL d’eau 
sur boîte Marine agar. 
 
Résultats 

Les figures 14a et b représentent la variation de la concentration bactérienne dans la 
phase liquide en fonction du temps. Cela correspond aux bactéries n’ayant pas adhéré au 
catalyseur. Lorsque les bactéries interagissent avec le catalyseur via le phénomène 
d’adhérence, elles vont décanter en même temps que ce dernier ce qui se traduira par une 
diminution de la concentration bactérienne dans la phase liquide. Les expériences de 
photocatalyse présentées brièvement dans le chapitre précédent ont mis en évidence une 
inactivation de 80% des bactéries présentes, corroborant de fait l’hypothèse d’un transfert de 
matière satisfaisant. En effet, la réaction de photocatalyse n’ayant lieu qu’à la surface du 
catalyseur ou dans son environnement proche, même si aucune modification de la 
concentration bactérienne n’est observée avec une concentration initiale de 103 UFC.mL-1, le 
transfert des bactéries vers le catalyseur à bien lieu. 

Le pH joue un rôle clef dans l’adhérence bactérienne comme le montre la figure 14b. 
Plus le pH est basique (pH 8), plus l’adhérence est faible, ce qui se traduit par une diminution 
moins importante de la concentration dans la phase liquide. À l’inverse, plus le pH est acide 
(pH 6), plus l’adhérence est importante, avec une augmentation des bactéries adhérées de 
10% comparé au pH basique. Même pour de faible variation de pH et en restant dans une 
gamme environnementalement réaliste, les changements du pH influencent l’adhérence 
Vibrio / TiO2. Il est établi dans la littérature que la charge de surface du dioxyde de titane varie 
en fonction du pH donnant lieu à une charge de surface positive à pH acide, négative à pH 
basique, ou neutre à un pH égale au Point Zéro Charge PZC (pH~7 pour le TiO2) (Schwegmann 
et al., 2013). Vibrio harveyi étant une bactérie Gram négative avec une charge de surface 
globalement négative (Pajerski et al., 2019; Wilson et al., 2001), les changements de la charge 
de surface du catalyseur vont modifier l’affinité des bactéries pour celui-ci et donc limiter le 
transfert de matière. Lorsque le pH est inférieur au PZC, la charge de surface du dioxyde de 
titane est positive, ce qui pourrait donc favoriser l’adhérence des Vibrio sur la surface des 
particules de catalyseurs. 

De même, la présence de sels semble aussi limiter l’adhérence des bactéries (Figure 
14a). Même si la totalité de nos expérimentations ont été réalisées à un pH voisin de 8, pH 
donnant lieu aux plus faibles adhérences, l’effet de la salinité sur l'adhérence reste marqué. 
L’augmentation de la salinité du milieu semblerait impacter négativement l’adhérence 
bactérienne, ce qui se traduit par une diminution de la concentration bactérienne dans la 
phase liquide moins importante : 10% pour la salinité testée la plus importante (40 PSU). Ce 
phénomène pourrait être lié un recouvrement des sites du catalyseur par les sels dissous dans 
la matrice eau de mer. Il a en effet, déjà été montré que la présence de sels dissous pouvait 
notamment recouvrir des films de dioxyde de titane après plusieurs jours titane (García-Garay 
et al., 2020; Levchuk et al., 2019; Rubio et al., 2013a, 2013b). 

En conclusion, même si l’impact de la salinité et du pH pourrait limiter l'adhérence des 
Vibrio dans les conditions de l’eau de mer naturelle utilisée, le transfert de matière reste 
néanmoins non limitant. Cela sous-entend donc que la quantité de Vibrio ayant adhéré à la 
surface du catalyseur ou dans son environnement proche, atteint rapidement un équilibre et 
que par conséquent, la variation de la concentration dans la phase liquide devient négligeable. 
Dans la suite des travaux présentés, l’inactivation a été étudiée en eau de mer naturelle (pH 
8, salinité voisine de 35 PSU). Ces conditions permettent donc de considérer le terme de 
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transfert de matière comme non limitant dans l’écriture du bilan de matière, et de fait, de ne 
pas prendre en compte le phénomène d’adhérence dans le formalisme mathématique 
proposé.  

a.  b.  

Figure 14  : adhérence de Vibrio harveyi (a) à différentes salinités (pour un pH de 8), et (b) à différents pH (pour 
une salinité de 35 PSU). Les expérimentations d’adhérence ont duré 5 h et ont été réalisées en eau de Lewis 
agitée et placée à l’abri de toutes sources d’UV. Chaque point expérimental représente la valeur moyenne de 
3 expérimentations indépendantes avec un coefficient de variation inférieur à 35%. 

2. Sensibilité de la souche aux UV : photolyse 
Dans le but d’utiliser la souche de Vibrio exprimant la GFP (Th15_O_G11 GFP) comme 

bactérie modèle pour la caractérisation de la photocatalyse en eau de mer, il est indispensable 
de connaître et quantifier sa sensibilité aux UV. En effet, pour décrire correctement 
l’inactivation, il faut être capable de distinguer la part de l’inactivation des bactéries 
provoquée par l’irradiation UV de celle provoquée par la photocatalyse à proprement parler. 
Pour y parvenir, l’inactivation bactérienne par photolyse (irradiation UVA) a été étudiée dans 
le but de quantifier son impact sur l’inactivation de Vibrio lors des expériences de 
photocatalyse. 
Présentation du pilote utilisé 
 Le pilote 
 Le réacteur est composé de deux parties. Le photo-réacteur d’un volume de 300 mL 
correspondant à la zone irradiée par le panneau de LED, et une boucle de recirculation de 
50 mL permettant de mélanger la suspension afin de garantir le fonctionnement dit 
parfaitement agité du réacteur (Dezani, 2021; Kacem, 2015). Le photo-réacteur, siège de la 
réaction de photocatalyse, est constitué d’un réacteur plan agité et positionné dans une 
enceinte opaque à la verticale, faisant face au panneau de LED. Seule la face irradiée est en 
PMMA (poly-méthacrylate de méthyle, d’une épaisseur de 7 mm) permettant de passage de 
la lumière, le reste du photo-réacteur est constitué d’inox. La face irradiée mesure 15 cm de 
hauteur sur 10 cm de large, soit une surface irradiée de 0.015 m2 (figure 15c.). Avant toute 
utilisation, le réacteur est stérilisé à la soude (1 M pendant 1 h). Ce nettoyage s’accompagne 
de 3 rinçages successifs de 15-20 min à l’eau milliQ. Le pilote utilisé permet un 
fonctionnement en mode batch ou continu (Figure 15a et b). La prise d’échantillon est réalisée 
au niveau de la boucle de recirculation pour un fonctionnement batch ou au niveau du 
soutirage pour un fonctionnement continu. Le dioxyde de titane est éliminé par décantation 
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à l’obscurité après la prise d’essai. Les volumes prélevés étant de l’ordre de 3 mL, la variation 
de volume entre le début et la fin de l’expérience reste inférieure à 15%, ce qui reste tout à 
fait acceptable pour un tel système. 

 a.  

b.  

c.  

Figure 15: présentation du réacteur utilisé (a) photo du montage expérimental, (b) schéma du réacteur, le 
circuit en orange correspond à un fonctionnement continu du réacteur, et (c) photo de la face avant du photo-
réacteur 
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La source de lumière 
 La source d’irradiation est constituée d’un panneau de 280 diodes 
électroluminescentes (LED) réparties en 10 rangées. Ce panneau émet des UVA avec une 
longueur d’onde centrée sur 375 nm (figure 16a) Le spectre d’émission a été défini dans de 
précédents travaux (Dezani, 2021). La densité de flux émise par le panneau de LED est pilotée 
via une interface PC (logiciel easy stand alone) et peut être modulée sur une plage de 0 à 
110 W.m-2. La courbe d’étalonnage présentée en figure 16b permet de déterminer les 
paramètres à entrer sur le logiciel de contrôle afin d’appliquer la densité de flux voulu à la 
surface du photo-réacteur (Dezani, 2021).  
 

 a.  b.  

Figure 16 : caractéristiques du panneau de LED utilisé (Dezani, 2021), (a) spectre d’émission normalisé par 
rapport à la densité de flux incidente, et (b) courbe d’étalonnage obtenue pour une mesure effectuée avec un 
capteur UV situé au centre de la face incidente du photo-réacteur situé à 14 cm du panneau de LED 

 
Conditions expérimentales 

Afin de vérifier la sensibilité de la bactérie Vibrio harveyi aux UVA, des expériences de 
photolyse ont été réalisées. Elles ont été réalisées dans de l’eau de mer naturelle provenant 
de l'observatoire océanologique de Banyuls-sur-Mer et présentant une salinité ajustée à 35 
PSU et un pH de 8. La composition analytique de l’eau de la baie de Banyuls est suivie par la 
station de l’observatoire SOLA (NW Mediterranean Sea, France) dans le cadre du programme 
Service d’Observation en Milieu Littoral (SOLMIT) (OASU, 2018). L’eau a été stérilisée par 
autoclavage après une filtration préalable à 1 µm avant d’être enrichie en Vibrio harveyi en 
phase stationnaire afin d’atteindre une concentration voisine de 105 UFC.mL-1. L’eau a ensuite 
été exposée à une irradiation UV constante de 45 W.m-2. Durant toute l’exposition, l’eau a été 
constamment agitée à l’aide d’un barreau aimanté pour garantir une homogénéité continue 
du réacteur. L’évolution de la concentration bactérienne a été suivie périodiquement via un 
dénombrement des bactéries cultivables. L’expression de la GFP par la souche de Vibrio 
harveyi modifiée peut affecter la sensibilité de la bactérie au rayonnement UV, c’est pourquoi 
l’inactivation par photolyse de la souche de Vibrio harveyi exprimant la GFP a été comparée à 
celle de la souche sauvage (appelé Wild type, WT). 

 Chacune des expérimentations a été réalisée en duplicats, puis, tous les 
dénombrements de bactéries ont été réalisés en triplicats. Pour chaque expérience, la 
concentration bactérienne dans l’eau de mer a été vérifiée avant enrichissement en Vibrio par 
étalement de 200 µL d’eau sur milieu Marine agar. 
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Résultats 
 La figure 17 montre une cinétique d’inactivation photolytique inhabituelle. En effet, 

la remontée observée de concentration bactérienne entre 30 min et 1h30 d’exposition aux 
UV n’était pas attendue. La diminution importante dans les premières 30 min d’exposition 
pourrait s'expliquer par une perte de cultivabilité d'une partie de la population en réponse au 
stress. En effet, le même phénomène a été observé lors de l’étude de la cinétique de 
croissance en eau de mer (Figure 12) avec une diminution de la concentration bactérienne 
durant les premières heures après l’inoculation de l’eau de mer. La méthode de suivi utilisée 
pour dénombrer les bactéries (culture sur milieu gélosé) ne permet de détecter que les 
bactéries cultivables. En réponse aux stress comme par exemple le passage d’un milieu riche 
en nutriment vers un milieu pauvre en nutriments, nous faisons l’hypothèse que l’exposition 
aux UV pourrait induire une perte de cultivabilité sur les premières heures. Une partie des 
bactéries seraient donc dans un état viable non cultivable et pourraient par la suite, retrouver 
leur faculté à croître sur milieux gélosés.  Pour vérifier cette hypothèse, il faudrait refaire les 
expériences de photolyse en initiant l’irradiation seulement plusieurs heures après 
l’inoculation de l’eau de mer. Dans ces conditions opératoires, si la phase de 
décroissance/reprise de croissance observée sur la première partie de la courbe disparaît, cela 
pourrait très certainement signifier qu’il y a bien un phénomène d’acclimatation des 
microorganismes au cours du traitement. Cette cinétique n’étant pas caractéristique et 
représentative de ce qui est classiquement observé pour des bactéries, nous avons fait le choix 
de ne considérer que la deuxième partie de la courbe comme correspondant à la cinétique 
d’inactivation par photolyse (de 1h30 à 2h20). 

Au cours de la dernière heure de traitement, la concentration en Vibrio harveyi ne varie 
pas pour la souche exprimant la GFP pour atteindre une inactivation de 10% des bactéries à la 
fin de l’expérience. En revanche, la photolyse est particulièrement efficace pour la souche 
sauvage avec une inactivation de 40% des bactéries en seulement 1h à la fin de l’expérience. 
Ces observations sont en accord avec l’acquisition d’une meilleure résistance aux UV de la 
souche lors de la modification avec le plasmide et l’expression de la GFP. 

Même s’il s’avère compliqué de comparer les cinétiques d’inactivation entre 
différentes études, car les conditions opératoires peuvent varier selon les études (sources 
d’UV, géométrie du réacteur, souche bactérienne différentes…), d’autres auteurs s’attardent 
malgré tout sur l’inactivation par photolyse de divers isolats de Vibrios sous UVA (Levchuk et 
al., 2019). Dans cette étude, l’irradiation pendant 90 min à 48 W.m-2 correspondant à une dose 
d’UV de 25 920 mJ.cm-2 d’un réacteur tubulaire de 100 mL permet d’inactiver environ 30% des 
Vibrio spp. présents (Vibrio owensii, Vibrio alfacsensis et Vibrio harveyi). Les résultats que nous 
avons obtenus avec la souche sauvage de Vibrio harveyi semblent donc cohérents avec ceux 
obtenus par Levchuk et al. (2019). 

La comparaison de la cinétique d’inactivation par les UVA pour la souche exprimant le 
GFP peut être comparée avec celle obtenue dans le chapitre précédent avec une source UV 
légèrement différente mais des doses d’UV sensiblement identiques. En effet, dans ce 
chapitre, les UV sont générés grâce à des LEDs dont la gamme spectrale d’émission est plus 
faible que pour la lampe UV utilisé dans le chapitre 2, avec un spectre d’émission allant de 350 
à 400 nm (figure 16a) versus de 300 nm à 400 nm. La gamme d’UV reçu par les bactéries étant 
plus importante dans le chapitre 2, l’inactivation est 10% meilleure mais reste également 
faible. L’ordre de grandeur est identique pour les différentes expériences de photolyse de la 
souche exprimant la GFP avec une inactivation de l’ordre de 10 à 20% après quelques heures 
d’irradiation aux UVA. 
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En conclusion, l’acquisition du plasmide permettant l’expression de la GFP chez la 

souche de Vibrio harveyi confère également une meilleure résistance aux UVA. L’expression 
de la GFP semblerait donc favoriser mécanismes de détoxification des ROS, rendant 
l’inactivation par photolyse moins efficace.  
 

 

Figure 17 : cinétique d’inactivation par photolyse (irradiation UVA à 45 W.m-2) en eau de mer naturelle 
pour la souche de Vibrio harveyi avec le plasmide pFD086 (GFP, TrimR) (x), ou sauvage (x). Chaque point 
expérimental représente la valeur moyenne de 3 expérimentations indépendantes avec un coefficient de 
variation inférieur à 35%. 

 
3. Inactivation par photocatalyse hétérogène, résultats préliminaires en système fermé 

Afin de tenter de comprendre les mécanismes de l’inactivation par photocatalyse, 
l’influence de la densité de flux appliqué ainsi que de la concentration en Vibrio harveyi 
(souche exprime la GFP, Th15_O_G11 GFP) a été étudiée en réacteur fermé. La comparaison 
des cinétiques d’inactivation par photocatalyse aux différentes densités de flux a pour but de 
mettre en évidence l’importance de ce paramètre dans le processus global de photocatalyse. 
Les expériences ont été réalisées avec des irradiations constantes comprises entre 10 et 
45 W.m-2 pour des concentrations bactériennes entre 104 et 105 UFC.mL-1 (tableau 3). Chacune 
des expériences a été réalisée en triplicats à l’aide du pilote déjà utilisé dans le cadre de l’étude 
de la photolyse avec 4 g.L-1 de TiO2 aeroperl dans de l’eau de mer naturelle,  préalablement 
stérilisée puis enrichie en Vibrio. Tous les dénombrements de bactéries ont également été 
réalisés en triplicat (dépôt et comptage en triplicat pour chaque expérience). Pour chaque 
expérience, la concentration bactérienne dans l’eau de mer a été vérifiée avant 
enrichissement en Vibrio par étalement de 200 µL d’eau sur boîte de Marine agar. 
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Tableau 3 : conditions expérimentales de photocatalyse en réacteur fermé 

 Concentration en Vibrio 
harveyi (UFC.mL-1) 

Concentration en TiO2 
aeroperl (g.L-1) 

Densité de flux appliquée 
(W.m-2) 

Condition N°1 104 

4 

10 
Condition N°2 104 20 
Condition N°3 104 

35 Condition N°4 105 
Condition N°5 104 45 

 
Comme présenté dans la figure 18a, la variation de la concentration présente un profil 

en deux étapes. Un plateau caractéristique suivi par une phase de décroissance. La densité de 
flux appliquée influence aussi bien la longueur du plateau initial que la vitesse d’inactivation.  

La longueur du plateau diminue lorsque la densité de flux augmente. Ce plateau initial 
est caractéristique des bactéries qui ont été altérées mais pas inactivées. En effet, il faut 
plusieurs attaques successives de ROS pour rendre une bactérie non cultivable et donc non 
détectable lors des dénombrements sur boites. Plus la densité de flux est importante, plus la 
quantité de ROS générés par le catalyseur est importante. Par conséquent, la perméabilisation 
des membranes bactériennes est d’autant plus rapide que la densité de flux est forte, ce qui 
se traduit par un temps de plateau plus court (Benabbou et al., 2007; Marugán et al., 2008). 

 La vitesse d’inactivation est également fortement dépendante de la quantité de 
photons reçus. Une densité de flux plus forte se traduit par une augmentation de la pente sur 
la cinétique d’inactivation (figure 18a). En effet, une quantité de plus de photons est reçue par 
le catalyseur ce qui augmente la quantité de ROS générés et donc accélère l’inactivation des 
bactéries.  

 Comme énoncé précédemment, la quantité de bactéries présentes peut également 
avoir des effets sur la cinétique d’inactivation. La figure 18b, qui présente les cinétiques 
d’inactivation pour deux concentrations bactériennes, met en évidence un changement de la 
vitesse d’inactivation une fois le plateau initial dépassé. En effet, la quantité de bactéries 
présentes n’influence pas la durée du plateau initial (figure 18b) mais joue en revanche sur le 
transfert de matière et donc sur la vitesse d’inactivation (Kacem et al., 2015). 

 
En conclusion, ces premiers essais ont permis de souligner l’importance de la densité 

de flux reçu par le système dans le phénomène d’inactivation chez les Vibrio. En outre, nos 
résultats montrent également l’impact de la concentration initiale en bactérie sur 
l'inactivation microbienne et notamment au travers du transfert de matière. 
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a.  b.  

Figure 18 : photocatlyse de Vibrio harveyi (a) à différentes densités de flux (10 W.m-2 (x), 20 W.m-2 (x), 35 W.m-

2 (x), et 45 W.m-2 (x)), et (b) différente concentration bactérienne (à 35 W.m-2). Les expériences de 
photocatalyse ont été réalisées en eau de mer naturelle (pH 8 et salinité de 35 PSU) avec une concentration de 
4 g.L-1 de dioxyde de titane aeroperl. Chaque point expérimental représente la valeur moyenne de 3 
expérimentations indépendantes avec un coefficient de variation inférieur à 35%. 

 
III. Prédiction de l’efficacité du traitement photocatalytique pour l’aquaculture 

Comme cela a déjà été présenté en introduction de ce chapitre, nous avions pour 
objectif de décrire, modéliser puis simuler l’inactivation de pathogènes bactériens d’huîtres 
au sein d’une matrice eau de mer par photocatalyse hétérogène (UV/TiO2). La principale 
finalité de notre travail est de pouvoir prédire les capacités d’abattement du procédé de 
traitement pour des applications en installations aquacoles. Pour pouvoir appliquer un 
procédé de désinfection, celui-ci doit pouvoir garantir une concentration de pathogènes en 
entrée des bassins de culture (ou en sortie du traitement) suffisamment faible pour limiter le 
développement de mortalités dans les installations. Parmi les pathogènes d’huîtres, la 
bactérie Vibrio harveyi est ici utilisée pour l’étude du procédé de photocatalyse comme 
bactérie modèle. C’est un pathogène connu pour induire de fortes mortalités chez les huîtres 
juvéniles notamment lors de la septicémie induite dans le Pacific Oyster Mortality Syndrom 
(POMS) comme cela a été plus largement décrit dans les chapitres 1 et 2 du présent manuscrit 
(De Lorgeril et al., 2018; King et al., 2019b; Martenot, 2013; Oyanedel et al., 2023; Petton et 
al., 2021). Comme nous l’avons déjà souligné, dans le cadre des expériences de photocatalyse 
en système fermé, la vitesse d’inactivation bactérienne est dépendante de la quantité de 
photons reçus ainsi que de la quantité de bactéries présentes. Il est donc important d’établir 
des équations fiables et claires pour décrire et prédire la désinfection. De plus, la quantité de 
photons incidents est inhérente au lieu où le procédé souhaite être utilisé ainsi que de la 
période de l’année c’est pourquoi il est également intéressant d’analyser l’inactivation 
théorique en fonction de la localité et des conditions journalières variables selon les passages 
nuageux, la saisonnalité ainsi que la durée des journées. 

Cette étude cherche à prédire l’inactivation de Vibrio harveyi par photocatalyse en eau 
de mer pour simuler autant que possible, des conditions opératoires les plus proches de 
conditions environnementales au sein d’unités de productions aquacoles. Elle souligne 
également l’importance de la compréhension et la modulation des conditions opératoires au 
cours de la journée pour répondre aux contraintes de qualité de l’eau. Les phénomènes 
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d'adhérence, de photolyse et de croissance bactérienne étant faible au regard de la vitesse de 
désinfection par photocatalyse, nous assumons que le bilan matière sur le photo-réacteur 
peut se réduire à une loi cinétique simple ne faisant intervenir que la limitation par le transfert 
des bactéries et par la quantité de photons reçu.  

 
L’ensemble du travail réalisé est présenté dans l’article 3 : “Trials and in silico 

simulations to predict daily photo-oxidative capacity under solar conditions: A case study on 
the inactivation of oyster pathogenic bacteria, Vibrio harveyi ”. Cet article est une version 
finale pas encore soumise. L’ensemble des fichiers et du code Matlab utilize pour la prediction 
et les simulations est disponible en annexe 6. Le Spplementary material de cet article n’a pas 
été mis dans ce rapport de thèse puisqu’il s’agit de résultat exposé précédemment dans ce 
chapitre. 
 
Article 3 : “Trials and in silico simulations to predict daily photo-oxidative capacity under solar 
conditions: A case study on the inactivation of oyster pathogenic bacteria, Vibrio harveyi.” 
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IV. Résultats complémentaires : passage en réacteur continu et saturation du 
catalyseur 
A. Inactivation par photocatalyse hétérogène, passage à une alimentation 

continue du photo-réacteur 
La partie précédente a permis d’établir un modèle cinétique simple mais suffisamment 

robuste pour simuler l’inactivation bactérienne en eau de mer. La loi cinétique sélectionnée 
permet de prendre en compte les deux paramètres clefs de la photocatalyse : les limitations 
par le transfert de photons et par le transfert de matière. L’objectif est ici de vérifier que le 
modèle retenu pour des conditions de type batch et utilisé pour simuler une inactivation en 
continu, permet de prédire de façon satisfaisante l’inactivation bactérienne en régime 
continu.  

Pour cela, le pilote présenté en Figure 15 a été utilisé en ajoutant une boucle 
d’alimentation et de soutirage sur la boucle de recirculation. L’alimentation du réacteur se fait 
au niveau de la boucle de recirculation, en amont du photo-réacteur. Le soutirage est 
également réalisé au niveau de la boucle de recirculation directement en aval du photo-
réacteur. L’alimentation et le soutirage sont tous deux réalisés à l’aide d’une pompe 
péristaltique (Watson Marlow 205U) permettant d’appliquer un débit entre 0 et 9 mL.min-1. 
Les expériences d’inactivation en réacteur ouvert (système continu) ont été réalisées avec des 
irradiations constantes comprises entre 20 et 45 W.m-2 pour des concentrations bactériennes 
de la solution d’alimentation autour de 106 UFC.mL-1 et avec un débit d’alimentation constant 
compris entre 2.5 et 9 mL.min-1 (tableau 4). Chacune des expériences a été réalisée en 
triplicats de même que les dénombrements bactériens. Pour chaque expérience, la 
concentration bactérienne dans l’eau de mer a été vérifiée avant enrichissement en Vibrio par 
étalement de 200 µL d’eau sur boite de Marine agar. La concentration en bactéries dans la 
solution d’alimentation a également été mesurée tout au long de l’expérience et aucune 
croissance n’a été observée. 

Tableau 4: conditions expérimentales de photocatalyse en fonctionnement continu 

 Concentration en 
Vibrio harveyi dans la 
solution 
d’alimentation 
(UFC.mL-1) 

Débit 
d’alimentation 
et soutirage 
(mL.min-1) 

Concentration en 
TiO2 aeroperl (g.L-1) 

Densité de flux 
appliquée (W.m-2) 

Condition N°1 
106 
 

2.5 

4 
45 Condition N°2 5 

Condition N°3 9 
Condition N°4 5 20 

 
 Les moyennes des cinétiques d’inactivation des réplicats en continu sont présentées 
sur la figure 19. Les courbes simulées affichent un profil d’inactivation typique d’un 
fonctionnement en continu avec deux régimes de fonctionnement : le régime transitoire et le 
régime permanent. Lorsque le réacteur fonctionne en régime transitoire, l'équilibre entre 
l’apport en bactéries et l’inactivation bactérienne n’est pas encore atteint, c’est-à-dire que les 
bactéries contenues dans le photo-réacteur sont dégradées plus rapidement que l’apport de 
nouvelles bactéries n’a lieu. Une fois le temps de séjour dépassé, le régime permanent est 
atteint et la quantité de bactéries apportées par l’alimentation est égale à la quantité de 
bactéries inactivées par la photocatalyse dans le réacteur, il n’y a plus de variation de la 
concentration dans le réacteur et en sortie, on parle d’équilibre du réacteur. Ce profil 
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d’inactivation se retrouve bien sur les simulations et ce, quelles que soient les conditions 
étudiées, avec une valeur de la concentration bactérienne à l’équilibre étant directement 
corrélée avec le débit d’alimentation appliqué.  

La comparaison des cinétiques d’inactivation expérimentales et simulées (figure 19) 
montre des divergences significatives. En effet, la première partie de la cinétique, jusqu’à 
1h30, est bien représentée par les simulations. Cela correspond au fonctionnement en régime 
transitoire du réacteur ainsi qu’à une partie de régime permanent. Ce dernier est atteint entre 
30 et 45 minutes en fonction du débit d’alimentation appliqué. En revanche, après 1h30, un 
ralentissement de la vitesse d’inactivation a été observé expérimentalement. La concentration 
en sortie du réacteur remonte jusqu’à atteindre une concentration proche de l’alimentation 
(figure 19).  

Lors des expériences en continu, le photo-réacteur est alimenté avec une suspension 
bactérienne contenant déjà le dioxyde de titane, il est possible que celui-ci s’encrasse. Cet 
encrassement pourrait avoir plusieurs origines. Il peut s’agir d’une part d’une saturation du 
TiO2 par les bactéries et les débris cellulaires qui pourraient s’adhérer à la surface de celui-ci. 
D’autre part, un encrassement par les sels dissous pourrait également être la cause de la perte 
d’activité observée après 1h30 de photocatalyse. En effet, des phénomènes d’encrassement 
du catalyseur ont déjà été reportés dans la littérature (Rubio et al., 2013a). Ces deux 
hypothèses seront développées dans la suite du travail. 

  

Figure 19 : comparaison des résultats expérimentaux de photocatalyse en système continu avec les simulations 
pour l’inactivation d’une solution d’eau de mer contenant 104 UFC.mL-1 de Vibrio harveyi ainsi que 4 g.L-1 de 
dioxyde de titane aeroperl.  Chaque point expérimental représente la valeur moyenne de 3 expérimentations 
indépendantes avec un coefficient de variation inférieur à 35%. 

 
B. Saturation de la surface du dioxyde de titane par les bactéries et/ou débris 

cellulaires 
L’objectif étant de vérifier si le catalyseur reste opérationnel sur de longues périodes 

d’utilisation comme c’est le cas en régime continu, les observations des bactéries à la surface 
de ce dernier ont été réalisées au cours d’une cinétique d’inactivation bactérienne en régime 
continu (condition N°2 du tableau 2). Deux approches d’imagerie complémentaires ont été 
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utilisées pour visualiser, d’une part, les bactéries vivantes à la surface du catalyseur et d’autre 
part, les bactéries totales qu’elles soient vivantes ou mortes : (i) la microscopie à fluorescence 
permettant de visualiser les bactéries vivantes, et (ii) la microscopie électronique à balayage 
(MEB).  

La souche de Vibrio harveyi utilisée pour les expériences de traitement exprime la GFP, 
ce qui permet un suivi simple des bactéries vivantes. Les lames ont été obtenues en déposant 
une goutte d’échantillon (sans décantation préalable du catalyseur) avec une goutte de 
fixateur Dako Fluorescence Mounting Medium (Agilent, S3023) entre lame et lamelle. Les 
lames ont ensuite été stockées 72 h à +4°C avant lecture au microscope confocal inversé (LSM 
700 Zeiss, de la plateforme Bio-Environnement, Université Perpignan Via Domitia).  

Pour l’analyse par microscopie électronique à balayage, les échantillons ont été 
préparés à partir du protocole de Wang et al. (2021). Brièvement, les bactéries présentes en 
surface du dioxyde de titane contenu dans 1 mL d’échantillon ont été fixés au glutaraldéhyde 
2.5% pendant 2 h (glutaraldéhyde 2.5% dans du tampon phosphate (DPBS, pH 7,4) à 0.1 M 
dont l’osmolarité a été ajustée à 12 000 mOsm, osmolarité de l’eau de mer). Les bactéries 
présentes à la surface du dioxyde de titane ont ensuite été rincées 3 fois au tampon phosphate 
à 0.1 M avant d’être déshydratées à l’éthanol à partir de rinçages successifs dans de l’éthanol 
à 30, 50, 70, 90 puis 100%. Une fois la déshydratation effectuée, les échantillons ont été séchés 
au point critique puis métallisés sous flux de platine afin de ne pas avoir de charge en surface 
(métalliseur SAFEMATIC CCU-010). Enfin, les échantillons ont été analysés en microscopie 
électronique à balayage (JEOL, IT800 SHL LV). 
 

La présence de bactéries intègres et/ou dégradées à la surface du catalyseur a été 
analysée par MEB (figures 20a à e). Vibrio harveyi est une bactérie Gram négatif avec une 
forme de bacilles d’un diamètre de 0,5 à 1 µm et d’une longueur de 1,2 à 3,5 µm. Avant que 
l’opération de désinfection ne commence, le nombre de de Vibrio observés est limité (figure 
20a). Toutes les observations montrent des Vibrio avec des parois intègres. Une fois que le 
traitement a démarré, d’une part, le nombre de bactéries à la surface du catalyseur augmente 
mais, d’autre part, les bactéries observées présentent des parois altérées (figure 20c et d). 
L’altération de ces dernières est d’autant plus marquée que le temps de traitement est 
important.  

En complément de cette analyse, la présence de bactéries vivantes à la surface du 
catalyseur a été étudiée par microscopie à fluorescence. La souche de Vibrio harveyi utilisée 
pour l’étude de la photocatalyse est une souche exprimant la GFP. Les bactéries vivantes 
peuvent donc directement être observées par microscopie à fluorescence (figures 20f à j). Les 
bactéries apparaissent en vert et les particules de dioxyde de titane en blanc. Ces analyses 
confirment les résultats déjà obtenus par utilisation du MEB. La concentration de Vibrio à la 
surface du catalyseur augmente au cours du temps de photocatalyse. Pour des temps longs 
de traitement et en particulier 2h et 5h30 de photocatalyse (figures 20i et j), la concentration 
en Vibrio entre les particules de TiO2 augmente fortement. Ces résultats apparaissent 
cohérents avec les dénombrements réalisés sur milieu Marine Agar. Notons que la surface du 
catalyseur n’est pas saturée par Vibrio. Ils apparaissent à la surface en nombre limité et de 
manière dispersée.  

Si nous comparons les deux méthodologies, nous constatons que la quantité de 
bactéries à la surface du catalyseur détectée avec le MEB est nettement plus faible que celle 
détectée en fluorescence. Ce résultat semble en contradiction avec la théorie. La fluorescence 
de la GFP permet de détecter uniquement les bactéries vivantes et non les bactéries 
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dégradées là où le MEB permet de détecter à la fois les bactéries vivantes et mortes. Il est 
probable que la méthode appliquée pour la préparation des échantillons au MEB ne soit pas 
suffisamment adaptée à nos conditions opératoires et qu’il faudrait par conséquent, pratiquer 
un développement méthodologique plus abouti. La faible quantité de Vibrio visualisés en MEB 
pourrait provenir d’un décrochage d’une partie de ceux-ci lors des nombreuses étapes de 
lavages. En effet, les interactions entre les bactéries et le catalyseur sont des interactions 
faibles essentiellement dues aux interactions électrostatiques de type Van der Waals 
(Dalrymple and Goswami, 2011). 

En conclusion, le nombre de bactéries augmente à la surface du TiO2, au cours de 
l’opération de traitement, mais les microorganismes ne recouvrent in fine qu’une faible partie 
de sa surface. À l’aune de ces résultats, il est difficile de conclure sur l’origine de la perte 
d’activité photocatalytique et en particulier, le phénomène d’adhérence microbienne n’est 
pas en mesure d’expliquer à lui seul la perte d’activité photocatalytique observée au cours du 
temps.  
 

a. f. 

b. g. 

c. h. 
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d. i. 

e. j. 

Figure 20 : Observation des Vibrio harveyi à la surface du catalyseur au cours d’une cinétique d’inactivation 
par photocatalyse en réacteur continu.  (a) à (e) sont les images obtenues par microscopie électronique à 
balayage et (f) à (j) les images obtenues par microscopie inversé (grossissement x25 (oil)) avec la GFP des 
bactéries vivantes en vert, à l’instant initiale (a) et (f), après 20 min (b) et (g), après 40 min (c) et (h), après 2 h 
(d) et (i), et après 5h30 de photocatalyse (e) et (j). 

 
C. Recouvrement du dioxyde de titane par les sels 
Afin de vérifier si la perte d’activité du catalyseur est causée la présence de sels dans 

le milieu réactionnel ou par le fonctionnement du réacteur en continu,  trois expériences 
successives de 1 h en réacteur fermé ont été réalisées en conservant le même dioxyde de 
titane. En effet, avec une utilisation du réacteur en continu, la perte d’activité apparaît après 
1h30 de fonctionnement; cela s’avère être un fonctionnement plus long que pour les 
inactivations en batch. Pour cela, le dioxyde de titane a été récupéré par décantation à la fin 
de chaque expérience de photocatalyse puis réutilisé pour la suivante. Les conditions 
opératoires des différentes expériences de photocatalyse étaient les mêmes, à savoir, une 
concentration initiale en Vibrio harveyi de 3.4x104 ± 2.19x104 UFC.mL-1, une concentration en 
catalyseur de 4 g.L-1, une irradiation de 45 W.m-2 (condition N°5 du tableau 1). 

 
La figure 21 représente les cinétiques d’inactivation de Vibrio harveyi pour chacune 

des expériences de réutilisation du catalyseur. Pour l’expérience N°1, la cinétique est 
comparable à celle présentée précédemment (figure 18a) et atteint rapidement une 
inactivation de 99.99%, correspondant à la limite de détection de la méthode, soit une 
concentration inférieure à 102 UFC.mL-1. En revanche, nos résultats montrent qu’il n’y a 
aucune activité catalytique dès la deuxième utilisation du catalyseur (expériences N°2 et 3). 
La perte d’activité du catalyseur ne semble donc pas provenir du mode de fonctionnement 
batch ou continu du réacteur, mais bien d’un phénomène de colmatage du TiO2. En effet, si le 
mode de fonctionnement du réacteur avait induit la perte d’activité, les cinétiques 
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d’inactivations en réacteur fermé auraient été les mêmes pour les trois expériences. La perte 
d’activité observée ici corrobore donc les phénomènes de recouvrement déjà observés dans 
la littérature pour des catalyseurs supportés à base de TiO2 (Rubio et al., 2013a). En revanche, 
la perte d’activité observée ici apparaît nettement plus rapidement que celle observée par 
Rubio et al. (2013). Ceci pourrait provenir de la forme du catalyseur. En effet, l’utilisation d’un 
catalyseur sous forme de poudre micrométrique augmente la surface de contact comparé à 
un film. De la même manière que l’utilisation de poudre améliore l’homogénéisation et donc 
le transfert de matière des cibles vers le catalyseur (Kacem et al., 2014), cela améliore 
également le transfert des sels vers la surface du catalyseur, ce qui accélère le phénomène de 
recouvrement de ce dernier. 

En conclusion, la perte d’activité photocatalytique semblerait provenir de dépôt de sels 
à la surface du catalyseur mais des analyses supplémentaires s’avèrent nécessaires pour le 
confirmer.  

 

Figure 21 : comparaison des cinétiques d’inactivation de Vibrio harveyi en réacteur fermé avec réutilisation du 
catalyseur entre les expériences d’inactivation d’une solution d’eau de mer contenant 104 UFC.mL-1 de Vibrio 
harveyi ainsi que 4 g.L-1 de dioxyde de titane aeroperl pour une irradiation de 45 W.m-2.  (·) première, (·) 
deuxième, et (·) troisième utilisation du TiO2 

 
V. Conclusions et perspectives 

Le processus d’inactivation bactérienne par photocatalyse est complexe. Cette 
complexité est accentuée par l’utilisation d’eau de mer, certainement à cause des fortes 
concentrations en sels. Il pourrait néanmoins être envisagé d’entrecouper le cycle de 
photocatalyse avec des cycles de rinçage de catalyseur par exemple la nuit, lorsque la 
ressource solaire n’est pas disponible. Le développement et l’utilisation de catalyseurs de 
polarité différents pourrait également être envisagé (Levchuk et al., 2019). 

Dans ce chapitre, nous avons également vu que l’utilisation d’un modèle simple pour 
expliquer et simuler une inactivation en eau de mer était satisfaisant et efficace pour prévoir 
les expositions de courte durée. Néanmoins, des imprécisions persistent dans l’approche 
utilisée. En effet, la modélisation a été effectuée à partir de données en système fermé pour 
lesquelles il est simple et possible de représenter les différents phénomènes visibles au niveau 
des bactéries. En effet, l’inactivation bactérienne se décompose en plusieurs phases. Il faut 
plusieurs attaques de ROS pour que les cellules bactériennes perdent leur faculté à se 
développer et ne plus être considérées comme vivantes lors des suivis. Dans cette étude, et 
comme dans les études de la littérature, nous avons utilisé l’instruction conditionnelle pour 
représenter les différents phénomènes, à savoir le plateau initial puis l’inactivation suivant la 
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loi cinétique définie. Cette méthode est très performante pour représenter ce qui a lieu dans 
un système fermé, mais se révèle inadéquate pour être appliquée à l’étude d’un système 
ouvert. Actuellement en système ouvert, la durée du plateau initial est négligée au regard du 
temps de séjour des bactéries dans le réacteur, ce qui induit un biais expérimental non 
négligeable dans les prévisions sur la zone transitoire comme cela a été démontré dans notre 
travail.  En effet, même si la simulation nous a permis de bien représenter l’inactivation dans 
cette phase transitoire, un écart persiste néanmoins entre les données expérimentales et les 
simulations réalisées. 

Pour réduire cet écart, il serait donc intéressant d’appliquer d’autres modèles plus 
complexes tout en conservant une écriture simple dans laquelle les différents paramètres sont 
explicables et présentent réellement une signification physique. Un modèle mathématique 
utilisé en virologie, le modèle SIR (Susceptible, Infecté, Résistant), pourrait être intéressant à 
tester dans nos conditions opératoires et cela nécessiterait d’être approfondi  (Kowalski et al., 
2020; Luz et al., 2010). Historiquement, le modèle SIR a été développé pour traduire la 
propagation virale au sein d’une population, c’est notamment le modèle qui a été fortement 
utilisé lors de la pandémie de la COVID pour prédire la propagation de l’épidémie (Bacaër, 
2020). Ce modèle traduit le passage d'individus sensibles à la maladie à infectés puis résistants 
comme le montre la figure 22. Ce type de modèle semble donc particulièrement intéressant 
puisqu’il permettrait de traduire le passage des bactéries d’un état “résistant ” caractérisé par 
le plateau observé en début de traitement batch à un état “sensible ” pour lequel on retrouve 
la cinétique d’inactivation déterminée dans ce travail de thèse. La complexité de l’écriture du 
modèle pour l’inactivation par photocatalyse réside dans l’évolution constante de la 
population bactérienne au cours du temps avec l’apport de nouveaux individus par 
l’alimentation du réacteur et la disparition d’une partie par le soutirage. Il est également 
important de réussir à traduire un “temps de latence ” pour caractériser le passage de l’état 
“résistant ” à “sensible ” ce qui complexifie d’autant plus l’écriture mathématique et la 
résolution des équations différentielles. Ces modèles étant déjà utilisés pour prédire le 
développement de maladies au sein de population (Lupo et al., 2019), le modèle d’inactivation 
développé pourrait être couplé à celui de propagation de la maladie pour prédire le 
comportement d’installation aquacole et prévenir l’apparition de mortalités.  

 

Figure 22 : principe du modèle SIR avec un exemple d’équation utilisé en virologie (Luz et al., 2010) 
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En raison d’une augmentation rapide de la demande en produits de la mer couplée à 

une augmentation des activités humaines, les zones côtières sont soumises à des pressions 
anthropiques de plus en plus importantes contribuant à modifier les caractéristiques biotiques 
et abiotiques des eaux. Ces modifications ont de fortes répercussions sur l’écosystème marin, 
notamment au niveau des communautés microbiennes de l’eau (Hernández-Terrones et al., 
2015). Ces communautés microbiennes sont susceptibles d’être modifiées notamment lors de 
phénomènes d’émergence ou de réémergence d’espèces bactériennes et virales pathogènes 
pour l’Homme (DePaola et al., 2010; Griffin et al., 2003; Nielsen and Jiang, 2019) ou les 
animaux (Go et al., 2017; King et al., 2019b; Martenot, 2013; Oyanedel et al., 2023; Petton et 
al., 2021; Saulnier et al., 2010; Wang et al., 2021). 
 Parmi les pathogènes émergents, l’Ostreid Herpes Virus 1 µVar et les bactéries du 
genre Virbio, ubiquistes des écosystèmes marins, ont un réel enjeu socio-économique, 
notamment illustré à l’échelle française par de fortes mortalités de l’huître creuse Crassostrea 
gigas observées depuis 2008 (Clerissi et al., 2022; De Lorgeril et al., 2018). En plus de 
l’émergence de pathogènes, les pressions anthropiques sur l’environnement marin, tels que 
les contaminations chimiques de l’eau par des pesticides peuvent également impacter le 
développement des huîtres(Abi-Khalil et al., 2016; Bachère et al., 2017; Bayen et al., 2007; 
Britt et al., 2020; Gagnaire et al., 2007, 2006; Geret et al., 2013; Mottier et al., 2015). La 
production ostréicole est particulièrement impactée par ces changements lors des premiers 
stades de croissance des animaux (stade de vie larvaire et juvénile). Lors de ces stades de vie, 
les animaux sont élevés dans des infrastructures à terre alimentées en eaux naturelles. Il paraît 
donc d’intérêt de développer des techniques de traitement permettant d’éliminer aussi bien 
les contaminants biotiques (pathogènes) qu’abiotiques (pesticides, toxines algales etc) de 
l’eau de mer servant pour l’alimentation de ces installations. 
 De par leur coût énergétique réduit (utilisation de la ressource solaire), leur action à la 
fois sur le compartiment biotique et abiotique de l’eau, et l’utilisation d’un catalyseur solide 
permettant sa réutilisation, la photocatalyse hétérogène apparaît comme un procédé 
prometteur pour biosécuriser les eaux destinées à l’aquaculture. Pour l’eau de mer, cette 
technologie de traitement est particulièrement étudiée pour l’élimination des composés 
abiotiques, mais fait défaut concernant l'élimination de composés biotiques tels que les virus. 
 
         Dans ce contexte, le principal objectif de mes travaux de recherche consistait à 
développer un outil conduisant à l’inactivation de pathogènes d’intérêts ostréicoles par 
photocatalyse hétérogène en utilisant la ressource solaire. Pour y parvenir, ce travail de thèse 
a visé à définir l’impact du traitement photocatalytique sur des cibles biologiques d’intérêt 
ostréicole ainsi que sur la communauté bactérienne dans sa globalité pour ensuite, en se 
focalisant uniquement sur l’inactivation bactérienne, proposer des outils permettant 
d’évaluer les capacités journalières de traitement par voie solaire. 
  
         Dans un premier temps, le potentiel d’inactivation des pathogènes de l’huître a été 
démontré à l’échelle du laboratoire sur deux cibles biologiques. La première cible était le virus, 
OsHV-1 µVar, impliqué dans le développement du Pacific Oyster Mortality Syndrom (POMS). 
A notre connaissance, aucune étude n’est présente dans la littérature concernant 
l’inactivation de cibles virales par photocatalyse hétérogène en eau de mer. L’efficacité de la 
photocatalyse hétérogène pour l’inactivation d’un pathogène viral d’intérêt ostréicole avec 
une survie des huîtres totales après une exposition à l’eau traitée (durant 2h par UV/TiO2) a 
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été mise en évidence. En comparaison, les animaux exposés à de l'eau traitée exclusivement 
aux UV présentaient un taux de mortalité de 60%, tandis que ceux exposés à de l'eau non 
traitée connaissent une mortalité de 100% en seulement quelques jours.  

La seconde cible biologique a été la bactérie marine, Vibrio havreyi, également 
identifiée lors du POMS. De la même manière que pour le virus, le traitement par 
photocatalyse de l’eau de mer contenant Vibrio harveyi induit le meilleur taux d’inactivation 
en comparaison au traitement photolytique ou à l’absence de traitement. Dans la littérature, 
l’inactivation en eau de mer de bactéries appartenant au genre des Vibrio a déjà été reportée 
avec des taux d’inactivations similaires ((García-Garay et al., 2020). De même, les nombreuses 
études réalisées en eau douce mettent en évidence la différence de sensibilité qui existe entre 
les organismes avec systématiquement une sensibilité accrue des virus en comparaison aux 
bactéries (Laxma Reddy et al., 2017; Zheng et al., 2018) ce qui a été confirmé lors de ces 
travaux de thèse.  

Cette thèse présente également un aspect innovant dans l’approche méthodologique 
utilisée pour étudier la faisabilité du procédé de désinfection et comprendre son action. En 
effet, la majorité des études trouvées dans la littérature se concentrent uniquement sur 
l’inactivation d’une ou deux cibles microbiennes (le plus souvent des bactéries et/ou des 
algues) sans jamais s’attarder sur l’effet du traitement sur le microbiote bactérien total de 
l’eau. Notre approche méthodologique a fait appel à l’écologie microbienne moléculaire; nous 
avons en effet utilisé le Metabarcoding 16S afin de caractériser avec exactitude la composition 
du microbiote total. Ce travail a permis de mettre en évidence l’effet marqué de la 
photocatalyse sur la composition des communautés microbiennes. Nous avons notamment 
démontré que le microbiote bactérien de l’eau se trouve plus fortement modifié en termes 
d’abondance de genre bactérien lorsque l’inactivation a été réalisée en présence de catalyseur 
(traitement UV/TiO2 vs UV). En revanche, dans l’étude menée ici, les temps de traitement 
appliqués pour désinfecter l’eau ont soigneusement été choisis afin d’inactiver 100% du virus 
OsHV-1 µVar. Toutefois, ces conditions expérimentales n’ont pas permis une désinfection 
complète de l’eau de mer. En effet, après 2h de traitement photocatalytique, une partie des 
Vibrio harveyi, pathogène cible utilisé comme modèle bactérien pour le suivi de l’inactivation 
bactérienne, étaient toujours vivants. Ces résultats mettant en évidence qu’une partie du 
microbiote bactérien demeure viable à la fin du traitement autorisant ainsi une recolonisation 
de ce dernier une fois le traitement arrêté. Le phénomène de résilience de l’écosystème 
microbien que nous avons observé est notable puisqu’il s’agit d’un retour vers un microbiote 
proche de celui de l’eau de mer n’ayant subi aucun traitement, et ce malgré des différences 
significatives mesurées entre les microbiotes traités et le microbiote non traité. 
  
         Dans un second temps, les outils permettant de définir les capacités journalières du 
procédé de photocatalyse hétérogène pour l’inactivation de pathogènes d’intérêts ostréicoles 
ont été développés. Ces outils ont permis de proposer une solution innovante pour gérer les 
discontinuités de la ressource solaire à l’échelle du procédé en modulant les conditions 
opératoires. Cette piste, nouvellement explorée permet d’envisager le développement 
d’installations de traitement photocatalytique par voie solaire. L’étude du photo-réacteur 
pour le traitement des pathogènes d’huître en eaux de mer met en lumière l’insuffisance des 
capacités de traitement pour les principales applications de biosécurisation en aquaculture. Il 
est important de rappeler que la technologie étudiée dans cette thèse ne semble toutefois, 
pas encore assez mature. Les capacités de traitement sont encore inadaptées pour le 
traitement de volumes journaliers importants comme c’est notamment le cas dans les 



Conclusion générale et Perspectives  

 153 

installations aquacoles. En effet, comme cela a été montré, les surfaces de captation du 
rayonnement solaire nécessaires seraient trop importantes. En revanche, cette étude montre 
l’intérêt de cette technologie pour des applications de niches en ostréiculture tel que la 
biosécurisation d’installations de recherche. Ces installations sont de tailles plus modestes 
avec des volumes d’eau/débit nécessaires pour alimenter les bassins de culture compatibles 
avec un traitement photocatalytique solaire tel que développé dans ce travail de thèse. Il est 
important de souligner que ces systèmes de traitement durables sont des alternatives 
technologiques sérieuses. De plus, les bassins/claires en amont des installations, présentant 
de grandes surfaces exposées au soleil avec de faible profondeur d'eau, pourraient être 
adaptés pour développer des traitements photocatalytiques par voie solaire. 
         Aussi, afin de proposer des outils adéquats de dimensionnement, nous nous sommes 
focalisés sur le processus d'inactivation bactérienne par photocatalyse, avec pour objectif de 
modéliser et de prédire les capacités du photo-réacteur en fonction des conditions 
expérimentales. Une loi cinétique simple représentative du processus d’inactivation a été 
sélectionnée parmi les principales lois disponible dans la littérature. Les expérimentations 
réalisées avec le photo-réacteur opérant en mode batch ont montré que la loi sélectionnée 
décrit de manière fidèle la photo-inactivation de la souche de V.harveyi sous différentes 
conditions opératoires de concentration bactérienne initiale et de densité de flux. Afin de se 
positionner dans un contexte applicatif, le fonctionnement du photo-réacteur opérant en 
continu et sous conditions d’irradiations solaires représentatives de site ostréicole français a 
été simulé. Ces simulations in silico ont démontré les limites du procédé pour l’exploitation la 
ressource solaire. En effet, les fortes variations de la densité de flux en lien avec la météo 
(passage nuageux) génèrent de fortes variations de concentration en sortie du photo-
réacteur. Ce point est décrit dans la littérature comme étant un verrou majeur à l’utilisation 
de la ressource solaire. Pour des applications en aquaculture, pour de la biosécurisation, la 
qualité de l’eau doit être maintenue constante pour garantir une survie totale des animaux. 
Afin de pouvoir respecter les contraintes de qualité de l’eau et garantir un taux d’abattement 
des pathogènes suffisant sur les périodes de faible irradiation (levé et couché du soleil ou 
passage nuageux), la modulation du débit d’alimentation du photo-réacteur s’est avéré une 
option de choix. 
 
 
         Même si la photocatalyse hétérogène se positionne comme une méthode de 
traitement efficace pour des applications en aquaculture, des verrous persistent toujours. La 
gestion du vieillissement des matériaux entraînant une diminution de l’activité 
photocatalytique est une problématique récurrente dans la littérature et particulièrement 
pour des utilisations en eau de mer  (Rubio et al., 2013a). Dans cette thèse, les performances 
du catalyseur se sont montrées altérées rapidement, induisant une très forte limitation des 
capacités photo-oxydatives du réacteur à tel point qu’après quelques utilisations successives, 
la capacité d’inactivation microbienne devient nulle. Deux origines ont été identifiées pour 
expliquer ce phénomène. Soit les bactéries et les débris cellulaires viennent saturer la surface 
du catalyseur entraînant une perte d’activité de ce dernier, soit les sels viennent le recouvrir 
rendant les sites actifs indisponibles pour initier la photocatalyse. Cette deuxième piste 
semble privilégiée aux vues des résultats obtenus lors de cette thèse et qui sont confortés par 
la littérature (Rubio et al., 2013a).  

Rappelons que cette thèse s’est concentrée uniquement sur l’aspect désinfection, 
c’est-à-dire, l’élimination de contaminants biotiques de l’eau de mer, sans aborder l’aspect 
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décontamination, c’est-à-dire l’élimination des contaminants abiotiques, phénomène qui 
demeure un élément clef de la biosécurisation. Le procédé de photocatalyse hétérogène 
offrant la possibilité de traiter l’ensemble des contaminants biotiques et abiotiques d’origine 
organique, une étude plus élargie devrait être menée sur la capacité combinée de désinfection 
et décontamination. En effet, un travail couplant les deux types de contaminants pourrait 
potentiellement mettre en évidence des effets de “compétition” entre les différentes classes 
de contaminants biotiques et abiotiques comme cela a déjà été observé pour les contaminants 
abiotiques. Par ailleurs, il existe déjà dans la littérature des études faisant état de l’élimination 
de diverses cibles microbiennes simultanément par photocatalyse (García-Garay et al., 2020) 
et pour l’élimination des cibles chimiques (Reoyo-Prats et al., 2022). Mais, à notre 
connaissance aucune étude n’a été réalisée avec les deux types de contaminants présents 
simultanément dans une matrice eau de mer. Envisager ce type d’approche pourrait 
notamment permettre de sélectionner les indicateurs de performance du photo-réacteur 
garantissant une qualité de l’eau suffisante pour tous les pathogènes et résidus chimiques 
présents dans l’eau. 

En conclusion, une caractérisation plus approfondie des phénomènes de compétitions 
entre contaminants accompagnée d’une analyse plus poussée du vieillissement du catalyseur 
devrait donc permettre à terme une meilleure compréhension de la photocatalyse en milieu 
marin. Il sera ainsi possible de compléter les outils de prédiction développés dans cette thèse 
pour confirmer leur bon fonctionnement et permettre la transposition de l’échelle du 
laboratoire à l’échelle du pilote test. 
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Annexe N°1 : Analyse de la contamination chimique de la lagune de Salses-Leucate 
 Dans cette annexe, l’analyse de la contamination chimique organique de la lagune de 
Salses-Leucate est présentée. Cette étude couple les deux méthodes d’échantillonnages 
existantes : l’échantillonnage ponctuel permettant, dans le cas présent, de cribler un grand 
nombre de contaminants, et l’échantillonnage cumulatif ou passif permettant une 
quantification plus fine de la contamination chimique mais avec un nombre plus restreint de 
polluants. Le contenu de l’annexe 1 sera structuré en plusieurs sections distinctes. Tout 
d'abord, nous commencerons par une brève revue de la littérature, mettant principalement 
en avant les résultats de l'étude PEPS-LAG (2012). Ensuite, seront présentées i) l’approche 
théorique des deux méthodologies d'échantillonnage et des méthodes de détection associées 
et ii) les stations d'échantillonnage répartis dans la lagune. Enfin, nous exposerons les 
différents résultats de la campagne analytique effectuée dans la lagune de Salses-Leucate. 
État de l’art 

La principale source d’informations concernant les contaminants chimiques de la 
lagune de Salses-Leucate provient d’études réalisées par l’Ifremer. En 2013, l’étude PEPS-LAG 
(Munaron et al., 2012) analyse des contaminants (métaux, composants phytosanitaires et 
pharmaceutiques, alkyl-phénol, hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et 
PolyChloroBiphényles (PCB)). Cette étude a été menée via une approche cumulative sur une 
vingtaine de jours entre mai et août 2012 par l’utilisation d’échantillonneurs passifs en deux 
points de la lagune, l’un au nord dans la zone ostréicole (latitude : 42.816673 – longitude : 
2.989783) et l’autre au sud (latitude : 42.883280 – longitude : 3.016570). Ce type 
d’échantillonneur permet de détecter des composés présents dans le milieu même à l’état de 
traces contrairement aux approches dites ponctuelles puisqu’il concentre les contaminants 
sur l’échantillonneur exposé sur une longue durée. Les composés retenus par 
l’échantillonneur dépendent des caractéristiques physico-chimiques du composé et de la 
phase réceptrice, il existe plusieurs types d’échantillonneurs passifs (Desgranges, 2015; 
Mazzella, n.d.). Dans l’étude de l’Ifremer, trois échantillonneurs ont été utilisés en fonction de 
la nature chimique des composés recherchés :  

i.les DGT (Diffusion Gradient in Thin-film) ont été utilisés pour les métaux,  
ii.les SPMD (Semi-Permeable Membrane Device) pour la quantification des molécules 

organiques apolaires (HAP, PCB et certains insecticides),  
iii.les POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler) pour détection des 

molécules organiques polaires et moyennement polaires (alkyl-phénols, composés 
pharmaceutiques et phytosanitaires). 

L’étude PEPS-LAG (Munaron et al., 2012), via l’utilisation des échantillonneurs passifs, a mis 
en évidence la présence de nombreux composés retrouvés (détail Tableau 1) le plus souvent 
dans les deux points d’échantillonnages (Nord et Sud) : 
• Pesticides : 

• 18 résidus de pesticides retrouvés dont 17 dans les deux stations de mesure 
• 20 résidus de pesticides organochlorés retrouvés dans la station Nord à l’état de 

traces (inférieur à la limite de quantification de la méthode (LQ = 0,1 ng/L) sauf 
pour 2 résidus en concentrations plus importantes) 

• Résidus pharmaceutiques : 
• 3 résidus pharmaceutiques retrouvés dont 2 dans les deux stations de mesure 

• Alkyl-phénols (détergents) : 
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• 5 résidus d’alkyl-phénols retrouvés dont 1 dans les deux stations de mesure 
• HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques) : 

• 20 résidus d’HAP retrouvés dans la station Nord à l’état de traces (concentration 
inférieure à la limite de quantification de la méthode, LQ = 0,1 ng/L) 

• PCB(s) (PolyChloroBiphényles) : 
• 12 résidus de PCB retrouvés dans la station Nord à l’état de traces (concentration 

inférieure à la limite de quantification de la méthode) 

Aucun des composés phytosanitaires retrouvés n’était supérieur aux Normes Qualités 
Environnementales (NQE) en vigueur (Annexe 1.1) : 1-(2,4-dichlorophenyl)urée (124 DCPU), 
2-hydroxy atrazine, acétochlore, aldrine, atrazine, carbendazime, chlorotoluron, N-(3,4 
dichlorophényl)-N-(méthyl)-urée  (DCPMU), DEA, DIA, diuron, meso-Dimercaptosuccinic 
acid (DMSA), N,N-Dimethyl-N'-p-tolylsulphamide (DMST), hydroxy simazine, irgarol, 
métolachlore, simazine, terbuthylazine et terbuthylazine déséthyl. Pour les produits 
pharmaceutiques : la caféine, la carbamazépine et le paracétamol sont très largement 
retrouvés avec des concentrations journalières de l’ordre de plusieurs dizaines de ng/L. La 
station de Leucate Nord entre 2009 et 2010 possédait une source de contamination locale et 
continue en alkyl-phénol, la teneur en octylphénol (4-OP) était supérieure à la norme. 
L’octylphénol (4-OP) est un perturbateur endocrinien d’où une concentration maximale 
acceptable très faible (0,133 µg/L) établie par l’Union Européenne. En revanche, dans l’étude 
PEPS-LAG, la concentration de 4-OP est de l’ordre du ng comme celle du 4-Nonylphénol (4-
NP) donc aucun de ces 2 alkyl phénols ne présentent une concentration supérieure à sa NQE 
dans la lagune (300 ng/L). En ce qui concerne les PCB et les HAP, aucun des composés 
recherchés dans l’étude de l’Ifremer sur la Lagune n’est présent en quantité suffisante pour 
être détecté et/ou quantifié. 
Annexe 1.1 : récapitulatif des composés retrouvé dans l’étude PEPS-LAG et les normes en vigueur 

Type de 
compos
é 

Nom du 
composé 

Concentration détectée 
(ng/L) 

Normes en 
vigueurs pour 
l’eau marine en 
moyenne 
annuelle (ng/L) 

 
Type de 
composé Nom du composé 

Concentration détectée 
(ng/L) Normes en vigueurs pour 

l’eau marine en moyenne 
annuelle (ng/L) 

Station 
Nord de la 
lagune 

Station Sud 
de la 
lagune 

 

Station 
Nord de la 
lagune 

Station Sud 
de la 
lagune 

Pesticide 

DCPMU 2 1 NA 
 

Pesticide 

Simazine 8 12 1 000 
124 DCPU 10 13 NA 

 

Terbuthylazine 1 2 NA 

Acetochlor ESA 1 0 NA 
 

Terbuthylazine 
desethyl 8 10 NA 

Atrazine 1 1 600 

 

Pesticide 
organochlorés 

Aldrine 7,8 / 
5 (∑ pesticides cyclodiènes : 
aldrine, dieldrine, endrine et 
isodrine) 

Atrazine 2 
hydroxy 7 7 600 (atrazine) 

 

Metazachlore 20,1 / NA 

Carbensazime 5 5 NA 
 

Pharmaceutiq
ues 

Caféine 319 291 NA 
Chlorotoluron 1 1 5 000 

 

Carbamazépine 2 2 NA 
DEA 1 2 NA 

 

Paracétamol 5 0 NA 
DIA 5 6 NA 

 

Alkyl phénols 

4-NP 5 16 300 
Diuron 7 6 200 

 

NP1EC 1 0 NA 
DMSA 44 48 NA 

 

NP1EO 0 7 NA 
DMST 4 7 NA 

 

NP2EO 0 6 NA 
Hydroxysimazine 10 7 1 000 (simazine) 

 

OP 2 0 10 

Irgarol 2 4 NA 
 

PCB 12 PCB recherchés Etat de 
traces 

/ NA 

Metolachlor 2 2 NA 
 

HAP 20 HAP recherchés 
Etat de 
traces / 2 (∑ 20 HAP) 

 
Depuis 2012, d’autres études ont été menées par l’Ifremer (suivi ROCCH) en prenant 

un certain nombre de contaminants spécifiques et représentatifs. Parmi eux figure : 
• Les métaux (plomb, cadmium, mercure, cuivre, zinc et argent) 
• Le fluoranthène (représentatif des hydrocarbures aromatiques polycycliques) présent 

dans le pétrole (15 à 30% du pétrole brut), il est également utilisé comme revêtement 
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de protection des cuves et tuyaux en acier, dans la fabrication de teintures, d’huiles 
diélectriques… 

• Le polychlorobiphényle 153 (représentatif des PCB totaux) est utilisé comme isolant 
ou ignifugeant dans l’industrie électrique, comme fluidifiant dans les peintures… Étant 
rémanents et toxiques, les PCBs font l’objet de plusieurs mesures comme par exemple 
avec la convention de Stockholm qui prévoit l’éradication totale des PCB pour 2025.  

• Des pesticides tels que le lindane (insecticide interdit depuis 2007 en France mais 
encore homologué par certains pays), le dichlorodiphényltrichloroéthane (insecticide 
organochloré interdit depuis 1970 mais toléré pour la lutte contre le paludisme), et le 
tributyétain (biocide organostannique, interdit depuis 1981 pour les peintures marines 
mais toujours utilisé de façon résiduelle dans l’industrie du papier et textile). 

Concernant les métaux, le niveau de contamination dans les filtreurs (moules) est 
stable depuis une dizaine d'années et bien en deçà des seuils sanitaires. Pour les polluants 
organiques persistants (HAP et substances organochlorées), les teneurs sont nettement plus 
faibles qu’au niveau national et sont en nette diminution depuis une vingtaine d'années  
(Ifremer, 2020). 
 

Récemment, de nouvelles approches de la toxicité/dangerosité des pesticides sur les 
écosystèmes lagunaires ont été mises en place pour tenter de tenir compte de l’exposition à 
des mélanges de pesticides plus réalistes d’une exposition à un composé seul. En effet, dans 
la nature la lagune contient de multiples pesticides et autres polluants chimiques qui peuvent 
chacun avoir un impact sur l’écosystème lagunaire. Ces impacts pris séparément peuvent être 
négligeables mais cumulés leur impact est plus flagrant. Pour tenir compte de cet effet, l’Etude 
OBSLAG (Munaron, 2020)) a développé un nouveau modèle prenant en compte le Quotient 
de Risque (QR) de chaque pesticide retrouvé pour avoir un impact global suivant la théorie 
d’addition des doses aussi appelé additivité de Loewe (equation 9).  
𝑄𝑅&'(')é = ∑ 𝑄𝑅+ 	,

+-. 				𝑎𝑣𝑒𝑐	𝑄𝑅+ =
/!

012!	4'	502/!
  Equation (9) : Quotient de risque 

cumulé de tous les composés retrouvés calculés à partir des quotients de risques individuels 
de chaque composé (Munaron, 2020) avec Ci la concentration du composé i et NQEi ou PNECi 
la concentration donnée par les normes pour ce composé 
L’indicateur développé permet donc d’aller au-delà des réglementations (par exemple de la 
réglementation DCE au travers de l’utilisation des NQE) en prenant compte l’effet chronique 
d’un mélange de pesticide de l’eau.  Cet indicateur permet notamment de mettre en évidence 
deux types de risque pour l’écosystème permettant de comparer l’état des lagunes entre elles 
et/ou au cours du temps : (i) le risque lié à la présence d’un seul pesticide retrouvé en quantité 
supérieurs aux normes (QRi > 1 à QRcumulé > 1), et (ii) le risque lié aux cumuls de pesticides (QRi 

< 1 mais QRcumulé > 1). Les risques liés aux pesticides sont classés en 4 catégories (présentés dans 
l’Annexe 1.2). 
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Annexe 1.2 : diagnostic du risque pesticide dans la lagune, risques dus aux pesticides cumulés ou aux pesticides 
seuls (Munaron, 2020) 

 
 
Matériels et Méthodes 

Il existe deux méthodes pour les échantillonnages d’eau : l’échantillonnage ponctuel 
et l’échantillonnage cumulatif ou passif. Chaque méthode présente des avantages et des 
inconvénients. L’échantillonnage ponctuel permet d’analyser un grand nombre de composés 
mais ne permet souvent pas de quantifier précisément ces derniers. L’échantillonnage 
cumulatif permet quant à lui de mieux quantifier les résidus présents mais le nombre de 
résidus analysables est limité par des étapes de mise au point longue. 

1. Échantillonnage ponctuel 
a. Principe 

L’échantillonnage ponctuel consiste à un prélèvement d’eau à l’instant t. Les résidus 
de cet échantillon d’eau sont ensuite extraits et concentrés pour être analysés. Cet 
échantillonnage ne nécessite pas de mise au point autre qu’au niveau de l’analyse (mise au 
point pour la détection des composés par LC MS/MS, GC MS…). L’étape de concentration des 
échantillons est très importante puisque la majorité des composés présents dans l’eau sont 
très dilués et sont donc présents uniquement à l’état de traces. 

b. Stratégie d’échantillonnage 
Les échantillonnages ont été réalisés en 16 janvier 2020 sur six stations de prélèvement 

réparties sur toute la lagune de Salses-Leucate (Annexe 1.3) et choisies grâce à leur 
environnement :  
Les stations S3 et S4 sont situées au niveau de sorties de stations d’épurations (STEP), 
respectivement de Salses le Château et de Saint-Hippolyte et d’exutoires d’agouilles (canaux 
qui se déversent dans la lagune), respectivement Grosse et Paul Riquet. Cela permet d’avoir 
un aperçu de la pollution issue des villes avec des composés susceptibles d’être peu dégradés 
en STEP et de ce fait, potentiellement présents dans l’eau en sortie de STEP. L’emplacement 
proche des agouilles permet également de prendre en compte la pollution issue de 
l’agriculture et drainée par les pluies depuis les cours d’eau. 
La station S6 est située au niveau de l’exutoire de la STEP de la ville du Barcarès. 
La station S5 est située proche des voies de transport (voies ferrées, autoroute, route 
nationale) ce qui permet d’avoir un aperçu de la pollution issue des transports autour de la 
lagune. 

Les stations S1 et S2 correspondent aux deux stations déjà définies par l’Ifremer avec 
notamment la station S1 qui est située dans la zone conchylicole permettant d’évaluer le 
niveau de contamination chimique au sein de la zone de production ostréicole. 
Pour chaque station, les composés organiques ont été recherchés dans l’eau et dans le 
sédiment pour réaliser un état des lieux vis-à-vis des composés hydrophobes et des 
substances chimiques de nature hydrophile. Lors du prélèvement des échantillons, les 
paramètres physico-chimiques de l’eau (turbidité, salinité, O2,% de saturation, température, 
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pH, conductivité) ont été mesurés sur site. Pour diminuer les coûts, il a été décidé dans un 
premier temps par l’équipe de travailler à partir d’échantillons composites de la masse d’eau 
et du sédiment. 

 

Annexe 1.3: cartographie des points de prélèvement de la lagune de Salses-Leucate 
Pour la matrice eau, cinq prélèvements d’1 litre chacun ont été réalisés à partir de 

chaque station puis regroupés et homogénéisés au laboratoire pour constituer un échantillon 
composite d’un volume final de 1 litre.  
Pour la matrice sédiment, un prélèvement a été réalisé par carottage sur zone en suivant la 
même méthodologie afin d’obtenir un échantillon composite issu de l’homogénéisation de 
trois bocaux de 1 litre chacun. 

c. Analyses chimiques par recherche de résidus organiques dans les matrices 
La recherche des résidus dans chaque matrice a été effectuée par deux laboratoires 

externes. Le nombre de résidus recherchés est donné annexe 1.4 : la recherche des résidus 
pharmaceutiques et alkyl-phénols a été réalisée par le laboratoire Carso  (Lyon, France). La 
recherche et quantification des résidus phytosanitaires, Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques (HAP) et PolyChloroBiphényles (PCB) a été effectuée par le Centre d’Analyses 
Méditerranée Pyrénées (CAMP) à Perpignan. 
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Annexe 1.4 : Nombre de composés chimiques recherchés par matrice 
Matrice eau Matrice sédiment 
● 396 résidus phytosanitaires ● 91 résidus phytosanitaires 

● 17 résidus d’Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques (HAP) 

● 11 résidus d’Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques (HAP) 

● 15 résidus de PCB ● 15 résidus de PCB 

● 8 résidus d’alkylphénols (détergents) ● 8 résidus d’alkylphénols (détergents) 

● 3 résidus pharmaceutiques  

TOTAL : 439 résidus TOTAL : 126 résidus 

Les analyses ont été réalisées en deux étapes : (i) la préparation de l’échantillon 
(extraction, purification et concentration des analytes) et (ii) la détection et la quantification 
des composés a été réalisé par chromatographie.  

Le laboratoire Carso a utilisé une extraction ASE (Accelerated solvent extraction) au 
dichlorométhane (CH2CL2) pour les Octylphénols (OP) et les Nonylphénol (NP) pour le 
traitement du sédiment et une extraction ASE pour les Octylphénol Ethoxylate (OPEO) et les 
Nonyphénol Ethoxylate (NPEO) de cette même matrice. Suite à cette 
extraction/concentration, les composés ont été détectés et quantifiés par chromatographie 
gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC/MS) pour les OP et NP, et par 
chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée à un détecteur à fluorescence 
pour les OPEO et NPEO. Pour la matrice eau, les alkylphénols (OP, NP, OPEO et NPEO) sont 
extraits par extraction liquide/liquide puis détectés par chromatographie gazeuse couplée à 
la spectrométrie de masse (GC/MS/MS) pour les OP et NP, ou par chromatographie liquide et 
détection par fluorescence (LC/FLD) pour les OPEO et NPEO. Les composés pharmaceutiques 
dans la matrice Eau ont été directement injectés en chromatographie liquide haute 
performance couplée à de la spectrométrie de masse en tandem (HPLC/MS/MS) sans étape 
de concentration préalable de l’échantillon.  

Le laboratoire du CAMP a utilisé l’extraction sur cartouche SPE (Solid Phase Extraction, 
extraction de type liquide/solide) pour extraire, purifier et concentrer les composés dans la 
matrice Eau. Cette extraction utilise le même principe qu’une chromatographie, les composés 
à extraire sont adsorbés sur la phase stationnaire contenue dans la cartouche puis récupérés 
lors d’une élution dans un volume faible de solvant à fort pouvoir d’élution ce qui permet la 
concentration de l’échantillon. Il y a un jeu d’affinité entre les solvants de lavage, la phase 
stationnaire solide de la cartouche et le solvant d’élution. En ce qui concerne l’extraction des 
composés dans la matrice sédiment, celle-ci est réalisée comme le laboratoire Carso avec 
l’utilisation d’une extraction ASE. Les différents composés sont ensuite détectés selon la 
nature du composé avec une des quatre méthodes suivantes : les résidus de HAP sont 
détectés par chromatographie liquide avec détection par fluorescence (LC/FLD) sauf pour le 
Naphtalène qui est détecté par chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 
(GC/MS). Les PCBs et certains résidus de composés phytosanitaires sont détectés par 
chromatographie gazeuse couplée à de la spectrométrie de masse en tandem (GC/MS/MS). 
Pour finir une partie des résidus de composés phytosanitaires dans la matrice eau sont 
également détectés par chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse en 
tandem (LC/MS/MS). 
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Les performances analytiques des méthodes de détections utilisées dépendent du 
composé et varient dans les gammes données dans les tableaux annexes 1.5 

Annexe  1.5 : Performances analytiques des méthodes de détection utilisées (a) pour la matrice “Eau ” et (b) pour 
la matrice “Sédiment ” 

a. 
Méthode 
utilisée 

Familles de composés 
recherchées avec 
cette méthode 

Limite de 
détection 
LD (ng/L) 

Limite de 
quantification  LQ 
(ng/L) 

b. 
Méthode 
utilisée 

Familles de 
composés 
recherchées avec 
cette méthode 

Limite de 
détection 
LD (ng/L) 

Limite de 
quantification  LQ 
(ng/L) 

Matrice “Eau ”, analyse par CAMP Matrice “Sédiment ”, analyse par CAMP 
 LC/FLD HAP 0,3 – 7  1 – 20   LC/FLD HAP 0,03 0,1 
 GC/MS HAP 17 50  GC/MS HAP 0,17 0,5 
 GC/MS/MS PCBs  2 5  GC/MS/MS PCBs  0,17 0,5 
 GC/MS/MS Phytosanitaires  2 – 7  5 – 20  GC/MS/MS Phytosanitaires  0,17 – 0,33 0,5 – 1  
 LC/MS/MS Phytosanitaires 7 20 Matrice “Sédiment ”, analyse par Carso 

 LC/MS/MS Phytosanitaires 1 – 8  2,5 – 25  GC/MS Alkylphénols / 100 
Matrice “Eau ”, analyse par Carso  HPLC/FLD Alkylphénols  / 50 
 GC/MS/MS Alkylphénols / 100      
 LC/FLD Alkylphénols  / 100      
 HPLC/MS/MS Pharmaceutiques  / 400 – 500       

 
2. Échantillonnage passif ou cumulatif 
a. Principe 

L’échantillonnage passif permet de cumuler les contaminants sur une phase réceptrice 
pendant plusieurs jours/semaines. Cette accumulation des composés sur la phase réceptrice 
dépend des paramètres physico-chimiques du milieu et de la phase (elle a lieu soit à la surface 
de la phase, adsorption, soit au sein de celle-ci, absorption). Cette accumulation des composés 
sur une période d’exposition longue permet de prendre en compte de potentiel pics de 
contamination dus à un apport ponctuel en contaminants (épisode Cévenol, défaillance d’une 
STEP…) mais également d’améliorer les limites de quantification et détection en 
préconcentrant les composés sur la phase réceptrice. 

L’accumulation des résidus sur la phase réceptrice dépend du temps d’exposition, du 
régime d’écoulement du fluide (débit de l’eau dans le milieu), de la composition du milieu (pH, 
salinité, présence de matière en suspension…), et de l’affinité des composés que l’on souhaite 
analyser avec la phase réceptrice utilisée. 

En pratique, il existe 3 phases d’accumulation distincte lors de l’exposition 
d’échantillonneur passifs (annexe 1.6) : 

• Lorsque le temps d’exposition est relativement court (15 à 20 jours) l’accumulation 
des composés sur la phase est linéaire ce qui permet d’avoir une information sur 
la concentration moyenne dans le milieu. Néanmoins, la détermination de la 
concentration moyenne dans le milieu à partir de la concentration sur 
l’échantillonneur nécessite une étude de l’accumulation au cours du temps. 

• Lorsque le temps d’exposition est long la phase réceptrice est saturée et la 
compétition entre les composés domine l’accumulation, on parle de phase 
d’équilibre 

• Entre ces deux phases on a une phase curvilinéaire aussi appelée phase 
intermédiaire dans laquelle les phénomènes de compétition commencent à avoir 
lieu. 
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Annexe 1.6: Cinétique d’accumulation de micropolluant sur un échantillonneur passif (Christine FERAY, 2015) 
avec t50 la durée nécessaire pour avoir une accumulation à 50% du maximum accumulable sur la phase 
réceptrice. 

 
b. Mise en œuvre : exemple des POCIS 

 
Il existe de multiples échantillonneurs passifs permettant chacun d’accumuler une 

certaine gamme de composés, généralement basés sur le log Kow (Annexe 1.7a). Le plus 
couramment utilisé pour la détection de composés pharmaceutiques et de pesticides polaires 
(log Kow de 0 à 4) est le Polar Organic Chemical Integrative Sampler (POCIS) “pharmaceutique ” 
(Mazzella et al., 2007). Il est composé d’une phase adsorbante Oasis HLB (N-vinylpyrrolidone-
divinylbenzene) placée au milieu de deux membranes en polyéthersulfone (0,1 µm de 
diamètre de pore) et fixés avec deux anneaux en inox (annexe 1.7b et c) 

L’accumulation des composés sur le POCIS se fait par diffusion du milieu vers la phase 
réceptrice au travers des membranes et de la couche limite à l’interface de la membrane 
(couche limite entre le milieu (liquide) et la membrane).  
Afin de pouvoir quantifier les contaminants dans la matrice à partir de ceux récupérés sur la 
POCIS il faut se placer dans la phase linéaire d’accumulation sur adsorbant. Dans cette phase 
linéaire l’accumulation est proportionnelle à la concentration dans le milieu :  
6/"#$%&

67
= 𝑘'𝐶89' − 𝑘8𝐶5:/;<     Equation (10) : accumulation 

d’analytes sur la phase adsorbante de POCIS, avec ku et ke respectivement l’accumulation et la 
désorption de chaque composé (en L.g-1. j-1 et en j-1).  
Dans la phase linéaire, le POCIS peut être assimilé à un échantillonneur intégratif (terme keCPOCIS 
= 0) donc la cinétique d’accumulation en analytes est d’ordre 0 : 

𝐶5:/;< = 𝑘'𝐶89'𝑡 =
/'()=*7
>"#$%&

      Equation (11) : 

Concentration en analyte sur la phase absorbante de POCIS, avec MPOCIS la masse d’adsorbant 
de l’échantillonneur et Rs le taux d’échantillonnage. 

Le taux d’échantillonnage Rs est propre à chaque composé et dépend des conditions 
environnementales (débit de fluide, salinité, température, pH…) qui ne sont pas forcément 
connues durant toute la durée d’exposition. En règle générale, ce taux d’échantillonnage est 
calculé en laboratoire à partir d’études de l’accumulation en conditions contrôlées d’un 
composé donné au cours du temps (annexe 1.8). Pour pallier l’effet des paramètres 
environnementaux sur le taux d’échantillonnage, l’utilisation de PRC (composés de références 
et de performances) a été développée. Cette méthode est basée sur la désorption d’un PRC 
de concentration initiale sur la phase réceptrice connue. A partir de la concentration finale de 
ce composé et d’une étude préliminaire en laboratoire (du taux d’échantillonnage Rs et de la 
constante d’élimination) les taux d’échantillonnage des autres composés adsorbés pendant 
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l’expérimentation peuvent être corrigés d’un certain facteur pour tenir compte au mieux des 
conditions environnementales réelles au cours de l’exposition sur le terrain. Le composé 
servant de PRC doit être un composé non présent naturellement dans le milieu ou alors un 
isotope. Le choix du PRC dépend du composé que l’on souhaite étudier, le PRC doit avoir des 
paramètres proches du composé étudié et ne peut pas être appliqué pour tous les composés 
(Desgranges, 2015). L’utilisation de tel PRC avec des POCIS peut être controversée. En effet, 
la quantification à partir de POCIS s’appuie   sur une accumulation linéaire des composés sur 
la phase adsorbante alors que l’utilisation de PRC s’appuie sur les phénomènes de désorption 
de PRC de cette même phase qui ont majoritairement lieu en phase d’équilibre ou 
intermédiaire lorsque la phase est saturée en composé et qu’une compétition a lieu entre les 
composés. Néanmoins, l’utilisation de PRC utilisable avec les POCIS est étudiée (Buzier et al., 
2019; Harman, n.d.; Harman et al., 2011). 

 
a. 

b. c. 

Annexe 1.7: Descriptif des POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler) avec (a) la gamme de log Kow 
accumulable sur des POCIS (Tiam, 2013), (b) la photo d’un POCIS dans son support, et (c) la représentation 
schématique de la composition des différentes composantes (Mazellier et al., 2018). 
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Annexe 1.8 : Tableau récapitulatif des taux d’échantillonnage Rs de la littérature  
Molécule Rs (L/d) Condition expérimentale réf 

acetochlor 0,195 

flux continu dans 2 aquarium de 50L dans eau du robinet, dopage = 
3+- 2 µg/L, velocité = 11cm/s, T=20,7°C, pH=7,6, DOC+10,1mg/L 

(Morin et al., 
2013) 

alachlor 0,192 

atrazine 0,189 

carbamazépine 0,188 

diclofenac 0,225 

diuron 0,198 

sulfamethoxazole 0,03 

trimethoprime 0,162 

carbamazépine 0,2 

Rs déterminé par modélisation (Bartelt-Hunt 
et al., 2009) 

caféine 0,27 

paracetamol 0,3 

sulfamethoxazole 0,21 

carbamazépine 0,112 

batch fermé dans béchers de 3L dans eau distillée, sans agitation, 3 
ajouts d'eau distillée non dopées / 25j, dopage = 1 μg.L-1, T=28°C, 
pH= 6 - 8 

(MacLeod et 
al., 2007) 

diclofenac 0,092 

paracetamol ND 

sulfamethoxazole 0,536 

carbamazépine 0,348 
batch fermé dans béchers de 3L dans eau distillée, agitation 
(barreau magnétique) ,vélocité = 3 à 12 cm.s-1, 4 ajouts d'eau 
distillée non dopées / 29j, dopage = 1 μg.L-1, T=22°C, pH= 6 - 8 

diclofenac 0,166 

paracetamol ND 

carbamazépine 0,34 batch fermé dans aquarium de 96L dans eau du robinet agitation 
(hélicoïdale) vélocité = 0,21 - 0,46 m.s-1 dopage = 1 μg.L-1 ajout 
journalier de 1 – 4 mL solution de dopage (15 μg.g-1) ajout journalier 
de 400 mL d'eau du robinet T= 20,5°C pH = 7 

(Soulier et al., 
2016) diclofenac 0,14 

paracetamol ND 

carbamazépine 0,36 
batch fermé dans béchers de 2L dans eau milli-Q agitation (barreau 
magnétique) dopage = 5 μg.L-1 renouvellement journalier de l’eau 
d’exposition T= 21°C salinité = 0 PSU pH = 7,2 

(Togola and 
Budzinski, 
2007) 

diclofenac 0,15 

paracetamol 0,02 

caféine 0,096 

batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 5°C 

(Li et al., 2010) 

carbamazépine 0,23 

paracetamol 0,139 

sulfamethoxazole 0,291 

caféine 0,151 

batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 15°C 

carbamazépine 0,397 

paracetamol 0,111 

sulfamethoxazole 0,348 

caféine 0,127 

batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C 

carbamazépine 0,561 

paracetamol 0,145 

sulfamethoxazole 0,339 

carbamazépine 0,235 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 60 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-1 T = 
25°C 

sulfamethoxazole 0,202 

paracetamol ND 



Annexes  

 167 

carbamazépine 0,1 
in situ dna seau de surface 

(Zhang et al., 
2008) 

diclofenac 0,12 

carbamazépine 0,21 
in situ dans eau d'épuration 

diclofenac 0,16 

carbamazépine 0,226 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C pH = 3 

(Li et al., 2011) 

carbamazépine 0,354 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C pH = 7 

carbamazépine 0,372 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C pH = 9 

carbamazépine 0,36 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C pH = 7 DOM = 3,33 mg.L-1 

carbamazépine 0,417 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C pH = 7 DOM = 3,86 mg.L-1 

carbamazépine 0,404 
batch fermé dans béchers de 4L dans eau distillée agitation (barreau 
magnétique) vitesse agitateur = 800-900 rpm dopage = 2 - 10 ng.mL-
1 T = 25°C pH = 7 DOM = 4,92 mg.L-1 

acetochlor 0,49 

flux continu dans aquarium de 250 L dans eau du robinet agitation 
(pompe) renouvellement 86 L.j-1 dopage de J0 à J18 = 20 – 100 ng.L-
1 de J18 à J23 = pas de contamination de J23 à J30 = 100 – 600 ng.L-
1 T = 20°C pH = 7 

(Belles et al., 
2014) 

alachlor 0,48 

atrazine 0,3 

atrazine désétyl (DEA) 0,25 

carbamazépine 0,14 

chlorotoluron 0,23 

diuron 0,33 

metolachlor 0,33 

simazine 0,12 

terbutylazine 0,33 

terbutylazine désétyl 0,54 

carbamazépine 0,09 flux continu dans aquarium de 250 L dans eau du robinet agitation 
(pompe) renouvellement 86 L.j-1 dopage = 300 ng.L-1 de J18 à J23 
= pas de contamination de J23 à J30 = 100 – 600 ng.L-1 T = 20°C pH 
= 7 

(Belles, 2012) 

diclofenac 0,1 

carbamazépine 0,26 flux continu dans aquarium de 27 L dans eau du robinet agitation 
(hélicoïdale) vitesse agitation = 80 rpm renouvellement = 13,6 L.j-1 
dopage = 500 ng.L-1 T=20°C pH = 7 diclofenac 0,08 

carbamazépine 0,25 / 0,25 / 
0,21 flux continu dans aquarium de 27 L dans eau de mer artificielle 

agitation (hélicoïdale) vitesse agitation = 120 rpm renouvellement = 
13,6 L.j-1 dopage = 200 mL.j-1 d’une solution à ≈ 120 mg.L-1 T=19°C 
pH = 7 / 5 / 10 salinité = 0 PSU 

diclofenac 
0,06 / 0,09 / 
0,04 

paracetamol ND 

carbamazépine 0,22 / 0,23 flux continu dans aquarium de 27 L dans eau de mer artificielle 
agitation (hélicoïdale) vitesse agitation = 120 rpm renouvellement = 
13,6 L.j-1 dopage = 200 mL.j-1 d’une solution à ≈ 120 mg.L-1 T=19°C 
pH = 7 salinité = 15 PSU / 35 PSU 

diclofenac 0,07 / 0,12 

paracetamol ND 

atrazine 0,31 
batch fermé dans aquarium de 27L dans eau du robinet, agitation 
(80rpm), renouvellement de l'eau journalié, T= 19°C, concentration 
dans l'eau ~400ng/L 

chlorotoluron 0,45 

DCPMU 0,29 
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DCPU 0,53 

diuron 0,3 

isoproturon 0,36 

linuron 0,18 

simazine 0,47 

terbutylazine 0,31 

atrazine 0,16 

batch fermé dans aquarium de 27L dans eau du robinet, sans 
agitation, renouvellement de l'eau journalié, T= 19°C, concentration 
dans l'eau ~400ng/L 

chlorotoluron 0,16 

DCPMU 0,09 

DCPU 0,19 

diuron 0,11 

isoproturon 0,15 

linuron 0,06 

simazine 0,21 

terbutylazine 0,19 

acetochlor 0,35 

flux continu dans un aquarium de 86L dans eau du robinet, sans 
agitation, dopage = 20 à 100 ng/L 

alachlor 0,36 

atrazine 0,26 

atrazine désétyl (DEA) 0,21 

carbamazépine 0,14 

carbendazim 0,1 

chlorotoluron 0,17 

DCPMU 0,15 

DCPU 0,18 

DIA 0,16 

diuron 0,3 

epoxiconazole 0,29 

isoproturon 0,11 

linuron 0,22 

penconazole 0,2 

simazine 0,11 

metolachlor 0,34 

tebuconazole 0,3 

terbutylazine 0,28 

tetraconazole 0,19 

acetochlor 0,35 

batch fermé dans aquarium de 27L dans eau du robinet,, 
renouvellement de l'eau tous les 3jours, T= 19°C, dopage continue 
avec une solution à 100µg/g (10mL/jour) 

alachlor 0,38 

atrazine 0,18 

atrazine désétyl (DEA) 0,15 

carbendazim 0,05 

chlorotoluron 0,13 

DCPMU 0,14 
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DCPU 0,23 

DIA 0,11 

diuron 0,21 

isoproturon 0,1 

linuron 0,21 

simazine 0,07 

metolachlor 0,24 

terbutylazine 0,19 

acetochlor 0,36 

batch fermé dans aquarium de 27L dans eau (filtrée 0,45 µm) 
d'Arcachon,salinité 32 PSU, renouvellement de l'eau tous les 3jours, 
T= 19°C, dopage continue avec une solution à 100µg/g (10mL/jour) 

alachlor 0,34 

atrazine 0,17 

atrazine désétyl (DEA) 0,15 

carbendazim 0,06 

chlorotoluron 0,11 

DCPMU 0,12 

DCPU 0,19 

DIA 0,12 

diuron 0,16 

isoproturon 0,08 

linuron 0,17 

simazine 0,06 

metolachlor 0,22 

terbutylazine 0,18 

sulfamethoxazole 0,092 eau du robinet dopée à 10µg/L, agité 11cm/s, T=20°C 

(Bailly, n.d.) 
sulfamethoxazole 0,107 eau du robinet dopée à 10µg/L, agité 29cm/s, T=20°C 

sulfamethoxazole 0,123 eau du robinet dopée à 10µg/L, agité 29cm/s, T=15°C 

sulfamethoxazole 0,085 eau du robinet dopée à 10µg/L, agité 29cm/s, T=25°C 

caféine 0,044 

batch fermé dans béchers de 2L dans eau distillée déionisée, agitée 
4,5m/s, dopée à 5 µg/l, T=25°C, pH 7 (seulement pour les pesticides) 

(Bartelt-Hunt 
et al., 2011) 

carbamazépine 0,288 

sulfamethoxazole 0,118 

alachlor 0,772 

atrazine 0,29 

atrazine désétyl (DEA) 0,236 

metolachlor 0,504 

simazine 0,223 
batch fermé dans béchers de 2L dans eau de mer artificielle, eau 
remplacée tous les jours, agité avec un barreau aimanté, dopée à 
0,5µg/L, T=21°C 

(Martinezbuen
o et al., 2009) 

atrazine 0,214 

diuron 0,086 

DIA 0,063 

batch fermé dans aquarium de 80L dans eau du robinet, agitée, 
velocité de 2-3cm/s, dopée 1-2µg/L, pH=7,3, T=17°C, 

(Mazzella et 
al., 2007) 

atrazine désétyl (DEA) 0,121 

simazine 0,21 

DCPMU 0,267 

atrazine 0,239 
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isoproturon 0,217 

diuron 0,247 

terbutylazine 0,251 

linuron 0,236 

acetochlor 0,225 

acetochlor 0,223  

IMT Mines 
Alès 

alachlor 0,256  

atrazine 0,254  

atrazine desethyl 0,133  

carbendazime 0,304  

chlorotoluron 0,252  

DCPMU 0,285  

DCPU 0,333  

DIA 0,068  

dimethomorphe 0,319  

diuron 0,257  

epoxiconazole 0,28  

imidaclopride 0,29  

isoprotoluron 0,237  

linuron 0,141  

metalaxyl 0,264  

metolachlor 0,268  

oxadixyl 0,279  

penconazole 0,08  

prochloraze 0,195  

prosulfocarbe 0,071  

pyrimethanil 0,231  

simazine 0,218  

terbuconazole 0,24  

terbuthylazine 0,163  

tetraconazole 0,139  

atrazine 0,57 

batch fermé dans aquarium de 95L dans de l'eau de rivier, agitée 
10cm/s, DOC = 17mg/L, T=20°C, dopée à 400ng/L 

(Ahrens et al., 
2015) 

atrazine désétyl (DEA) 0,42 

DIA 0,22 

boscalid 0,25 

carbendazim 0,22 

chloridazone 0,44 

diuron 0,18 

epoxiconazole 0,17 

fluroxypyr 0,003 

imidaclopride 0,18 
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isoproturon 0,37 

linuron 0,12 

metalaxyl 0,45 

metazachlor 0,5 

penconazole 0,17 

prochloraze 0,01 

propyzamide 0,3 

prosulfocarbe 0,13 

simazine 0,48 

terbutylazine 0,45 

terbutylazine désétyl 0,97 

atrazine 0,013 

in situ dans eau de surface (rivier) (Ahrens et al., 
2018) 

atrazine désétyl (DEA) 0,035 

chloridazone 0,017 

imidaclopride 0,28 

isoproturon 0,35 

metalaxyl 0,084 

terbutylazine 0,069 

terbutylazine désétyl 0,01 

 
c. Stratégie d’échantillonnage 

 
Les échantillonnages ont été réalisés sur les stations S1 et S3 (annexe 1.3) à l’aide 

d’échantillonneurs passifs de type POCIS (AttractSPE POCIS, Affinissep). Ces derniers ont été 
exposés du 03 au 18 février 2022 (15 jours) à environ 15-20 cm de profondeur. Lors de la pose 
et de la récupération des échantillonneurs, des échantillonnages ponctuels d’eau ont 
également été effectués sur les deux stations (3 x 500 mL). De même, un blanc POCIS a été 
utilisé comme témoin de contamination lors de la pose et de la récupération des 
échantillonneurs passifs. Le blanc POCIS consiste en un POCIS laissé sur le bateau lors de la 
pose des échantillonneurs puis ramené immédiatement ensuite au laboratoire pour être 
extrait. Les analyses ont été réalisées en deux étapes : (i) la préparation de l’échantillon 
(extraction, purification et concentration des analytes) dont les protocoles sont exposés en 
annexe 1.9 et 1.10, et (ii) la détection et la quantification des composés a été réalisé par 
chromatographie liquide haute performance couplée à de la spectrométrie de masse en 
tandem (HPLC/MS/MS). L’extraction des eaux prélevées par échantillonnages ponctuels ont 
été réalisées à l’aide sur cartouche SPE (HLB Oasis).  

L’ensemble de la campagne d’échantillonnage de 2022 a été réalisée en collaboration 
avec le Centre de Recherche et d’Enseignement en Environnement et en Risques (CREER) de 
l’IMT des Mines d’Alès. 

Lors de cette campagne d’échantillonnage, un nombre plus restreint de résidus ont été 
recherchés. En effet, l’utilisation de POCIS pour la quantification de résidus nécessite une 
étude préalable de l’adsorption de chaque résidu sur celui-ci. Étant donné nos contraintes de 
temps,  nous avons fait le choix d'utiliser des Rs moyen calculés à partir de la littérature pour 
33 résidus phytosanitaires et 7 résidus pharmaceutiques (annexe 1.8).  
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Les performances analytiques des méthodes de détections utilisées dépendent du 
composé et varient dans les gammes données dans les tableaux annexes 1.11, lors de la cette 
campagne les limites de détection (LD) et de quantifications (LQ) ont été calculées 
individuellement pour chaque composé à partir de la courbe d’étalonnage (Equation (12) et 
(13)). 

𝐿𝐷 = 3. ?
9

 Equation (12)   et  𝐿𝑄 = 10. ?
9

 Equation (13) 

Avec s l’erreur standard sur la concentration mesurée par chromatographie, et a la pente de 
la courbe d’étalonnage concentration mesurée en fonction de la concentration réelle de 
l’étalon. 

 
Annexe  1.11 : Performances analytiques des méthodes de détection utilisées (a) pour la matrice “Eau ” et (b) 
pour la matrice POCIS 

a. 
Méthode 
utilisée 

Familles de 
composés 
recherchées avec 
cette méthode 

Limite de 
détection 
LD (ng/L) 

Limite de 
quantification  LQ 
(ng/L) 

b. 
Méthode 
utilisée 

Familles de 
composés 
recherchées avec 
cette méthode 

Limite de 
détection LD 
(ng/POCIS) 

Limite de 
quantification  LQ 
(ng/POCIS) 

Matrice “Eau ”, analyse au CREER de l’IMT Mines d’Alès Matrice “POCIS “, analyse au CREER de l’IMT Mines d’Alès 
 LC/MS/MS Phytosanitaires 4 – 310 13 - 1036  LC/MS/MS Phytosanitaires 2 – 155 7 - 518 
 LC/MS/MS Phytosanitaires 25 - 68 83 – 229  LC/MS/MS Phytosanitaires 13 - 34 42 – 122 
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Annexe 1.9: Protocole utilisé pour les extractions des échantillons ponctuels. 
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Annexe 1.10: Protocole utilisé pour les extractions des POCIS. 
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Résultats et Discussions 
1. Échantillonnage ponctuel 

Lors de la campagne de prélèvement réalisée le 16 janvier 2020 dans les 6 stations de 
la lagune de Salses-Leucate, seule la turbidité a présenté des variations d’une station à l’autre. 
En revanche, l’ensemble des autres paramètres physico-chimiques mesurés lors de cette 
campagne (salinité, O2 dissous, température, conductivité) présentent des valeurs 
relativement proches les unes des autres. 

La recherche systématique des 439 résidus organiques dans la matrice eau (396 résidus 
de phytosanitaires, 17 résidus d’HAP, 15 résidus de PCB, 3 résidus pharmaceutiques et 8 
résidus d’alkylphénols) et des 126 résidus dans le sédiment (91 résidus de phytosanitaires, 11 
résidus d’HAP, 15 résidus de PCB et 8 résidus d’alkylphénols) de la lagune ne révèle aucune 
valeur supérieure aux normes réglementaires en vigueur sauf pour les octylphénols détectés 
dans le sédiment à l’état de traces mais potentiellement supérieurs aux normes en vigueur 
(les limites de détection et de quantification de la méthode ne permettent pas de dire avec 
précision la quantité d’octylphénol ce qui amène à une interprétation délicate). Par ailleurs, il 
est important de noter que de nombreux composés détectés dans l’eau et/ou le sédiment ne 
présentent pas de normes réglementaires environnementales en vigueur (exemple le 
cyantraniliprol, le terbumeton…) ce qui amène à une interprétation délicate des 
concentrations détectées. 
● Dans l’eaux de la lagune : 

● 18 résidus détectés dans au moins 1 des 6 stations : 
● 7 résidus phytosanitaires (chloridazone, cyantraniliprol, fluroxypyr, 

fluxapyroxad, simazine, terbumeton déséthyl et terbuthylazine déséthyl) 
dont 5 présents dans toutes les stations (chloridazone, fluxapyroxad, 
simazine, terbumeton déséthyl et terbuthylazine déséthyl)  

● 3 résidus pharmaceutiques présents dans toutes les stations analysées 
(carbamazépine, diclofénac et sulfaméthoxazole) 

● 8 résidus d’alkylphénols présents dans toutes les stations analysées 
(octylphénols, nonylphénols, octylphénol (mono et di)ethoxylate et 
nonylphénol (mono et di)ethoxylate) 

● 1 résidus phytosanitaires retrouvés à des teneurs supérieures à la limite de 
quantification (cyantraniliprol) 

● Dans les sédiments de la lagune : 
● 24 résidus détectés dans au moins 1 des 6 stations : 

● 5 résidus d’HAP (benzo(a)anthracène, benzo(a)pyrène, 
benzo(b+k)fluoranthène, fluoranthène et indénol(1,2,3,-cd)pyrène) dont 1 
présents dans toutes les stations (fluoranthène) 

● 3 résidus phytosanitaires présents dans toutes les stations analysées 
(lindane et permethrine (cis et trans)) 

● 8 résidus de PCB présents dans toutes les stations analysées (18, 28, 52, 
101, 118, 138, 149, 153) 

● 8 résidus d’alkylphénols présents dans toutes les stations analysées 
(octylphénol, nonylphénol, octylphénol (mono et di)ethoxylate et 
nonylphénol (mono et di)ethoxylate) 
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● 5 résidus d’HAP retrouvés à des teneurs supérieures à la limite de quantification 
(benzo(a)anthracène, benzo(a)pyrène, benzo(b+k)fluoranthène, fluoranthène et 
indénol(1,2,3,-cd)pyrène) 

Dans la majorité des stations d’échantillonnage, les résidus détectés sont les mêmes 
(résidus détectés majoritairement dans 100% des prélèvements) ce qui, à ce stade et sous 
réserve d’analyses complémentaires pour confirmer ou infirmer ces résultats, laissent 
supposer une pollution diffuse des composés dans la lagune. De plus, tous les composés 
détectés sont à l’état de traces et beaucoup d’entre eux sont interdits en France (voir aussi en 
Europe) ou considérés comme substances extrêmement préoccupantes depuis plus ou moins 
longtemps. L’annexe 1.12a et b récapitulent l’ensemble des composés retrouvés dans l’eau 
(1.12a) et le sédiment (1.12b) ainsi que leurs utilisations, interdiction ou non, normes en 
vigueur, et concentration. 

L’analyse plus détaillée des composés détectés dans l’eau met en évidence que la 
majorité des composés sont interdits en France depuis plusieurs années. Pour les produits 
phytosanitaires, la majorité des composés détectés sont des composés utilisés comme 
herbicides dans les cultures de vignes, oliviers et dans l’arboriculture ce qui correspond aux 
paysages de la région des Corbières composés majoritairement de vignes, oliviers et fruitiers. 

En comparant nos résultats à ceux obtenus par l’Ifremer en 2013 dans l’étude PEPS-
LAG (réalisée elle en fin de printemps, début d’été : entre mai et août, (Munaron et al., 2012)), 
deux composés phytosanitaires, la simazine et la terbuthylazine déséthyl ressortent comme 
contaminants fréquents de la lagune puisque présents dans les deux études réalisées à des 
périodes différentes et avec des méthodes également différentes. En revanche, 
l’échantillonnage ponctuel réalisé lors de notre campagne met en évidence la présence de 
composés n’ayant pas été recherchés ou détectés par la méthode de l’échantillonnage passif 
réalisé dans l’étude PEPS-LAG de 2013. Pour les composés non détectés, il s’agit du 
cyantraniliprole et du fluroxypyr, et pour ceux non recherchés, il s’agit du chloridazone, du 
fluxapyroxad et du terbumeton déséthyl. De même, l’accumulation de composés par les 
échantillonneurs passifs de l’étude PEPS-LAG a permis de détecter des composés à l’état de 
traces dans l’eau qui n’ont pas été détectés dans la présente étude tel que par exemple 
l’Aldrine, l’Atrazine, le Diuron ou le DMST…, ou encore d’autres composés n’ayant pas été 
recherchés ici tel que par exemple la DCPU, le DMSA, l’hydroxy atrazine ou l’hydroxysimazine. 

De même, en s’appuyant sur d’autres études réalisées ailleurs en France sur des eaux 
de surfaces (Ile de France ,programme de surveillance INFO’PHYTO n°10 d’octobre 2018), il en 
ressort que les composés phytosanitaires retrouvés dans la lagune sont également retrouvés 
en France mais globalement dans des concentrations beaucoup plus importantes (de l’ordre 
du µg/L en Ile de France contre du ng/L dans la Lagune de Salses-Leucate).  

Concernant les composés retrouvés dans le sédiment, il s’agit de composés 
hydrophobes tels que les PCB, les HAP ou les alkyl phénols. Tous ces composés sont interdits 
en France (phytosanitaires et PCBs interdits depuis plus de 20 ans) et/ou sont classés comme 
étant des substances extrêmement préoccupantes selon la réglementation européenne 
(ECHA) pour tous les HAP et les alkylphénols car nocives pour l’environnement et/ou la santé 
et se retrouvant souvent dans notre alimentation par le biais des poissons, crustacés… Mise à 
part pour les octylphénols, les concentrations de toutes les substances retrouvées dans le 
sédiment sont inférieures aux normes en vigueur en France. Les octylphénols (4-tert-
octylphénol et 4-n-octylphénol) sont des perturbateurs endocriniens classés sur la liste des 
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substances extrêmement préoccupantes depuis 2011 (ECHA, 2012) et ayant fait l’objet de 
mesures prioritaires de la convention “pour la protection de l’environnement marin de 
l’Atlantique Nord-Est ” (OSPAR Commission, 2019). D’après cette convention, les octylphénols 
doivent être progressivement éliminés des milieux marins d’ici 2020 or ils sont toujours 
retrouvés dans la lagune de Salses-Leucate. De plus, d’autres études réalisées précédemment 
par la Direction régionale de l’Environnement, de l’Aménagement et du Logement Occitanie, 
Mer Littoral montrent une contamination constante aux alkylphénols dans les sédiments de 
la lagune. En effet, cette étude réalisée sur les sédiments de Port Leucate et Port Barcarès 
entre 2010 et 2014 met en évidence la présence de HAP en quantités plus importantes (entre 
10 et 100 µg/kg de masse sèche) que celles détectées dans la lagune cette année (de l’ordre 
du µg/kg de masse sèche) avec l’étude ici présentée (DREAL Occitanie, 2012a, 2012b). 
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Annexe 1.12a : Récapitulatif des composés détectés dans la matrice eau (ND = Non détecté) 
Famille Composé Concentration (en ng/L) Utilisation Normes NQE en 

eau salée1 (en 
ng/L) 

S1 S2 S3 S4 S5 S6 

Produits Phytosanitaires Chloridazone 1,3 2,8 <<1 1,1 1,4 1 Herbicide utilisé pour les betteraves – INTERDIT 
EN FRANCE DEPUIS 2019² (écoulement des stocks 
avant fin 2020) 

Non trouvée 

Cyantraniliprol ND ND 12 ND ND ND Insecticide utilisé pour les rosiers, arbres, 
arbustes, fleurs… 

Non trouvée 

Fluroxypyr ND ND 5,5 ND ND ND Herbicide utilisé pour les céréales (blé, avoine, 
seigle…) 

123 x 103 

Fluxapyroxad <<1 <<1 <<1 <<1 <<1 <<1 Fongicide utilisé pour les céréales Non trouvée 
Simazine 1 1,4 3 1,3 0,9 1,5 Herbicide utilisé dans l’arboriculture et la 

viticulture – INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 20013 
4,2 x 103 

Terbumeton déséthyl 1,9 2,5 3,6 3,1 2,1 2,2 Herbicide utilisé pour les agrumes et les vignes – 
INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 1998 (et 20034 en 
Europe)  

Non trouvée 

Terbuthylazine déséthyl 1,1 2,1 2,9 1,8 1,2 1,8 Herbicide utilisé pour les agrumes, vignes et 
oliviers – INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 20045 

32 

Produits pharmaceutiques Carbamazépine Non recherché Non recherché <400 Non recherché <400 <400 Antiépileptique 31,6 x 103 
Dicofénac Non recherché Non recherché <500 Non recherché <500 <500 Anti-inflammatoire non stéroïdiens 6 x 103 
Sulfaméthoxazole Non recherché Non recherché <500 Non recherché <500 <500 Antibiotiques sulfamidé Non trouvée 

Alkyl phénols 4-tert-octylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Utilisé dans les protecteurs solaires, les résines 
phénolitiques (encres, vernis…). 
Également présent en temps qu’impureté dans les 
nonylphénol (entre 3 et 10%) – SUBSTANCE 
EXTRÊMEMENT PREOCCUPANTE par ECHA en 
2011, puis sur la liste des produits chimiques 
devant faire l’objet de mesures prioritaires de la 
convention “pour la protection de 
l’environnement marin de l’Atlantique Nord-Est ” 
(OSPAR) et devant être progressivement éliminée 
des milieux marins d’ici 2020 

133 

4-n octylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 133 

Octylphénol Monoéthoxylate 
(OPEO1) 

Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Utilisé comme émulsifiants et agents de dispersion 
dans des pesticides – SUBSTANCE CANDIDATE à 
AUTORISATION AVEC UNE PRIORITE 
“RELATIVEMENT HAUTE “ à “HAUTE “ dans 
l’ECHA en 20137 car dans l’environnement se 
décompose en octylphénol  

Non trouvée 

Octylphénol Diethoxylate 
(OPEO2) 

Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Non trouvée 

Nonylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Utilisé dans les matières plastiques, produits de 
nettoyages, fabrication de papier, fabrication de 
produit cosmétiques…mais soumis à 
réglementation (ne peuvent pas être mis sur le 
marché ni employés en tant que substances ou 
constituants de préparations à des concentrations 
égales ou supérieurs à 0,1% en masse 8) – 
SUBSTANCE PRIORITAIRE AU TITRE DE LA 
DIRECTIVE-CADRE SUR L’EAU en 20109 en tant 
que substance toxique pour la reproduction 

2,1 x 103 
4-n nonylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 2,1 x 103 

Nonylphénol Monoéthoxylate 
(NPEO1) 

Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Utilisé dans les produits de nettoyage à 
destination industrielle et domestiques. 
Dans l’environnement se dégrade rapidement en 
nonylphénols 

Non trouvée 

Nonylphénol Diethoxylate 
(NPEO2) 

Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Non trouvée 
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1 Normes 2018 (INERIS, 2018), Concentration Maximale Acceptable (CMA) applicable dans l’eau visant la protection des organismes marins – 2 ANSES N°2019-10 Octobre 2019 (ANSES, 2019a) – 3 JO n°275 du 27novembre2001 (Reglementation Française, 2001)– 4 
Règlement 2076/2002 (ANSES, 2007) – 5 Règlement 1490/2002 Avis JORF 26/9/2003 (Reglementation Française, 2003) – 6  Article 57 f - substance of very high concern (SVHC), Annexe X de la  Directive n°2000/60/EC (Union Européenne, 2000a) – 7 Article 57 f - substance 
of very high concern (SVHC)) (ECHA, 2012) – 8 Directive 2003/53/CE du 18 juin 2003 (Union Européenne, 2003) – 9 Arrêté du 22 novembre 2010 (Reglementation Française, 2010) 

Annexe 1.12b : Récapitulatif des composés détectés dans la matrice sédiment (ND = Non détecté ; PBT = Persistant, Bioaccumulable et Toxique ; vPvB = very Persistant et very Bioaccumulable) 
Famille Composé Concentration (en µg/kg Masse Sèche) Utilisation Normes NQE pour 

les sédiments en eau 
salée1 (en ng/L) S1 S2 S3 S4 S5 S6 

HAP Benzo(a) anthracène ND ND 0,43 ND ND Non recherché Provient de combustions incomplètes 
(incendie, voiture…) et est aussi présent 
dans certains goudrons – SUBSTANCE 
EXTREMEMENT PREOCUPANTE par ECHA 
DEPUIS 20182 (PBT et vPvB) 

Non trouvée 

Benzo(a) pyrène ND ND 0,53 ND ND Non recherché Provient de combustions incomplètes 
(incendie, voiture…) et est aussi présent 
dans certains goudrons – SUBSTANCE 
EXTREMEMENT PREOCUPANTE par ECHA 
DEPUIS 20163 (PBT et vPvB) 

91,5 

Benzo(b) fluoranthène ND ND 0,51 ND ND Non recherché Provient de combustions incomplètes 
(incendie, voiture…) et est aussi présent 
dans certains goudrons – SUBSTANCE 
EXTREMEMENT PREOCUPANTE par ECHA 
DEPUIS 20014 

70,7 

Benzo(k) fluoranthène ND ND 0,27 ND ND Non recherché Provient de combustions incomplètes 
(incendie, voiture…) et est aussi présent 
dans certains goudrons – SUBSTANCE 
EXTREMEMENT PREOCUPANTE par ECHA 
DEPUIS 20195 (PBT et vPvB) 

67,5 

Fluoranthène 0,1 0,2 1 0,3 0,2 Non recherché Provient de combustions incomplètes 
(incendie, voiture…) et est aussi présent 
dans certains goudrons – SUBSTANCE 
EXTREMEMENT PREOCUPANTE par ECHA 
DEPUIS 20195 (PBT et vPvB) 

2000 

Indénol(1,2,3,-cd) pyrène ND ND 0,25 ND ND Non recherché Provient de combustions incomplètes 
(incendie, voiture…) et est aussi présent 
dans certains goudrons – SUBSTANCE 
EXTREMEMENT PREOCUPANTE par ECHA 
DEPUIS 20014 

Non trouvée 

Produits phytosanitaires Lindane <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 Non recherché Insecticide utilisé pour la démoustification 
et le traitement des semences – INTERDIT 
EN FRANCE DEPUIS 19986 

Non trouvée 

Permethrine (cis) 0,14 0,12 0,18 0,18 0,17 Non recherché Insecticide / acaricide utilisé pour les 
céréales – INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 
20007 

Non trouvée 

Permethrine (trans) 0,31 0,26 0,14 0,26 0,15 Non recherché Non trouvée 

PCBs 18, 28, 52, 101, 118, 138, 149, 
153 

<0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 Non recherché Utilisé pour comme lubrifiants (turbines, 
pompes…), dans la fabrication de 
transformateurs électriques et de 
condensateurs, et dans certaines peintures, 
huiles, adhésifs… – INTERDIT EN FRANCE 
DEPUIS 19878 COMME POLLUANTS 
ORGANIQUES PERSISTANTS 

680 pour les PCB 
totaux 

Alkyl phénols 4-tert-octylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Utilisé dans les protecteurs solaires, les 
résines phénolitiques (encres, vernis…). 
Également présent en temps qu’impureté 
dans les nonylphénol (entre 3 et 10%) – 
SUBSTANCE EXTRÊMEMENT 
PREOCCUPANTE par ECHA en 2011, puis 

3,4 

4-n octylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 3,4 
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sur la liste des produits chimiques devant 
faire l’objet de mesures prioritaires de la 
convention “pour la protection de 
l’environnement marin de l’Atlantique 
Nord-Est ” (OSPAR) et devant être 
progressivement éliminée des milieux 
marins d’ici 2020 

Octylphénol Monoéthoxylate 
(OPEO1) 

Non recherché Non recherché <50 Non recherché <50 <50 Utilisé comme émulsifiants et agents de 
dispersion dans des pesticides – 
SUBSTANCE CANDIDATE à AUTORISATION 
AVEC UNE PRIORITE “RELATIVEMENT 
HAUTE ” à “HAUTE ” dans l’ECHA en 20139 
car dans l’environnement se décompose 
en octylphénol 

Non trouvée 

Octylphénol Diethoxylate 
(OPEO2) 

Non recherché Non recherché <50 Non recherché <50 <50 Non trouvée 

Nonylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 Utilisé dans les matières plastiques, 
produits de nettoyages, fabrication de 
papier, fabrication de produit 
cosmétiques…mais soumis à 
réglementation (ne peuvent pas être mis 
sur le marché ni employés en tant que 
substances ou constituants de préparations 
à des concentrations égales ou supérieurs à 
0,1% en masse 10) – SUBSTANCE 
PRIORITAIRE AU TITRE DE LA DIRECTIVE-
CADRE SUR L’EAU en 201011 en tant que 
substance toxique pour la reproduction 

180 

4-n nonylphénol Non recherché Non recherché <100 Non recherché <100 <100 180 

Nonylphénol Monoéthoxylate 
(NPEO1) 

Non recherché Non recherché <50 Non recherché <50 <50 Utilisé dans les produits de nettoyage à 
destination industrielle et domestiques. 
Dans l’environnement se dégrade 
rapidement en nonylphénols 
 
 
 

Non trouvée 

Nonylphénol Diethoxylate 
(NPEO2) 

Non recherché Non recherché <50 Non recherché <50 <50 Non trouvée 

1 Normes 2018 (INERIS, 2018), Concentration Maximale Acceptable (CMA) applicable aux sédiments visant la protection des organismes marins – 2 ED/01/2018 (ECHA, 2018a)– 3 ED/21/2016   (ECHA, 2016) – 4 2455/2001/CEE (Union Européenne, 2001) – 5 ED/88/2018  
(ECHA, 2018b) – 6  Avis 1997-01-28   – 7 2000/817/CE  (Union Européenne, 2000b) – 8 Décret n° 87-59  (Reglementation Française, 1987)– 9 Article 57 f - substance of very high concern (SVHC)) (ECHA, 2012) – 10 Directive 2003/53/CE du 18 juin 2003 (Union Européenne, 
2003)– 11 Arrêté du 22 novembre 2010  (Reglementation Française, 2010)

https://echa.europa.eu/documents/10162/6adbea83-2790-92a4-06cd-ce39c4bf3211
https://echa.europa.eu/documents/10162/4b054c5b-8511-4a30-8ef8-35ab143b4fd0
https://echa.europa.eu/documents/10162/afa7d75c-b83f-fef0-ae10-41e70a1e57f7
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3. Échantillonnage passif ou cumulatif 

Lors de la campagne de prélèvement réalisée en février 2023 dans les 2 stations de la 
lagune de Salses-Leucate, les paramètres physico-chimiques mesurés lors de cette campagne 
(salinité, O2 dissous, température, conductivité, pH et turbidité) présentent des valeurs 
relativement proches les unes des autres. 

La recherche systématique des 40 résidus de contaminants organiques dans la matrice 
eau (33 résidus de phytosanitaires, 7 résidus pharmaceutiques) de la lagune ne révèle aucune 
valeur supérieure aux normes réglementaires en vigueur aussi bien pour les échantillonnages 
ponctuels que cumulatifs (annexe 1.13). Excepté pour le déisopropylatrazine, l’ensemble des 
résidus recherchés sont présents dans les échantillons avec des concentrations inférieures à 
la limite de quantification de la méthode. L’atrazine et la simazine sont également détectés à 
partir de l’extraction des POCIS mais en concentrations inférieures à la limite de quantification 
pour les deux stations. Le tableaux 3a récapitule l’ensemble des composés retrouvés dans 
l’eau ainsi que leurs utilisations, interdiction ou non, normes en vigueur, et concentration. 

L’analyse plus détaillée des composés détectés dans l’eau met en évidence que la 
majorité des composés sont interdits en France depuis plusieurs années. Pour les produits 
phytosanitaires, la majorité des composés détectés sont des composés utilisés comme 
herbicides dans les cultures de vignes, oliviers et dans l’arboriculture ce qui correspond aux 
paysages de la région des Corbières composés majoritairement de vignes, oliviers et fruitiers. 

En comparant nos résultats à ceux obtenus par l’Ifremer en 2013 dans l’étude PEPS-
LAG (réalisée elle en fin de printemps, début d’été : entre mai et août, (Munaron et al., 2012)), 
certains composés phytosanitaires ressortent comme contaminants fréquents de la lagune 
puisque présents dans les études réalisées à des périodes différentes et avec des méthodes 
également différentes. En effet, la simazine ressort en concentration similaire dans les deux 
campagnes réalisées durant cette thèse ainsi que dans l’étude de l’Ifremer. Il en est de même 
pour l’atrazine et ces composés de dégradation qui sont systématiquement détectés par les 
échantillonnages cumulatifs avec des concentrations constantes entre 2013 et 2022. De la 
même manière le Fluroxypyr et le terbumeton déséthyl ont été détectés dans les deux 
campagnes réalisées durant cette thèse quelle que soit la méthode d’échantillonnage utilisée 
mais ne peuvent pas être quantifiés. 

Concernant les résidus pharmaceutiques, les composés détectés en 2013 lors de 
l’étude PEPS-LAG le sont toujours en 2022 mais en concentration nettement plus faible. Il est 
important de souligner la différence de concentration entre les études pour la caféine (facteur 
300). La caféine étant l’un des composés les plus couramment consommés par la population 
il n’est pas étonnant d’en retrouver en forte concentration dans l’eau or lors de la dernière 
campagne d’échantillonnage réalisé durant cette thèse (2022) les concentrations détectées 
sont de l’ordre du ng/L/jour ce qui est très faibles.  
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Annexe 1.13 : Récapitulatif des composés détectés dans la matrice eau (ND = Non détecté) 

Famille Composé 

Concentration (en ng/L pour l'échantillonnage ponctuel et ng/L/jour pour l'échantillonnage cumulatif) 

Utilisation 
Normes NQE 
en eau salée1 

(en ng/L) 

S1 S3 

échantillonnage 
ponctuel (pose des 
POCIS) 

échantillonnage 
ponctuel (récupération 
des POCIS) 

échantillonnage 
cumulatif (POCIS) 

échantillonnage 
ponctuel (pose des 
POCIS) 

échantillonnage 
ponctuel (récupération 
des POCIS) 

échantillonnage 
cumulatif (POCIS) 

Produits 
Phytosanitaires 

Acetochlore <<1 0.5 <<1 <<1 0.5 ND Herbicide utilisé dans les cultures de maïs 
- INTERDIT EN France DEPUIS 2013 2  2,6 2  

Alachlor <<1 0.6 <<1 0.7 0.6 <<1 Herbicide utilisé dans la culture d'arbre 
fruitiers  650 

Atrazine <<1 0.7 0.6 <<1 <<1 0.6 Herbicide - INTERDIT EN France DEPUIS 
2001 3 200 

Atrazine-desethyl <<1 <<1 0.9 <<1 <<1 1.1 produit de dégradation de l’atrazine, 
Herbicide  Non trouvée 

Chlorotoluron <<1 0.8 <<1 <<1 0.5 0.6 Herbicide Non trouvée 

DCPMU <<1 1.2 <<1 1.1 0.6 <<1     

Déisopropylatrazine 
(DIA) 1 2.6 14.6 4.8 3.2 14.6 produit de dégradation de l’atrazine, 

Herbicide  Non trouvée 

Diuron 1 1.1 1.3 0.5 0.8 1.1 Herbicide - INTERDIT EN France 4 1800 

Epoxiconazole <<1 0.6 <<1 <<1 <<1 <<1 
Fongicide utilisé dans les cultures de 
céréale et betteraves - INTERDIT EN 
France DEPUIS 2019 5  

18 (PNEC) 6  

Flazasulfuron <<1 0.6 <<1 <<1 0.7 <<1 Herbicide utilisé dans les cultures 
d’agrumes, de vignes et d’olivier  

70 (PNEC eau 
douce) 16  

Isoproturon ND 0.7 <<1 <<1 <<1 <<1 Herbicide 1000 

Linuron <<1 0.6 <<1 <<1 0.6 <<1 Herbicide Non trouvée 

Metalaxyl <<1 1 <<1 0.5 0.6 <<1  Fongicide utilisé dans les cultures de 
légumes et les vignes 

 56 000(PNEC 
eau douce) 7 

Metolachlor <<1 1.3 <<1 1.2 1.5 <<1 
 Herbicide utilisé dans les cultures 
légumières, tropicales, maïs, soja, 
tournesol… 

 6 700 (PNEC 
eau douce) 7 

Oxadixyl <<1 <<1 0.6 <<1 <<1 <<1  Fongicide - INTERDIT DEPUIS 2003 8   

Penchloraz <<1 0.6 <<1 0.6 <<1 <<1     

Propyzamide <<1 1.1 1.7 0.7 0.8 1.4  Herbicide utilisé dans les cultures de 
fruitiers, maïs, colza… 

 8 000 (PNEC 
eau douce)  

Simazine <<1 0.5 <<1 <<1 <<1 <<1 
Herbicide utilisé dans l’arboriculture et la 
viticulture – INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 
2001 9 

4,2 x 10 

Tebuconazole 0.6 0.5 2.7 2.2 1.4 4.8 
Fongicide utilisé dans les cultures 
légumière, fruitière et grande culture 
(maïs, blé…)  

 1 000 (eau 
douce)  

Terbutylazine <<1 <<1 0.6 <<1 <<1 0.7 
Herbicide utilisé pour les agrumes, vignes 
et oliviers – INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 
2004 10 

32 

Terbutylazine 
hydroxul <<1 0.7 0.7 0.7 0.7 0.6 produit de dégradation de la 

terbuthylazine   
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Fluroxypyr 11.8 22.8 149.7 40.8 22.4 72.9 Herbicide utilisé pour les céréales (blé, 
avoine, seigle…) 123 x 10 

Terbumeton 
desethyl ND ND 0.3 ND ND 0.8 

produit de dégradation du terbumeton, 
Herbicide utilisé pour les agrumes et les 
vignes – INTERDIT EN FRANCE DEPUIS 
1998 (et 2003 11 en Europe)  

Non trouvée 

Produits 
pharmaceutiques 

Cafeine ND <<1 2.4 0.5 1.1 1.8  Stimulant   

Carbamazepine ND ND 1.4 ND ND 1.1 Antiepileptique 31600 

1 Normes 2018 (INERIS, 2018), Concentration Maximale Acceptable (CMA) applicable dans l’eau visant la protection des organismes marins – 2 Règlement 1107/2009/CE (Union Européenne, 2009) – 3 Rapport n°215, Annexe 47 (Parlement, 2003) – 4 JORF n°204 du 4 
septembre 2007 (Reglementation Française, 2007) – 5 ANSES, saisine n°2018-SA-0289 (ANSES, 2019b, 2019c) – 6  Fiche INERIS (INERIS, 2011) – 7  ANSES (ANSES, 2021a, 2021b) – 7  Fiche INSERIS – 8 Règlement 2076/2002 Avis JORF 18/8/2002 (Reglementation Française, 
2002) – 9 JO n°275 du 27 novembre 2001 (Reglementation Française, 2001) – 10 Règlement 1490/2002 Avis JORF 26/9/2003 (Reglementation Française, 2003)– 11 Règlement 2076/2002 (ANSES, 2007) 
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En conclusion, quelle que soit la méthode d’échantillonnage considérée,  (ponctuel ou 
cumulatif), la contamination détectée dans l’eau de la lagune demeure à l’état de traces et est 
systématiquement inférieure aux normes en vigueur en France. Cette contamination est en 
constante diminution depuis 2013 avec un nombre de résidus détectés de plus en plus faible 
(annexe 1.14). Les concentrations relevées au cours des campagnes d’échantillonnage dans la 
lagune de Salse-Leucate n’ont pas permis d’identifier un ou plusieurs composés candidats, 
susceptibles d’être intégrés, seuls ou en mélange, à notre étude relative à l’inactivation de 
contaminants organiques par traitement photocatalytique. À titre informatif, ce travail devait 
initialement constituer le premier volet de ce travail de thèse. 

 

Annexe 1.14: Évolution du nombre de résidus détecté dans deux zones de la lagune de Salses-Leucate 
 
Annexe N°2 : Supplementary file de l’article N°1 

 
Supplementary 1: Inhibitory and promoting effect for each AOP (OM: organic matter) (adapted from Lado Ribeiro 
et al.[26]) 
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Supplementary 2: Summary of studies dealing with microorganism disinfection in saltwater using AOPs 

Used AOP Matrix Microorganisms Degradation efficiency Ref/authors 

UV 

Milli-Q water Escherichia coli 0.1167 s-1  [96] 

Natural fresh 
water Escherichia coli 0.0149 s-1 

[96] 

Artificial 
seawater 

Escherichia coli 0.0795 s-1 [96] 

Alteromonas sp 0.1790 (cm².m)-1 [79] 

Corynebacterium stationis 0.3688 (cm².m)-1 [79] 

Natural 
seawater 

Vibrio 

0.009 min-1 (CPC) [150] 

0.004 min-1 (RW) [150] 

97.49% dead organisms [95] 

Enterococcus 100% dead organisms [95] 

Escherichia coli 98.45% dead organisms [95] 

Plankton (zooplankton / 
phytoplankton) 83.73% / 58.41% dead organisms 

[95] 

UV/H2O2 

Milli-Q water Escherichia coli 0.1517 s-1 [96] 

Natural fresh 
water Escherichia coli 0.1416 s-1 

[96] 

Artificial 
seawater Escherichia coli 0.1322 s-1 

[96] 

Natural 
seawater 

Vibrio 

0.18 min-1 (CPC) [150] 

0.28 min-1 (RW) [150] 

0.0023 to 0.05 s-1 (depend on the UV 
source) 

[151] 

100% dead organisms [95] 

Enterococcus 100% dead organisms [95] 

Escherichia coli 99.22% [95] 

Plankton (zooplankton / 
phytoplankton) 91.26% / 86.49% dead organisms 

[95] 

UV/HSO5- 
Natural 
seawater 

Vibrio 0.0035 to 0.056 s-1 (depend on the UV 
source) 

[151] 

UV/H2O2/Fe2+ 

Milli-Q water Escherichia coli 0.1986 s-1 [96] 

Natural fresh 
water Escherichia coli 0.1828 s-1 

[96] 

Artificial 
seawater Escherichia coli 0.1823 s-1 

[96] 

UV/H2O2/Fe2+/HCO3- 

Milli-Q water Escherichia coli 0.1540 s-1 [96] 

Natural fresh 
water Escherichia coli 0.1466 s-1 

[96] 

Artificial 
seawater Escherichia coli 0.1376 s-1 

[96] 

H2O2 
Natural 
seawater Vibrio 

0.17 min-1 [150] 

95.42% dead organisms [95] 
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100% dead organisms (3 log reduction in 
40min) 

[154] 

Total cultivable bacteria 
100% dead organisms (6log reduction in 
80min) 

[154] 

Escherichia coli 89.77% dead organisms [95] 

Enterococcus 0% dead organisms [95] 

Plankton (zooplankton / 
phytoplankton) 71.81% / 87.76% dead organisms 

[95] 

UV/TiO2 

Artificial seawater 
Alteromonas sp 0.2666 (cm².m)-1 [96] 

Corynebacterium stationis 0.5260 (cm².m)-1 [96] 

Natural seawater 

Vibrio 98.11% dead organisms [95] 

Escherichia coli 99.03% dead organisms [95] 

Enterococcus 100% dead organisms [95] 

Plankton (zooplankton / 
phytoplankton) 74.81% / 88.42% dead organisms 

[95] 

algae 1 to 2 log (1min) [153] 

UV/TiO2/H2O2 Natural seawater 

Vibrio 99.99% dead organisms [95] 

Escherichia coli 98.38% dead organisms [95] 

Enterococcus 100% dead organisms [95] 

Plankton (zooplankton / 
phytoplankton) 83.85% / 96.15% dead organisms 

[95] 

Visible/Fe2-O3-TiO2 Artificial seawater Vibrio fischeri 0.0083 s-1 – 1 log (250min) [98] 

Cn-N-TiO2/UV Natural seawater algae 5 to 6 log (1min) [153] 

Fe-ACF electro Fenton-
like  Natural seawater 

Chlorella  10 to 100% dead organisms (depend on the 
voltage applied) 

[164] 

Dunaliella salina 20 to 100% dead organisms (depend on the 
voltage applied) 

[164] 

UV/O3/H2O2 Natural seawater  

Vibrio spp.  100% dead organisms (3 log reduction in 
20min) 

[154] 

Total culturable bacteria 100% dead organisms (6 log reduction in 
80min) 

[154] 

UV/BDD electrode Natural seawater Heterotroph marine bacteria 1082.32 L.Ah-1 [101] 

 
 
Annexe N°3 : Analyse de la méthode de traitement adéquate pour les résultats de 
metabarcoding : choix ASV / OTU FROGS  

La littérature présente plusieurs méthodes d'analyse des données de séquençage, 
chacune avec ses avantages et inconvénients. Bien que certaines publications aient déjà 
comparé ces méthodes (Bernard et al., 2021), cette annexe se propose de les évaluer à parti 
nos propres données afin de tenter de déterminer la méthodologie la plus adaptée à notre 
étude. Le traitement des données a été effectué en parallèle, soit via la plateforme 
bioinformatique FROGS pour générer des OTUs avec l’algorithme SWARM (Annexe 3.1a), soit 
avec Qiime2 et Dada2 pour créer des ASV (réalisé en ligne de commande, Annexe 3.1b). Dans 
les deux cas, nous avons utilisé la base de données 16S Silva 138 pour effectuer les affiliations 
taxonomiques. 
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Une comparaison des méthodes utilisées à chaque étape (Annexe 3.2) révèle des 
différences importantes dans les outils bioinformatiques employés. La méthode utilisée dans 
FROGS pour la génération des OTUs souligne l'importance du choix de la séquence graine par 
l’algorithme dans le processus de clustering. En modifiant cette séquence graine, les clusters 
et donc les OTUs peuvent varier. De même, lors de la création des ASVs, des biais peuvent 
apparaître. En l'absence de "pseudo-pooling»des données lors de l'étape de dé-bruitage, les 
variants rares risquent d'être éliminés. En effet, avec Dada2, la création des ASVs est réalisée 
de manière indépendante pour chaque échantillon, ce qui signifie qu'un variant apparaissant 
seulement une fois dans un échantillon, même s'il est plus abondant dans d'autres, peut être 
considéré comme du bruit et être exclu de l'échantillon où il est moins représenté. Cependant, 
cela peut être corrigé en ajoutant un paramètre de pseudo-pooling, qui permet de réaliser le 
dé-bruitage en considérant l'ensemble des séquences de tous les échantillons, au lieu de les 
traiter individuellement. 
 

a.  

b.  

Annexe 3.1: Pipeline utilisé pour le traitement des données de barcoding (a) pour générer les OTUs avec FROGS 
(sur Galaxy) ou (b) pour générer les ASVs. 
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Annexe 3.2: comparaison étape par étape des méthodes utilisées pour la création d’ASV et d’OTU 

 OTUs FROGS ASV 

Méthode de 
nettoyage 

- Cutadapt 
- Taille des séquences 
- Élimination des bases 

ambigües et des séquences ne 
contenant pas la séquence des 
amorces 

- Choix manuellement en fonction de la 
qualité des séquences (possibilité 
d’utiliser cutadapt en amont) 

- Élimination des bases ambiguës (dé-
bruitage réalisé sur les 2 reads 
séparément, correction d’erreur de 
Golay)  

Merge des 
Reads 

VSEARCH et Flash (avec un taux de 
mismatch de 0.1) 

 

Méthode de 
clustering, 
création des 
OTUs 
/ 
Création des 
ASVs 

Swarm (FROGS version 3.2) avec une 
distance d’agrégation de 1 (clustering 
itératif avec une différence de 1 avec la 
séquence précédente, PUIS vérification 
des abondances en fonction de la 
distance avec la séquence graine) 

Création des ASV réalisée indépendamment 
entre chaque échantillon (ne tient pas compte 
des séquences des autres échantillons ou 
réplicas) ce qui induit une perte des variants 
rares. Pour pallier à cela, le “pseudo-
pooling»des données est utilisé pour le dé 
bruitage 

Elimination des 
chimères 

De Novo indépendamment sur chaque 
échantillon (VSEARCH avec la méthode 
UCHIME) puis élimination des 
séquences chimèriques dans tous les 
échantillons (lorsqu’elles sont présentes 

De Novo indépendamment sur chaque 
échantillon (VSEARCH avec la méthode 
UCHIME) puis élimination des séquences 
chimèriques par échantillon 
SAUF si ajout d’un paramètre de Pooling 

Affiliation 
taxonomique 

Blastn+ sur la base de données 
Silva138.1 

Base de données Silva138 

 
 Une fois les ASVs et les OTUs générés, l'analyse statistique a été réalisée à l'aide du 
package "phyloseq»dans R. Pour comparer les deux méthodes de traitement, l'analyse 
statistique a été menée en parallèle pour les OTUs et les ASVs générés à partir des échantillons 
d'eau (comme présenté dans l'article N°2). 
 
Dans un premier temps, les chloroplastes et les archées ont été exclus de l'analyse pour ne 
conserver que la communauté bactérienne. Ensuite, les séquences ont été normalisées entre 
tous les échantillons par raréfaction. Pour faciliter l'analyse des données, lorsque le genre 
bactérien était inconnu, la famille a été utilisée sous la forme "unknown_genus_family". 
 
Une fois les données préparées, une analyse classique de la diversité alpha et de la 
dissimilarité bêta a été effectuée. L'Annexe 3.3 présente le nombre de genres bactériens 
détectés à la fois dans les analyses en ASV (avec et sans regroupement des échantillons pour 
la création des ASV) et en OTU, ou uniquement avec l'une des méthodes. Cette analyse met 
en évidence un plus grand nombre de genres bactériens détectés avec les OTUs lorsque 
aucune normalisation n'est appliquée (Annexe 3.3a). En revanche, le nombre de genres 
bactériens détectés est identique entre les ASVs (149) et les OTUs (151) lorsque seuls les 
genres bactériens représentant plus de 0,1% de l'abondance sont pris en compte. Cela signifie 
qu'une grande partie des genres bactériens détectés avec les OTUs sont présents en très faible 
abondance dans les échantillons. 
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Ces différences ont peu d'influence sur les analyses statistiques ultérieures, comme le montre 
l'Annexe 3.4, où les échantillons d'eau forment des groupes distincts en fonction du type de 
traitement de désinfection utilisé. 

a.  b.  

Annexe 3.3: Diagramme de Venn des genres bactériens retrouvés en fonction de la méthode d’analyse utilisée, 
(a) en prenant tous les ASV et OTU quelques soit leur abondance après avoir normalisé les données avec une 
raréfaction de 10 000, et (b) en prenant en compte uniquement les genres bactériens ayant une abondance 
supérieure à 0,1% après avoir normalisé les données avec une raréfaction de 10 000  

 
a.  

b.  
Annexe 3.3: Effet des traitements de désinfection sur le microbiote de l’eau, représentation en PCoA de la 
dissimilarité de Bray-Curtis (•) eau de mer n’ayant subi aucun traitement (contrôle), (•) eau de mer traitée par 
photocatalyse, et (•) eau de mer traitée par photolyse. Pour un traitement de  (*) 0h (microbiote de l’eau avant 
traitement), (·) 30 minutes, (

♦

) 1h, et (▲) 2h.  
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Annexe N°4 : Supplementary file de l’article N°2 
 

Supplementary 1: experimental design for the Vibrio harveyi inactivation. 
 
 
 

Supplementary 2: Survival curve of oyster for OsHV-1 adhesion experiments. — CSW after 30 min of UV/TiO2 
treatment, — CSW after 30 min of UV treatment, — CSW without treatment, — CSW after 30 min of adhesion 
onto 5 g/L of TiO2 under agitating and kept out of any UV (dark control assay). 

 
Supplementary 3: barcoding analysis pipeline. 
https://github.com/CecileBlanchon/Article  
 
 
 
 
 
 
 

https://github.com/CecileBlanchon/Article
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a.  

b.  

Supplementary 4 : Vibrio harveyi adhesion experiment (a) at various salinity, and  (b) at various pH. Experiments were 
performed with artificial seawater (Lewis water) at 5 g/L of TiO2 under agitating and kept out of any UV for 5 hours, 
corresponding to dark control assays. 
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a.  

b.  

c.  

Supplementary 5: Vibrio and bacterial concentration in seawater during and after photo-oxidative treatment (a) OsHV-1 
µVar was quantified by qPCR and expressed as genomic unit per µl (b) total bacteria, and (c) total Vibrio were quantified 
by qPCR and expressed as copies of 16S rDNA per mL. (•) seawater treated by UV365/TiO2, (•) seawater treated by UV365 

alone, and (•) reference seawater (kept away of UV). 
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Annexe N°5 : Typage biochimique de la souche de Vibrio harveyi 
Le typage biochimique de la souche de Vibrio harveyi a été réalisé en triplicats à l’aide 

de Galerie API 20E (Biomérieux) à partir de la souche sauvage et la souche exprimant le 
plasmide pFD086 (GFP, TrimR) (Oyanedel et al., 2023). Pour ces deux isolats, le typage 
biochimique permet bien d’identifier une souche apapartenant au genre des Vibrio et 
appartenant au milieu marin (Vibrio alginolyticus) mais le genre Vibrio harveyi n’étant pas 
dans la base de données celui-ci n’est pas identifié avec la lecture de galerie. De plus, le typage 
biochimique est identique entre la souche sauvage et modifiée avec le plasmide ce qui est 
cohérent puisqu’il s’agit de la même souche. 
 

a.  

b.  

Annexe 5: Résultats du typage biochimique pour la souche de Vibrio harveyi sauvage (a) et pour la souche modifiée avec le 
plasmide pFD086 (GFP, TrimR) (b). Les typages ont été réalisés 3 fois pour chaque souche avec le même résultat. 

 
 
Annexe N°6 : Code matlab utilisé pour la simulation Chapitre 3, article N°3 
https://github.com/CecileBlanchon/SimulationPhotocatalysis.git  
 

https://github.com/CecileBlanchon/SimulationPhotocatalysis.git
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Résumé 
 
Au cours des dernières années, les changements environnementaux ont eu un impact significatif sur 
la santé des organismes marins, entraînant des pertes économiques considérables et en particulier 
pour les mollusques. Un exemple frappant de cette problématique est le "Pacific Oyster Mortality 
Syndrome” (POMS), une maladie causant des pertes de production d'huîtres Crassostrea gigas 
atteignant jusqu'à 80%. Cette maladie est complexe et implique à la fois une infection virale par 
l'Ostreid Herpes Virus 1 (OsHV-1 µVar) couplée à plusieurs infections bactériennes, principalement par 
des bactéries du genre Vibrio. Afin d’améliorer la qualité de l’eau, les installations aquacoles utilisent 
des méthodes de désinfection, comme l'irradiation par rayonnements UVC ou la filtration. Cependant, 
aucun de ces procédés ne permet de traiter à la fois les agents biologiques pathogènes et les polluants 
abiotiques qui peuvent affecter la santé des huîtres. Mon projet de doctorat se concentre sur l'étude 
d'un procédé appelé photocatalyse hétérogène utilisant la ressource solaire. Ce procédé a le potentiel 
de traiter efficacement l'eau de mer en éliminant à la fois les agents biotiques (comme les virus ou les 
bactéries pathogènes) et abiotiques (pesticides, toxines). Il repose sur l'utilisation du dioxyde de titane 
(TiO2) comme catalyseur. Ce travail de recherche a été divisé en plusieurs parties. Tout d’abord, la 
capacité d’inactivation des pathogènes cibles par photocatalyse a été étudiée en utilisant comme 
modèles d’étude le virus OsHV-1 μVar et la bactérie Vibrio harveyi. L’impact du procédé sur la santé 
des huîtres et les communautés microbiennes de l’eau a été caractérisé. Dans un deuxième temps, 
l’inactivation bactérienne a été modélisée afin de comprendre comment les conditions 
météorologiques et l’emplacement géographique impact les performances des photo-réacteurs 
solaires. Enfin, la faisabilité de la photocatalyse en eau de mer pour la désinfection de pathogènes 
ostréicoles a été démontrée. Ce travail devrait permettre à terme de développer une solution 
écoresponsable et innovante pour sécuriser les installations aquacoles 
Mots clefs : Photocatalyse hétérogène, Vibrio harveyi, Ostreid Herpes Virus 1, Modélisation, 
Désinfection d’eau de mer, Crassostrea gigas, communautés microbiennes 
 
 
Abstract 
 
In recent years, environmental changes have had a significant impact on the health of marine 
organisms, resulting in considerable economic losses, particularly for molluscs. A striking example of 
this problem is the Pacific Oyster Mortality Syndrome (POMS), a disease causing production losses of 
Crassostrea gigas oysters of up to 80%. The disease is complex, involving both a viral infection by 
Ostreid Herpes Virus 1 (OsHV-1 µVar) and several bacterial infections, mainly by bacteria of the Vibrio 
genus. To improve water quality, aquaculture facilities use disinfection methods such as UVC 
irradiation or filtration. However, none of these processes can treat both pathogens and abiotic 
pollutants that can affect oyster health. My thesis focuses on the study of a process called 
heterogeneous photocatalysis that uses the solar resource. This process has the potential to effectively 
treat seawater by eliminating both biotic (viruses, bacteria) and abiotic contaminants (organic 
compounds). It is based on the use of titanium dioxide (TiO2) as a catalyst. This research work was 
divided into several stages. Firstly, the ability of photocatalysis to inactivate target pathogens was 
investigated, using OsHV-1 μVar virus and Vibrio harveyi bacteria as study models. The impact of the 
process on oyster health and water microbial communities was characterized. Next, bacterial 
inactivation was modeled to understand how weather conditions and geographic location could 
influence its efficiency. Finally, the feasibility of photocatalysis in seawater for the disinfection of oyster 
pathogens was demonstrated. This works offers new avenues for developing an innovative and eco-
responsible solution for securing aquaculture facilities.  
Keywords: Heterogeneous photocatalysis, Vibrio harveyi, Ostreid Herpes Virus 1, Modeling, Seawater 
disinfection, Crassostrea gigas, Microbial communities 


