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RESUME

La problématique de I'acces a I'eau par les popratdes pays en développement
constitue toujours de nos jours un défi importantredever pour contribuer a un
développement durable tout en garantissant destamrglsanitaires satisfaisantes. Malgré les
Objectifs du Millénaire pour le Développement (OMBDE nombreux pays souffrent encore
actuellement d’'un manque d’acces a l'eau. En RéguiblDémocratique du Congo, seuls
26% de la population a accés a 'eau.

Au-dela de la satisfaction des besoins humains@sgar la fourniture de la quantité
d’eau nécessaire, il s’agit aussi de veiller a mg@rasa bonne qualité, particulierement la
gualité microbiologique. Parmi les divers procédiss désinfection de I'eau au niveau
familial, la présente contribution a pour objettaimélioration de la méthode de désinfection
solaire par application du processus de photoséeatibn. En présence de lumiére, un
photosensibilisateur génere dans l'eau l'oxygemegudet trés réactif conduisant a la
destruction des microorganismes.

Certaines plantes utilisées dans la pharmacopédtidraelle pour soigner les
infections microbiennes et parasitaires sont ca&sabd’initier cette réaction de
photosensibilisation. Dans un premier temps, pam@ dizaine de plantes analysées, nous
avons mis en évidence l'activité photosensibilisattiextraits non alcaloidiques d&assia
alata, Cassia occidentalis, Carica papaya, Phyllanthus niruri et Coleus kilimandschari.
L’inactivation des coliformes fécaux a été remamapres trois heures d’ensoleillement,
celle-ci se manifestant aprés une heure d’expoditicsque le milieu est saturé en oxygene.

Tout en étant libéré de la contrainte liée a larsdion du milieu en oxygene, I'étude
des huiles essentielles extraites de plantes therdle des Rutacées a montré une inhibition
compléete des coliformes fécaux présents dans Bpatis deux heures d’ensoleillement pour
Citrus reticulata et Citrus limonum et une heure d’ensoleillement poGitrus bergamia.
L’examen de cette derniere huile en spectrométimndsse a mis en évidence la présence de
meéthoxy-5 psoraléne (MOP-5), responsable de I'détiphotosensibilisatrice. Utilisé en
solution dans l'eau, le MOP-5 a confirmé son rééepthotosensibilisateur et son efficacité
désinfectante avec un abattement de 4 unités thgagues pour les Coliformes fécaux aprés
une heure d’exposition et de 3 unités logarithmsgpeur les Entérocoques fécaux apres
seulement 5 minutes d’exposition.

La fixation du MOP-5 sur un support solide a pernmde récupérer le
photosensibilisateur aprés usage tout en consesmmpouvoir désinfectant supérieur a la
forme libre. Le dispositif MOP-5/polystyrene a pé&rd’observer une inhibition compléte des
Coliformes fécaux apres seulement 6 minutes d'akponset deux minutes pour les
Entérocoques fécaux.

Cette recherche constitue un premier travail egptdre qui ouvre la voie vers un
nouveau processus de désinfection de I'eau paropbasibilisation a partir d’extraits de
plantes. Mais il conviendra de préciser les moéslgratiques d’application afin de rendre ce

processus opérationnel.

Mots clés:désinfection de I'ealgxtraits de plantes, huiles essentielles, phosiisiisation,
oxygene singulet.



SUMMARY

The problems of access to water by the populatidrkeveloping countries constitute
nowadays an important challenge to contribute tosustainable development while
guaranteeing satisfactory sanitary health. In spitehe Millennium Development Goals
(MDG), many countries don’t have access to waterRépublic Democratic of Congo, for
example, only 26% of the population has accessatenv

Beyond the satisfaction of the human needs endwydtle supply for the quantity of
water, it is also a question of taking care to gotge its good quality, particularly
microbiological quality. Among the household methoof water disinfection, the present
contribution aims at the improvement of solar dsttion using the photosensitization
process. In the presence of light, a photosensigjgeerates singlet oxygen, molecule capable
of destroying micro-organisms.

Certain plants used in the traditional pharmacogeidook after microbial and
parasitic infections are able to initiate the plsettsitization reaction. Initially, among ten
plants analyzed, we highlighted the photosensdizctivity of not alkaloid extracts @assia
alata, Cassia occidentalis, Carica papaya, Phyllanthus niruri andColeus kilimandschari.

The inactivation of Fecal Coliforms was noticedeafthree hours of insulation. This
time pass from three hours to one hour of exposuren the medium is saturated with
oxygen.

While being released of the constraint relatedh® s$aturation of the medium of
oxygen, the study of the essential oils extractednfplants of Rutaceae family showed a
complete inhibition of Fecal Coliforms present irater after two hours of insulation for
essential oils o€itrus limonum andCitrus reticulata and one hour witleitrus bergamia oil.

Mass Spectrometry of these oils highlighted thespnce of 5-methoxypsoralen
(MOP-5), molecule responsible of its photosensitjzactivity. Used in solution in water, the
MOP-5 confirmed its role of photosensitizer and @lectiveness disinfecting with an
abatement of 4 units logarithmic for Fecal Coliferafter one hour of exposure and 3 units
logarithmic for FecaEnterococcus after only 5 minutes.

The fixation of MOP-5 on a solid support made itsgible to recover the
photosensitizer after use while preserving its capalisinfecting higher than the free form.
The MOP-5/polystyréne device made it possible teeole a complete inhibition of Fecal
Coliforms after only 6 minutes of exposure and twioutes for FecaEnterococcus.

This research constitutes the first exploratory kmahich opens the way towards a
new process of water disinfection by photosengitmafrom plant extracts. But it will be
advisable to specify the practical modalities oplagation in order to make this process
operational.

Key Words: Water disinfection, Plant extracts, Essential ,oPfhotosensitization,
Singlet oxygen.
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CHAPITRE I: INTRODUCTION GENERALE

1. Introduction

L’eau est le constituant fondamental de la vie'idstar de I'air, I'eau est essentielle a
la vie humaine. Elle est au centre de toute aétiiimaine: I'agriculture, la production
industrielle, la péche, le tourisme, la productidiénergie (hydro-électricité). Le corps
humain est principalement constitué d’eau. La gteamhoyenne d’eau dans un organisme
adulte est de 70 %, soit une quantité de quarantglitres d’eau pour un adulte de 70 Kg. Le
corps humain privé complétement d’eau pendant 3sjoaccuse des graves troubles
organiques. Deux ou trois jours de plus, cela pentuire a la mort (Vasey C., 2007). Par
conséquent, I’'homme doit pouvoir disposer d’'undaiee quantité d’eau pour sa vie et son
bien-étre. L'Organisation Mondiale de la Santé (GBNIrecommande vingt litres d’eau par
jour par individu. Mais I'acces a cette ressourosepde sérieux problemes dans plusieurs
régions du monde. Selon I'O.M.S., 884 millions éegonnes dans le monde n’ont pas acces a
'eau (O.M.S, UNICEF, 2010).

Les Objectifs du Millénaire pour le DéveloppemedtNl.D.: objectif 7, cible 10) se
donnent pour mission de réduire de moitié le nondergpersonnes n'ayant pas acces a l'eau
d’ici 2015. Malheureusement, toutes ces résolutimestent I'accent sur la quantité d’eau
nécessaire pour satisfaire les besoins essentielsldmme (usages personnels et
domestiques) mais elles insistent peu sur sa quélit juillet 2010, 'Assemblée Générale des
Nations Unies a adopté une résolution dans lage#be stipule que le droit a I'eau potable
salubre et propre est un droit fondamental, esdeau plein exercice du droit a la vie et de
tous les droits de 'hnomme (O.N.U., 2010). PourQenseil Européen du Droit pour
'Environnement, chaque personne a droit a I'eaguamntité et en qualité suffisantes pour sa
vie et sa santé (Smets H., 2002). Chaque anné@ilighs de personnes meurent des suites
d’'une maladie d'origine hydrique (Meierhofer R. awtkgelin M., 2002). L’eau de bonne
qualité est donc essentielle a la vie. Si 'accé&gau potable ne constitue pas un probléme
dans les pays développés, les pays sous dévelgpéspntre, sont confrontés a une crise
aigue de I'approvisionnement en eau potable.

En Républigue Démocratique du Congo (R.D.C.), s@6l9o de la population ont
acces a leau potable (PNUE, 2011). Le vieillissemées infrastructures, le sous
investissement dans le secteur de I'eau et Issaoce rapide de la population font que la
couverture d’approvisionnement en eau potable @&cBans les zones rurales, sur 44
millions de personnes, seules 7,5 millions ont aéane eau potable salubre. Dans les zones
rurales, le secteur de I'eau est caractérisé gtatldélabré de son infrastructure: 60 % des
stations de pompage ne sont plus opérationnellesi €st di au manque d’entretien
d’infrastructures et de pieces de rechange. Dasmsaaditions, 90 % de la population rurale
s’approvisionnent dans les sources et puits pefopds. Dans la plupart des cas, ces points
d’approvisionnement (sources et puits) ne sont paségés et deviennent des sources
potentielles de contamination. Ceci est a la blasgraves problemes de santé publique. Dans
ces conditions, les initiatives tendant a promouMt@pplication des techniques de traitement
de I'eau au niveau individuel ou familial devrdtre encouragées (PNUE, 2011).
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L’approche au niveau individuel ou familial consist faire bouillir de I'eau ou a faire
usage des produits chlorés. L'ozonation et les éamyitraviolettes sont aussi utilisées. Mais,
toutes ces méthodes posent des problemes.

La désinfection de I'eau par le solaire, une ameeeméthode, simple, devrait étre une
alternative pour la potabilisation de I'eau darssgays en développement. Mais I'efficacité de
celle-ci est mise en doute a cause des variatiessahditions climatiques.

L’efficacité de cette derniere peut étre améliopae 'usage de I'oxygéne singulet,
(Taba et Luwenga, 1999 ; Aquacat, 2008 ; Sundat M. ,e2008). L’'oxygéne singulet, généré
par I'action conjuguée d’'un photosensibilisateurdet lumiere (photosensibilisation), attaque
et endommage la plupart des biomolécules et emtaiirsi la mort cellulaire et tissulaire.

2. Questions de recherche

Nous nous intéresserons a la photosensibilisataors de présent travail. Mais au
préalable, rappelons l'origine de ce concept et swolution dans le domaine de la
désinfection de I'eau.

Le concept de photosensibilisation apparait en IR&@$hd Oscar Raab décrit pour la
premiere fois le phénomeéne phototoxique: I'assmriad’un colorant et de lumiere (les deux
éléments pris séparément n'ayant pas d’'action) gibwénérer I'oxygéne singulet dans le
milieu ; 'oxygene singulet généré entraine la mibdrganismes vivants (Honigsmann H. et
al., 1996).

Une des premiéres études réalisées sur la désimfetd I'eau par photosensibilisation
a eété menée par Acher A. et Rosenthal I. en 119378.de cette étude, le bleu de méthylene a
été utilisé comme agent photosensibilisant. Leils@lg utilisé comme source d’énergie
(lumiére) et une lampe ultraviolette comme sourddic@elle génératrice d’énergie. Une
réduction de 100 % en coliformes fécaux a été nQéelques mois plus tard, une autre étude
fut réalisée par Acher A. et Juven B. (1977) sutdainfection et la détoxification de I'eau par
photosensibilisation. Lors de cette étude, destaants de I'ordre de 1,3x16oliformes
fécaux/100 ml ont été notés, apres 30 minutesadii@ation pour une concentration de 0,5 mg
de bleu de méthyléne. Ces résultats confirméremtcgtte méthode pouvait étre utilisée pour
la purification de I'eau (Acher A. et Juven B97T).

Cooper A. et Yogi D. (2002) étudierent la détoxfion et désinfection de I'eau par
photosensibilisation avec le bleu de méthyléné&esine, sous la lumiére solaire. Le benzene
et le toluene ont été utilisés comme polluants mcgees etEscherichia coli comme
contaminant microbiologique. Lors de cette étudepper A. et Yogi D. remarquérent
gu'aucun de deux photosensibilisateurs utilisésait'&fficace pour la détoxification. En ce
qui concerne la désinfection de I'eau, une rédunotie 99,5 % (abattement de I'ordre dé-10
10* UFC/ml) a été notée pour le bleu de méthylénegiaoncentration de 10 mg/l aprés 5
minutes d’insolation. L'activité photosensibilisag remarquée pourrait étre due a la
génération des espéces réactives de I'oxygeneipaiement I'oxygene singulet.

Plusieurs auteurs signalent que les réactionssjgsces réactives de I'oxygéne (stress

oxydatif) interviennent également dans le modetaade certaines drogues et médicaments
(Bors W. etal., 1984 ; Clark I. et Cowden W., 1984). Tracy E¥W\Vebster L.T. (2001) ont
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démontré que certains médicaments comme la quioiMeroquine, artemisine, mefloquine
et primaquine peuvent agir par un mécanisme dediypss oxydatif.

Certaines plantes, notamment celles utilisées @apbarmacopée traditionnelle pour
soigner les infections microbiennes et parasitagest aussi capables de produire I'oxygéne
singulet. Ces plantes contiennent des chromopharedgécules responsables de leur
coloration. Celles-ci, une fois dans I'eau et eéispnce d’'une source d’énergie, sont capables
d’absorber I'énergie et de passer de I'état fonddaale& I'état excité. L’énergie emmagasinée
est par la suite transférée a I'oxygene présens tlaau. Ce dernier passe des lors de I'état
fondamental a I'état excité, singulet, tout en endwgeant les microorganismes présents
dans I'eau (Taba K.M. et Luwenga E., 1999).

Lors de I'étude de la désinfection daligoar photosensibilisation avec les extraits de
feuilles de plantes, Taba K.M. et Luwenga E. (3988ntrérent que les extraits de feuilles de
plantes de Cassia alata, Cassia occidentalis et Carica papaya avaient un effet
photosensibilisateur, au regard de I'inactivaties chicroorganismes en présence de lumiere.
Par contre, il a été trouvé une activité bactéeigidur les extraits d€ymbopogon stratus,
Lantana camara et Hibiscus rosa simentis, suite a I'inactivation des microorganismes tant a
I'obscurité qu’en présence de lumiére.

Malheureusement, Taba K.M. et Luwenga E. (1999)es conditions de leur travail,
ne mirent pas en évidence le composé responsablacteité photosensibilisatrice trouvée
dans les extraits de ces plantes. Seul l'isolerhmguidé des substances contenues dans ces
extraits devrait permettre de relier avec certitutde nature du composé a la
photosensibilisation.

Dans cette étude, plusieurs questions, dont igarges sont restées sans réponses:

* Quels sont les extraits qui présentent seulemeeffahbactéricide ?

* Quels sont les extraits qui présentent un effetqe®msibilisateur couplé a un effet
bactéricide ?

* De ces extraits, quelles sont les classes de sulestaesponsables de cet effet ?

» Existerait-il une corrélation entre la structure les propriétés physico-chimiques de
ces composeés et I'effet photosensibilisateur ?

* Par quel mécanisme ces composeés agissent-ils ?

C’est dans ce cadre que le présent travail de relobdrouve sa justification, pour
répondre a ces interrogations, afin d’envisageajgdications de la photodynamique dans la
désinfection de I'eau.

3. Objectifs

L’'objectif général de ce travail est d’évaluer, ude caractériser [Ieffet
photosensibilisateE.F.)des extraits de plantedans la désinfection de I'eau.

Les objectifs spécifiques sont les suivants:
» Connaitre les extraits qui présentent un effetgdensibilisateur ;

» Mettre en évidence la classe de substances redpesnsade [Ieffet
photosensibilisateur ;
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» Identifier la (les) molécule(s) responsable deecatttivité ;
« Evaluer I'activité photosensibilisatrice de cel)e¢s;
» Fixer la molécule résultante sur un support sakdlgu’'un polymére ou un filtre.

Ces objectifs sont repris sur la figure 1.1., ldigueeprend les différentes étapes de
travaux a réaliser dans le cadre de cette étude.

Recherche des plantes photosensibilisantes

Identification des composés a effet
photosensibilisateur (flavonoides, quinongs,
coumarines, alcaloides,....)

Caractérisation des molécules
photosensibilisantes

v

Fixation ou immobilisation de la (des)
molécule(s) photosensibilisante(s) sur yn
support solide

Figure 1.1.:Les différentes étapes de travaux a réaliser ldgacexdre de cette étude.

En vue de mieux atteindre ces obijectifs, quelqugsothéses de recherche seront
vérifiées, notamment:

* Le bon rendement de la désinfection est lié adéagmce de lumiere ;

» La saturation du milieu en oxygene pur réduit frafe d’insolation ;

» L’efficacité du traitement est fonction du tempssdgour du photosensibilisateur dans
'eau ;

» L’action photodynamique n’est envisageable queql@isy a conjugaison de trois
parametres, a savoir, la lumiére, le sensibilisatélioxygene ;

e L’élimination des micro-organismes est liée a la naantration du
photosensibilisateur ;

» Est-il possible de fixer la molécule photosenghiite sans altérer son activité ?
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Cette étude est subdivisée en deux sectiondiodpiiphique et expérimentale.
La premiére, bibliographique, présente:

» La situation générale en matiére de la qualitérabiologique de I'eau ;
* La notion de photosensibilisation.

La figure 1.2. montre les différentes étapes irétég dans I'approche bibliographique de
cette recherche: l'accés difficile a I'eau potaldlans les pays en développement, les
principales causes liées a ce probleme, la soldinisagée (traitement de I'eau au niveau
domestique: la chloration, I'ozonation, les lampdsaviolettes, la désinfection solaire,..),
'amélioration de la désinfection solaire par lafsensibilisation.
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L’eau potable: difficile acces dans le
pays en développement

U7

A\ 4
Causes:

e Absence ou vieillissement d’infrastructures

e Sous investissement

e Croissance démographique

» Disponibilité de la ressource

A 4
Traitement domestique de I'eau:
La Chloration, I'ozonation, les lampes ultraviodsitla
désinfection solaire de I'eau (Sodis). ..

A\ 4
Amélioration Sodis——> Photosensibilisation

|

Photosensibilisation: photosensibisateur + lumiérg

v

Sensibilisateurs:
* Naturels: Plantes photosensibilisantes
» Colorants Synthétiques: bleu de méthyéne, éos|ne

%

Plantes photosensibilisantes (Chromophores) + Liegm
—> Oxygene singulet (responsable de la désinfecte
I'eau)

Figure 1.2 Contexte bibliographique de cette étude.

La deuxieme, expérimentale, présente:
» La stratégie de recherche

» La désinfection de I'eau par photosensibilisativacales extraits de plante€agssia
alata, Cassia occidentalis, Carica papaya, Cymbopogon stratus, Coleus
kilimandschari, Lantana camara et Hibiscus rosa simentis) ;

» La désinfection de I'eau par photosensibilisatisecales huiles essentielles @drus
bergamia, Citrus limonum et Citrusreticulata ;

» ['étude approfondie de la désinfection de I'eau plotosensibilisation avec I'huile
essentielle d€itrus bergamia ;

e L’étude de la désinfection de lI'eau par photodahsation avec le méthoxy-5
psoraléne ;

e L’étude de la désinfection de I'eau par photosalisation avec le méthoxy-5
psoralene fixé sur le polystyréne ;

* Une discussion générale ;

* La conclusion et les perspectives.
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La figure 1.3. montre les différentes étapes irtég dans I'approche expérimentale
de cette recherche, partant de la recherche déeplahotosensibilisantes, en passant par
les familles et molécules responsables de cetigtaqusqu’a la fixation de la molécule

résultante sur un support solide.

Plantes photosensibilisantg

S

\ 4
Plantes de la famille des
Rutacées(itrus)

A 4
Classes responsables:
Furocoumarines

A 4

Molécule concernée:

méthoxy-5 psoralene
(5-MOP)

A 4

Fixation de 5-MOP sur un support solide
(polystyrene)

A 4

Autres plantes
photosensibilisantes

A 4

Classes responsables:
Quinones et anthraquinong

Figure 1.3.:Canevas général, Structuration du travail.
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CHAPITRE II: SITUATION GENERALE RELATIVE A LA QUALI TE
MICROBIOLOGIQUE DE L’EAU

Ce chapitre présente brievement le probleme d'accebeau potable et ses
implications sur la santé publique. Les microorgar@s permettant d’évaluer le risque
sanitaire et les méthodes de désinfection de laawiveau domestique sont également
présentes.

1. Acces a I'eau potable

Environ 15 % de la population mondiale (plus drailiard), la plupart dans les pays
en développement, n'ont pas encore acces a desr@mstaméliorant 'approvisionnement de
'eau et sont par conséquent privés d’eau pot&dds. chiffres pourraient doubler d’ici 2015
(Gleick P.H., 2004 ; Villen L. etl, 2006). Les technologies suivantes sont considérée
comme des « systemes améliorant I'approvisionnemieriinnexion des maisons au systeme
d’adduction d’eau, forages, puits protégés, soupreségées et collecteurs d’eau de pluie
(O.M.S., 2007). Mais la qualit¢ de [I'eau provenades systemes améliorant
'approvisionnement est souvent affectée par demipukations peu fiables et surtout un
entretien insuffisant. Le mauvais approvisionnengneau potable conduit a un risque éleve
d’infections d’origine hydrique telles que le ch@i¢la fievre typhoique, I'hépatite A, les
amibiases ... Chaque année, 4 milliards de casiatenées contribuent a la morbidité et
mortalité de 6 millions de personnes, surtout daspays en développement (Thielman N. et
Guerrant R., 1996 ; Reed R.H., 1997).

Il sied de rappeler que les Objectifs du Milléegiour le Développement (O.M.D.) se
donnent pour mission de réduire de moitié le nonadergoersonne n'ayant pas acces a l'eau
potable d’ici 2015. Si des progres sont constdt#s ce domaine, il existe néanmoins des
régions ou la couverture en eau potable resteefgitdir figure 2.1. et tableau 2.1.). En effet,
Selon I' UNICEF (2004), sur 1,1 milliard de perseesm’ayant pas acces a |'eau potable,
plus de deux tiers se trouvent en Asie. L’'Océaniée econtinent Africain sont également
concernés. En Afrique, ce probleme se pose suding la partie subsaharienne, ou 42 % de
la population n'ont pas accées a des systéemes aandllita qualité de I'eau. En République
Démocratique du Congo, seuls 26 % de la populatidracces a I'eau potable (PNUE, 2011).
Les prévisions actuelles indiquent que malgré legngs réalisés dans ce secteur, les OMD
ne seront pas atteints (PNUE, 2011).
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Figure 2.1.: Couverture empprovisionnement en eau potable dans les difiéseégions du
monde en 2002 (UNICEF / OMS, 2004).

Région Situation en 1990/2000 Objectifs 2015 (Effort)
Afrique Subsaharienne 53/57 78,5(+21,5)
Asie Est + Pacifique 71/76 88(+12)
Asie sud 72/85 92,5(+7,5)
Amérique latine 82/86 93(+7)
Moyen Orient 82/87 93,5(+6,5)

Afrique du Nord

Tableau 2.1.:Les OMD en matiere d’approvisionnement en eau é%agopulation avec
acces a I'eau) (Académie de I'eau, 2004).

2. Le risque microbiologique de I'eau

Certains microorganismes pathogénes sont véhicpl@s les eaux naturelles

superficielles et souterraines (voir tableau 2.Rgs contaminations microbiologiques des
eaux sont essentiellement dues aux eaux résiduaiegdéchets et aux excréments animaux
et humains insuffisamment traités et / ou reje@sdle mauvaises conditions dans le milieu

naturel.

Les bactéries, souvent de provenance intestinalent et restent, dans de nombreux
pays, a l'origine de grandes épidémies telles queholéra ou la typhoide. Elles sont
également responsables de pathologies plus bénigoesne des gastro-entérites. La

responsabilité de certains virus (poliovirus, Ndkyahépatite A,...) dans l'apparition de

maladies d’origine hydriqgue a aussi été démontnéais les arguments épidémiologiques
sont, dans certains cas, moins bien établis, no&arhen raison de difficultés d’isoler certains
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de ces germes contenus dans les eaux (PotelonZysetan K., 1993). En pratique, la
recherche en routine des virus dans les eaux déaliation n’est toujours pas réalisée dans la
plupart des pays en développement (Potelon J. emdy K., 1993). D’autres
microorganismes contenus dans l'eau (helminthestopoaires dont amibes...) peuvent
également présenter des risques pour 'lhomme (CBawtal., 1997). Cependant, ils ne font
pas l'objet de recherches systématiques dans lee a&b contrdles réglementaires de la
gualité de I'eau.

Sur un plan général, les pathologies d'origine ob@logique sont fréquemment
d’apparition brutale et massive et peuvent, deate tbucher une importante population avec
des effets a court ou moyen terme. Les personmesb$es (enfants en bas ages, personnes
immunodéprimées....) sont particulierement exposéeda aconsommation d'une eau
contaminée par des microorganismes. lls n'en respas moins que divers travaux
épidémiologiques ont montré I'existence « d’'un bde fond » significatif des pathologies
gastro-intestinales pour les populations réguliémnalimentées par des eaux de mauvaise
gualité (Potelon J. et Zysman K., 1993).

Agents pathogénes
Bactéries :
Campylobacter jejuni
Escherichia coli (souche pathogéne)
Leptospira

Effets aigus

Gastro-entérites
Gastro-entérites
Leptospordiose

Salmonella thyphi

Fievre thyphoide

Vibrio cholera

Choléra

Yersinia ssp.

Giastro-entérites aigiie

Virus ;
Adénovirus Infections respiratoires et gastro-entérites
Hépatite A Hépatite infectieuse ( foie, rein et rate)

YVirus Morwalk

Gastro-entérites

Virus de poliomyelites

Poliomyelite

Rotavirus

Gastro-entérites

Protozoaires :
Cryptosporidium parvum
Giargia lambia
Cyclospora cayetanensis
Helminthes (Vers) :
Trichiura

Gastro-entérites
Giargiase, diarrhées
Gastro-entérites

Asymptomatique ou divers symptomes

Ascaris lumricoides

Ascaris

Tableau 2.2.:Principaux agents pathogenes présents dans leaaladies associées
(Dorfman M., 2004).
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2.1. Microorganismes indicateurs de contaminationécale

Il est théoriquement et techniquement difficileadmtroler dans I'eau de boisson tous
les microorganismes pathogénes susceptibles d’dngredes infections d’origine hydriques.
En effet:

* la recherche de tous les germes pathogénes n’sst@aevable car d'une part
certains d’entre eux ne sont pas identifiables d@psatique courante des laboratoires
et d’autre part, tous ne sont pas encore connus ;

* les germes pathogénes sont, en général, présedgsilierement dans les eaux de
consommation. Or, il est impossible de les recherde facon continue ;

* les délais d’'obtention des résultats d’analysesieetr dans un tel cas beaucoup trop
long, pour permettre un contréle efficace de lalitude I'eau et donc une protection
satisfaisante des consommateurs.

On doit donc s’efforcer de trouver des indicateqts,révelent la présence possible de germes
pathogenes ou, mieux encore, qui confirment leseate.

Les germes pathogenes retrouvés dans I'eau sgragque toujours d’origine fécale.
Or, il existe également des germes intestinauyrgipe non pathogénes, présents dans les
déjections de I'homme et des animaux a sang chBadconséquence, on cherchera a
identifier ces microorganismes non pathogenes,squt plus faciles, plus rapides et plus
economiques a mettre en évidence. De tels micramgees sont dits indicateurs ou germes
tests (Voir tableau 2.3.).

L’identification de tels microbes permettra de dane a une pollution d’origine
fécale. Dans ce cas, I'eau sera considéerée commeatable et déclarée non-conforme. La
suspicion d'une possible contamination par des gseripathogénes donnera lieu a une
recherche plus approfondie. Divers travaux épidégiques meneés ces dernieres années ont
confirmé que ces germes tests constituent un indfigee pollution microbienne de I'eau
induisant une augmentation des pathologies gastestinales (Zimrou edl., 1987 ; Potelon
J. et Zysman K., 1993 ; Edberg Sakt 2000).

Par ailleurs, ces études ont montré que le risgunitasre était proportionnel au
nombre de germes tests dénombrés. Au contraitisdfece de germes indicateurs ne signifie
pas obligatoirement que I'eau est exempte de migesismes pathogénes. On concluera
seulement que I'échantillon prélevé n’est pas gopar des matieres fécales et de ce fait que
I'eau ne présente pas de risques microbiologiqagsgcpliers pour la santé humaine.

Au vu de ces précédentes remarques, l'importana@rége dans le choix de
microorganismes indicateurs est fondamentale.

Un bon indicateur doit avoir les qualités suivantes

» Etre systématiquement présent dans les féces deaifsiet animaux a sang chaux et
absent dans I'environnement non pollué ;

» Etre toujours présent avec les pathogenes d'origicede ;

» Etre plus résistant que les agents pathogenes ;

» Etre plus abondant que les pathogénes ;

* Ne pas proliférer dans la nature ;
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e Etre facilement dénombrable par des méthodes péteuwses (Prescott M. et.,
2003).

Microorganismes indicateurs

Coliformes fécaux

Escherichia coli

Entérocoques fécaux

Streptocoques fécaux

Clostridium perfringens

Tableau 2.3.:Quelgues microorganismes indicateurs de contamiméticale.

Parmi les indicateurs de contamination fécale miéednent cités (voir tableau 2.3.),
nous retiendrons pour le besoin de I'étude les diedicateurs suivants: les coliformes fécaux
et les entérocoques fécaux.

2.1.1. Les coliformes fécaux

Les coliformes fécaux (thermotolérants) sont unssgnoupe des coliformes totaux
capables de fermenter le lactose a 44,%%Cherichia coli est I'espéce la plus frequemment
retrouvée dans ce groupe. L'intérét porté a I'sdifion des microorganismes de ce groupe
comme indicateur de contamination fécale est jegpér la similitude de leur comportement
dans la nature avec celui des microorganismes gaties. En plus, leur concentration dans
I'eau est proportionnelle au degré de pollutioovoqué par la matiére fécale (G.S.E., 2003).

2.1.1.1. Intérét

Les coliformes sont intéressants car un tres dyraombre d’entre eux vivent en
abondance dans les matieres fécales des animaangacbaud et de ce fait, constituent des
indicateurs fécaux de la premiére importance. Hbeues, leur résistance aux agents
antiseptiques et notamment le chlore et ses demgts/oisine de la résistance des bactéries
pathogenes vis-a-vis desquelles ce type de traitess instauré ; ils constituent donc des
indicateurs d’efficacité de traitement.

2.1.1.2. Normes

Pour I'Organisation Mondiale de la Santé, une eatalpe ne doit pas contenir de
coliformes fécaux dans un volume de 100 ml (O.MLS94 et 2000).
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2.1.2. Les Entérocoques fécaux

Ce sont des streptocoques possedant la substatiggnaque caractéristique du
groupe D de Lancefield Efiterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae,
Streptococcus bovis, Ssuis et S equinus). Ces streptocoques du groupe D sont généralement
pris globalement en compte comme des témoins datipol fécale, car tous ont un habitat
fécal. Le nom d’entérocoques fécaux leur a été ésuite a I'analyse de leur génome. La
persistance d’entérocoques fécaux dans la plupsstedux et leur résistance aux agents
désinfectants peut étre supérieure aux autres angaaismes indicateurs. Ceci fait d'eux de
bons indicateurs de contamination fécale (G.SE2p

2.1.2.1. Normes

Une eau potable ne doit pas contenir d’entérocoffieeaix dans un volume de 100 ml
(G.S.E, 2002 ; US EPA, 2000).

3. Production d’eau potable dans les pays en voi€deloppement

La plupart des populations rurales des pays end®igéveloppement sont alimentées
en eau potable a partir de petites stations destnant d’eau. Certaines d’entre elles ne
fonctionnent pas correctement suite a un entratienffisant. D’autres sont carrément a
I'arrét suite au manque de pieces de rechange. émuiique Démocratique du Congo, le
secteur rural est caractérisé par un réseau dél@bog est dd au fait que 60 % des stations de
pompages ne sont pas opérationnelles (P.N.U.E1)20hns ces conditions, les populations
rurales s’approvisionnent dans les sources et poitsprotégés avec les risques que cela peut
engendrer sur la santé.

Les zones urbaines des pays en voie de développesurh souvent alimentées a
partir des usines de traitement de I'eau. Malhesement, la plupart d’entre elles n’arrivent
pas a approvisionner la population en eau potabber point 3.1.). Quand celle-ci est
desservie, sa qualité n’est souvent pas satistaishas forages et les bornes fontaines sont
aussi utilisés. Mais I'eau provenant de ces systems& souvent contaminée par des
manipulations peu fiables et un entretien insuffis®ans ce contexte, le traitement de I'eau
au niveau domestique s’avere nécessaire et deieétrouragé.

3.1. De I'approche centralisée aux traitements ingiduels

Les gouvernements des pays en voie de développempen le passé, ont fait
d'importants efforts a travers linstallation d'nss de traitements sophistiqués et des
systemes publics d’adduction d’eau, en particidiemilieu urbain. Toutefois, les usines de
traitements d’eau conventionnelles échouent sousians leurs taches a produire une eau
potable de qualité. Le manque d’opérateurs comf#tde produits chimiques et des piéces
de rechanges disponibles et fiables, associé acdesaintes financieres, entrave toute
fonctionnalité et maintenance du systeme. Le mardjgau conduit a des interruptions
fréequentes de I'adduction d’eau et les fuites dieaé@ de distribution compliquent davantage
la situation. De plus, la croissance rapide de dgufation urbaine ajoute un stress
supplémentaire sur les infrastructures d’'eau evat'éation des déchets existantes et crée
d’énormes problémes dans la planification et lastroiction de toute nouvelle infrastructure.
Par conséquent, les habitants des centres urbasisqae la population rurale n’ont souvent
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acces qu'a une eau de qualité insuffisante. Chaggieage est de ce fait responsable du
traitement de I'eau destinée a sa propre consoramdin Haiti, par exemple, dans la plupart
des zones urbaines, I'approvisionnement en ealblgotam réseau est irrégulier. Quand I'eau
est desservie, sa qualité n’est toujours pas garan

Des centaines de millions de personnes n‘auronapeds a de I'eau potable si seules
des approches basées sur des solutions centratiééessitant du temps et d'importantes
ressources sont appliquées. Les approches quitvisggmomouvoir des interventions au
niveau de I'habitat individuel devraient étre eneamgées (Meierhofer R. et Wegelin M.,
2002). Les méthodes suivantes de traitement de Beat en général recommandées pour
réduire la contamination fécale de I'eau potabl@iggau domestique: I'ébullition de I'eau, la
filtration, la chloration et la désinfection sokule I'eau.

3.2. Quelques méthodes de traitement de I'eau auveiau individuel
3 .2.1. Désinfection de I'eau par ébullition

La désinfection de I'eau par ébullition consistpaater I'eau a I'ébullition pendant
quelques minutes. Pendant cette opération, leogaties viraux, parasitaires et bactériens
sont inhibés (Dewolf M., 1986). Le plus grand désdsage de cette méthode réside dans son
co(t énergétique important qui la rend insoutenatile point de vue économique et
environnemental. Dans les milieux ruraux, les pagstrouvent le bois de chauffage dans la
forét. Cette pratiqgue peut conduire a la déforestat

3.2.2. Lafiltration

Pour éliminer les microorganismes, des filtrempmés sont utilisés au niveau
domestique (filtres bougie céramique, filtres caik et sable). Malheureusement, ces filtres
n’éliminent pas tous les microorganismes. En pias, filtres nécessitent une maintenance
attentive. Ceux-ci doivent étre régulierement ngtsoméme s’ils ne sont pas colmatés. Pour
éviter autant que possible que I'eau ne passevartrde filtre sans étre filtré, en coulant par
exemple par une fissure, ces filtres doivent &grilierement inspectés et remplacés (Cas des
filtres en céramique)( Howard G., 2004). En oules, filtres disponibles sur le marché sont
relativement colteux et les filtres réalisés awext atériaux disponibles localement sont
généralement d'une efficacité limitée pour 'amddiion de la qualité microbiologique de
l'eau. A cause de toutes les raisons évoquées seude certains utilisateurs préférent
combiner cette méthode a I'ébullition.

3.2.3. La chloration

Le chlore est le désinfectant le plus utilisé pdar désinfection de I'eau.
Malheureusement, ce dernier, en contact avec lereairganique, génere des sous produits,
notamment les trihalométhanes qui sont cancérigdfas C. et Regli S., 1981 ; Morris R. et
al., 1992 ; Wei C. etl., 1994 ; Gamage J. et Zhang Z., 2010). Une étpasiologique
attribue des malformations cardiaques a la consaimmaabituelle par des parents, avant
procréation, d’eau contenant des hydrocarburesnoajdorés (Goldberg S.J. al, 1990).
Une autre étude réalisée aux Etats-Unis tend avprajue 9 % des cancers de la vessie et 15
% des cancers de colon sont dus a la consommatigngliere de I'eau de distribution
obtenue a partir d'eau de surface chlorée (MorridD.Ret al., 1992). En plus,
I'approvisionnement en chlore est difficile dans Hailieux ruraux et son utilisation exige la
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maitrise du dosage. Aussi, I'eau traitée avechdore a un godt que beaucoup d'utilisateurs
n‘apprécient pas. Ce désagrément est provoquéepehlbre qui reste dans I'eau apres la
désinfection. Par ailleurs, des cartouches de elpeuvent étre directement placées dans le
puits mais la diffusion du chlore est irrégulietesen dosage aléatoire. Cette pratique ne
garantit pas la potabilité de I'eau du puits.

3.2.4. La désinfection solaire de I'eau

La désinfection de I'eau par le soleil (Sodis)wes méthode de traitement simple qui
utilise le rayonnement solaire (lumiére UVA : 32@060 nm et la température) pour détruire
les microorganismes présents dans l'eau. Son eifiica éliminer les microorganismes
dépend aussi de la température atteinte lors depd&tion au soleil et des conditions
climatiques et météorologiques. De I'eau microlgadoement contaminée est placée dans
des récipients transparents et est exposée en qiddi pendant 6 heures, si le ciel est
complétement dégagé (Meierhofer R. et Wegelin Q2. Si le ciel est nuageux, le temps
d’exposition passe de six heures a deux jours. &lattusement, l'intensité de 'UVA est
sujette a des variations dues aux conditions tigues et journalieres (Meierhofer R. et
Wegelin M., 2002). Ces variations remettent en ealisfficacité de cette méthode.
Cependant, cette méthode de désinfection par kbl gmut étre améliorée par l'usage de
'oxygéne singulet, généré par I'action combinéendsensibilisateur et de lumiere. Il s’agit
de photosensibilisation qui fait I'objet de ce v

4. Conclusion

L’accés a I'eau potable demeure un probléme prémodudans plusieurs régions du
monde. Le manque d'eau potable est a la base deepts maladies d’origine hydriques,
notamment le cholera, la typhoide, I'hépatite... beisroorganismes (germes pathogenes)
responsables de ces maladies sont difficiles arrdéter dans les pratiques courantes de
laboratoire. Les indicateurs de contamination f&céColiformes fécaux, Entérocoques
fécaux, Clostridium sulfito-réducteur,...), qui édent la présence ou non des pathogénes,
sont alors utilisés pour évaluer la qualité micotdgigue de I'eau. Dans le cadre de ce travail,
les coliformes fécaux (Gram-) et entérocoques féc@Bram+) seront utilisés comme
microorganismes indicateurs.

Par ailleurs, les populations des pays en développesont alimentées en eau potable
grace a la connexion au réseau d’adduction, aureofontaines, aux forages, puits et
sources protégées. Mais I'eau provenant de cegrmsgst est souvent contaminée par des
manipulations peu fiables et un entretien insufiisaCeci peut conduire a des graves
problemes de santé publique. En République Démqueatlu Congo, par exemple, seuls 26
% de la population ont accés a I'eau potable. Damsnilieux ruraux, sur 44 millions de la
population, seulement 7,5 millions ont acces aul'patable (PNUE, 2011). Pour résoudre ces
problemes, il est important de promouvoir des @3 de désinfection de I'eau au niveau
domestique. Les méthodes courantes de désinfedt®n’eau au niveau domestique
(I'ébullition, la chloration, I'ozonation et lesrtges germicides) posent toutes des problemes.
La désinfection solaire est préférée a toutes o&thades. Mais, son efficacité est mise en
doute a cause du manque d’indicateur d’exposit@iiehu au soleil et a des variations des
conditions climatiques. Mais elle peut étre amékopar I'usage de I'oxygéne singulet généré
par I'action conjuguée d’un photosensibilisateudetumiére (photosensibilisation).
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CHAPITRE Ill: LA PHOTOSENSIBILISATION

Ce chapitre décrit la photosensibilisation, techaig’obtention d’oxygéne singulet a
partir d’'un photosensibilisateur et de lumiéere. Hauble nature de la lumiére, les
photosensibilisateurs naturels et les difféerentpplieations de I'oxygeéne singulet sont
également présentés.

La photosensibilisation est une réaction au coersgadquelle 'oxygéne singulet est
géneéré par I'action combinée d’'un photosensib#igatt d'une source de lumiéere. L'oxygene
singulet généré est utilisé pour la désinfectiofies (voir figure 3.1.).

Photosensibilisation

\ 4 \ 4

Photosensibilisateur Lumiere
+
Oxygeéne:
302
A 4
Oxygéne singulet:0,

Désinfection de I'eau

Figure 3.1.: Production d’oxygéne singulet a partir d’'un photwshkilisateur et de lumiere.

Dans la partie qui suit, nous passerons en revauélé&nents qui interviennent lors du
phénomeéne de photosensibilisation: la lumiéreplegosensibilisateurs et I'oxygene singulet.
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1. La lumiere
1.1. Historique

Deux théories sur la nature de la lumiére s’affsoent pendant plus de deux siécles: la
théorie corpusculaire et la théorie ondulatoire.

C’est Isaac Newton qui observa le premier que haidve est constituée de particules
de masses différentes qui provoquent sur la rélénkceil humain une sensation: les couleurs.
Cette théorie arrivait a expliquer valablement tapagation rectiligne et la réflexion de la
lumiére. Mais celle-ci n'était pas en mesure dawpr clairement le phénoméne de
réfraction. Malgré ses limites, elle s'imposa jusqwr27.

Plus tard Christian Huygens considéra la lumieraroe une vibration se transmettant
dans un milieu donné (éther). Cette observationpkrmit d’expliquer le phénomeéene de
diffraction. En 1801, Thomas Young arriva a obsenephénomene et mesura les longueurs
d’'onde de la lumiere. En 1819, Augustin FresnekLigeéla nature transversale des ondes
lumineuses et expliqua le phénoméne de polarisation

La vitesse de la lumiére fut mesurée plus tardHpgopolite Fizeau (1849), puis par
Léon Foucault, qui observérent que celle-ci étaits pfaible dans I'eau comparée a sa
propagation dans I'air. Cette expérience confirmmadture ondulatoire de la lumiere et permit
la confirmation de la théorie ondulatoire. La natéectromagnétique de cette onde sera
précisée en 1873 par James Clerk Maxwell (Rouss2009).

1.2. Effet photoélectrique

Heinrich Hertz découvra enl1886, grace a ses tragauxeélectromagnétisme, I'effet
photoélectrique (émission d'un électron par un métus l'action d'un rayonnement
lumineux). En 1900, Lenard remarqua que seulsagsnnements de faible longueur d’onde
arrivaient a induire ce phénoméne (photoémissiog)lg que soit I'intensité du rayonnement
incident. Mais ce phénomeéne ne pouvait pas étréigesgp par la physique classique qui
considére le rayonnement électromagnétique comma®nde. En 1905, grace a la théorie du
guanta découvert en 1900 par Marx Planck, Einsteilva a expliquer ce phénomeéne en
considérant la lumiére comme un flux de particfgstons) doté d’'une énergie dépendant
non de l'intensité du rayonnement mais de sa lomgd®nde. Chaque photon posséde une
énergie E=h, ou v: la fréquence du rayonnement et h: la constantéldack. Einstein
comprit que I'effet photoélectrique se traduit pabsorption de certains photons par le métal:
lorsque I'énergie du photon est supérieure a didld un électron d’'un atome du métal,
I'électron quitte I'orbitale atomique en acquérane énergie cinétique et produit un courant
électrique. Cette observation contribua beaucolipvancement de la théorie quantique et
permit de reconsidérer la nature corpusculaireadenhiere (Séguin Metal., 2010).

Les deux points de vue, corpusculaire et ondulta@pparemment incompatibles,
furent rassemblés par Louis de Broglie en 1925litduande-corpuscule).
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1.3. Le spectre électromagnétique

Le spectre électromagnétique représente la déchtigpn du rayonnement
électromagnétique en ses différentes composantiEsetion de I'énergie (longueur d’'onde).

Les différentes couleurs que présente ce speairteles suivantes: Violet, bleu, vert,
jaune, orange et rouge. Plus tard, d’autres rayarent découverts. Ceux-ci sont tous
invisibles a I'ceil humain: rayons gamma, rayonsilitaviolets, infra-rouges, micro-ondes et
ondes radio (voir figure3.2.). Dans le cadre de@eail, seul le spectre UV-visible de lumiére
nous intéressera.

En ce qui concerne le spectre ultraviolet (U.\.g¢st composé de trois zones:

UVA: est constituée des rayonnements de longueand# comprise entre 320 et 400 nm. lIs
représentent 95 a 98 % des U.V. qui atteignenirace de la terre.

UVB: est constituée des rayonnements de longueundd comprise entre 290-320 nm et
augmentent de 4 % tous les 300 metres d’altituds. derniers atteignent partiellement la
surface de la terre et constituent de 2 a 5 % d¥s abservés sur terre. La diminution de la
couche d’ozone permettrait une bonne transmissesriy/B.

UVC: est constituée des rayonnements de longueundd’ inférieure a 290 nm. Ceux-ci sont
absorbés par la couche d’ozone.

<
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rayens—y rayons-X | ultraviolet visible infrarouge |microondes |ondes radio
(frans&ions {transdicns (transitions (tran=bons {ransitions de
électroniguesi | éledronguees) | vibrationralles) | rotatichnellas) | spin nuckéaine)
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Figure 3.2.: Spectre électromagnétique (Gallo R., 2009).
1.4. L’absorption de la lumiére
Lorsqu’'une molécule absorbe un photon incidengnilrésulte un déplacement des
électrons de I'état fondamental (état électronitienoins énergétique) a I'état excité (état
électronique plus énergétique par rapport a |Té&adamental).
L’absorption d’énergie se fait par étapes; chagtspe ou transition consiste en

'absorption d’'un quanta d’énergie (photon). L'égiercorrespondant a ce photon est donnée
par la relation de Planck E=hv (h: constante dadkl&t v: frequence de lumiere).

a7



L’énergie minimale requise pour une transitiorcglmique est comprise entre 30-40
kcal/mol. Celle-ci correspond a la lumiere rouge0-800 nm). L'énergie maximale est de
140 kcal/ mol et cela correspond a I'ultravioled@2nhm). Les radiations supérieures a 800 nm
sont moins énergétiques pour provoquer une transélectronique et inférieures a 200 nm
sont trés énergétiques, car elles peuvent conddii@nisation de la molécule (dissociation de
la molécule).

1.5. Transitions électroniques

Lorsqu’'une molécule absorbe un photon d’'une longukonde appropri€e, celle-ci
passe de I'état fondamental a I'état excité. Ceniespond a la promotion d’'un électron dans
I'orbitale inoccupée d’énergie supérieure, une taftbi étant une zone de l'espace ou la
probabilité de trouver un électron est élevéexiite des orbitales atomiques et moléculaires.

L’orbitale moléculaire sigmac] est constituée du recouvrement de deux orbitales
atomiques s, ou d’'une orbitale atomique s et dométale atomique p. Ces recouvrements
conduisent a la formation des liaisons sigma ['orbitale moléculaire p est constituée du
recouvrement de deux orbitales p. Ces recouvrencentuisent a la formation des liaisons
Une molécule organique comportant une double liniest en réalité constituée d’une liaison
n et d’'une liaison sigmaos]. L'absorption d’'un photon par une telle molécid# passer les
électrons pi de l'orbitale p vers l'orbitale p diatite, en provoquant une transitimnr*.

Les transitions n #* peuvent aussi étre observées. Celles-ci sontrodsg dans les
molécules comportant un hétéroatome. En effetatemes tels que I'oxygene ou l'azote
contiennent des paires d’électrons non liantesesuorbitales n (Valeur B., 2004).

L’énergie de transition électronique varie selosdguence suivante:
n* < n- 1* < N-6*< o- 1 *< 6- 6*

Pour bien comprendre la notion de transition ébeitjue, prenons I'exemple de la
molécule du méthanal, une molécule organique cotapbun seul carbone avec une fonction
aldéhyde. Lorsque cette molécule absorbe un phiditarergie, un électron non liant (n) de
'oxygéne passe dans l'orbitaké, localisée pour moitié dans le carbone et pouitijmdans
'oxygene (transition nz*).

Deux orbitales sont a considérer dans le cas dpdatroscopie d’absorption et de la
fluorescence: Orbitale moléculaire occupée de hamergie (HOMO: highest occupied
molecular orbital) et orbitale moléculaire inoccepée basse énergie (LUMO: lighest
unioccupied molecular orbital) (voir figure 3.3Dans le présent exemple du méthanal,
HOMO correspond a I'orbitale n et le LUMO a I'ordlie 7*.
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Figure 3.3.:Niveaux d’énergie des orbitales moléculaires darisrmaldéhyde et différentes
transitions électroniques (Valeur B., 2004).

2. Les photosensibilisateurs

Un photosensibilisateur, généralement un colorasit,une molécule capable d’étre
excitée par capture d’'un photon et de transféneés@rgie a un composé accepteur d’énergie
(voir figure 3.4.). Ce processus commence avecit&ion du sensibilisateur a son état
singulet, suivi par un transfert d'énergie a uimjgosé accepteur. Ceci conduit a un produit a
I'état singulet. Mais, si le singulet du sensibiigur initialement formé se change dans un état
triplet (comme beaucoup de composés carbonylemig e transfert d'énergie peut se passer
avec conservation du spin total et l'accepteur ségaé directement dans son état excité

triplet.
Dye
1Dye ‘)/
102

Figure 3.4.: Le photosensibilisateur & I'état fondamentBlye : Singulet) est excité et
passe a I'état triplefDye). Il se désexcite en transférant son énerfaxggeéne fondamental
qui devient singulet, tandis que I'électron retaurnsur son orbitale primitive (de basse
énergie).( Engel P.S. et Schexnayder M.A., 1%¥8gel P.S. et Schexnayder M.A., 1975).

L'accepteur peut ensuite réagir photochimiqueragudrtir de cet état excité. En fait,
presque tous les photosensibilisateurs sont desbdesateurs d'état triplet. Cela peut avoir
une influence sur le produit final, car la réactiotravers un état triplet peut étre différente du
chemin emprunté par [|'état singulet (Engel P.SSehexnayder M.A., 1972 ; Engel P.S. et
Schexnayder M.A., 1975).
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Il existe plusieurs types de photosensibilisateaipsorbant dans le spectre UV-Visible
de lumiere (bleu de méthyléne, éosine, rose de aberfprphyrine, furocoumarines,
qguinones...). Dans le cadre de ce travail, nous diooiterons aux photosensibilisateurs
naturels d’origine végétale. Nous les avons subds/en deux classes:

* Les plantes de la famille des Rutacées ;
» Les autres plantes utilisées dans la pharmacoaéitiannelle.

2.1. Les plantes a activité photosensibilisatrice

Comme dit précédemment, dans le cadreette étude, nous nous intéresserons donc
aux photosensibilisateurs d’origine végétale.

2.1.1. Plantes de la famille des Rutacées

Certaines plantes, utilisées dans la phewpee traditionnelle pour soigner les infections
microbiennes et parasitaires, sont supposées r@agirun mécanisme de type « stress
oxydatif ». Ces plantes sont signalées par plusiauteurs comme comportant des molécules
photosensibilisantes (chromophores) (Towers G.5198henu J., 1992 ; Ongoka P.abt
2007). En présence de Ilumiére, ces molécules peuwgtier une réaction de
photosensibilisation. Certaines de ces plantes setles appartenant a la famille des
Rutacées, notammem@itrus limonum, Citrus bergamia, Citrus reticulata, etc.. L'activité
photodynamique trouvée dans ces plantes est dugpgaiement aux furocoumarines (Zacher

K.D. et Ippen H., 1984 ; Naganumaagt 1985 ; Weisenseel P. et Woitalla S., 2005)
2.1.1.1.Citruslimonum
Répartition géographique et description morphologigie

Le Citronnier Citrus limonum) est un petit arbre de la famille des Rutacéekivéu
dans les régions méditerranéennes et tropicales gmu fruit, le citron. Son origine est
asiatique. Cet arbre de taille variant entre 3 eh, vigoureux, affectionne les sols non
calcaires sous un climat humide et chaud. Sa lotgeaturelle peut approcher les deux cents
ans, mais les arbres utilisés en culture de pramtucte dépassent pas I'age de cinquante a
soixante ans. Le citron est un fruit constitué é'usaie cortiquée. Cet agrume de taille
moyenne (5 a 10 cm) est dit limoniforme c’est-&davoide et avec, a I'extrémité stylaire, un
mamelon souvent cerné d’'une dépression circulaageau du citron est appelée zeste. Elle
est brillante et d’'une couleur variant du vert aune vif selon la maturité du fruit (Naganuna
etal., 1985 ; Marin C. efal., 2000 ; Zhiri A. et Baudoux D., 2009).
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Photo 3.1.:Citrus limonum ( Peterson J.S., 2004)

Description botanique
* Nom botanique Citrus limonum

e Famille : Rutacées

* Reégne plantae

* Division : magnoliophyta
* Classe magnoliopsida
e Ordre . sapindales

Noms synonymes

* Francais: Citronnier
Italie: Limore

Anglais: Lemon
Allemand: Zitrone

* Arabe: Lymon et Limoun

Composition chimique du zeste

* Monoterpénes (80,03 %), Sesquiterpenes (18,57 %@nokérpenole (0,15 %),
aldéhydes (0,49 %), alcools (0,72 %)

* Flavonoides: hétérosides de flavonones (néohdsgogétes et hespéridosides

» Naringoside, ériodyctroside, ériocitroside, autflevonoides (diosmine, rutoside)

» Citroflavonoide

» Caroténoide

» Acide organique: acide citrique, acide maliqueda&scorbique

* Furocoumarines (Méthoxy-5 psoralene, bergamottinexypeucedanine....)
(Naganuma edl., 1985 ; Sue C., 2004 ; Muhammadikt 2006 ).
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Propriétés pharmacologiques des huiles essentiellestraites des zestes

* Pouvoir photosensibilisant

* Vitamine P mimétique et fluidifiante sanguine

* Tonique digestive, carminative, apéritive, dépweati

» Litholytique (Naganuma etl., 1985; Zhiri A. et Baudoux D., 2009)

2.1.1.2 Citrus bergamia

Description morphologique et origine

Citrus bergamia appelé en francais bergamotier est un arbre dé @étres de hauteur
qui s’épanouit préférentiellement sous des clinatspérés ou tropicaux a des températures
comprises entre 13 et 39°C. En dessous de -3°@clate est détruite et a -11°C, l'arbre
meurt. De plus le bergamotier se développe biers dem sols profonds perméables et de
texture Iégeére. Il craint les milieux basiquesexst aux salines (Julie C., 1998 ; Ulrich R.,
1952 ; Digne, 1997, Zhiri A. et Baudoux D., 2009).

Son origine est incertaine mais des analyses ggm&tiont montré qu'il s’agit d'une
hybridation entre le bigaradier et un citronnaar,un bigaradier et un limetier.

Le bergamotier oCitrus bergamia produit une baie d’'une dizaine de centimetres de
diamétre appelé « bergamote ». Son écorce jaumdtverest épaisse et criblée de vésicules
oléiferes, secrétant I'huile essentielle. Cet agrypnssede une chair tres acide (pH de I'ordre
de 1 et 2).

Photo 3.2Citrus bergamia (Orwa, 2009).
Description botanique

* Nom botaniqueCitrus bergamia
* Famille: Rutacées

* Regneplantae

» Division: magnoliophyta

» Classemagnoliopsida

* Ordre: sapindales
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Noms synonymes

* Francais: Bergamotier
» ltalien: Bergamotta

Composition chimique du zestele Citrus bergamia

* 40 % limonene

* 28 % linalyl acétate

* 8% linalol

* 5 % bergaptéene (méthoxy-5 psoralene), citropenegab®ottine, gamma-terpinene,
beta-terpinéne et fraction non volatile (4-7 %) (Met K. etal., 2007).

Propriétés pharmacologiques

e Sédative, calmante

* Antispasmodique

» Digestive

* Pouvoir photosensibilisant

* Anti-inflammatoire (Winter C.A. etal., 1962 ; Zacher K.D. et Ippen H., 1984 ;
Weisenseel P. et Woitalla S., 2005).

2.1.1.3Citrusreticulata
Description morphologique et origine
C’est un petit arbre de 3 a 4 métres, aux feusiesples vert foncé brillant. Il est

originaire de la Chine. La mandarine doit son nenmandarin chinois qui recevait ce fruit en
cadeau par tradition (Zhiri A. et Baudoux D., 2009)

Photo 3.3.:Citrus reticulata (USDA, 2009).

Description botanique

* Nom botanique Citrusreticulata

* Famille : Rutacées
* Regne plantae
» Division : magnoliophyta
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* Classe magnoliopsida
e Ordre . sapindales

Noms synonymes

» Francais : Mandarinier
« Anglais : Mandarin

Composition chimique du zeste

* Monoterpenes: limonene (82,57 %), gamma-terpin@0e2{ %), alpha pinéne (1,63
%)

* Monoterpenes: linalool (0,12 %), alpha terpinéod@0%)

e Aldéhydes: décanal (0,06 %)

* Furocoumarines (Méthoxy-5 psoraléne, bergamotting(Sue C., 2004 ).

Propriétés pharmacologiques

Antispasmodique, puissant calmant, sédatif, relaxdanique digestif, laxatif doux,
carminatif, stimulant gastrique et hépatique (ZAiret Baudoux D., 2009).

2.1.2. Autres plantes photosensibilisantes

Une autre catégorie de plantes, utilisdans la pharmacopée traditionnelle pour
soigner les infections microbiennes et parasitaiess constituée d€assia alata, Cassia
occidentalis, Carica papaya, Coleus kilimandschari et Phyllantus niruri. L’activité
photosensibilisatrice trouvée dans cette catégesteessentiellement due a la présence des
guinones et particulierement d’anthraquinoft&snda etl., 2008 ; Masscheleir-Kleiner L. et
Heylen J.B., 1968).

2.1.2.1.Cassia alata
Description morphologique et origine

Cet arbrisseau d’origine d’Amérique du gedit atteindre deux métres de hauteur. Il a
de grandes feuilles composées de huit a dix pdedvlioles obovales. Ses fleurs jaunes en

grappes dressees donnent des gousses ailées e @qeintimetres environ remplies de
nombreuses graines.

Photo 3.4.:Cassia alata (Dibong etal., 2011).
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Botanique

* Famille: Caesalpiniaceae
* Genre:Cassa
» [EspeceCassia alata

Composition chimique

Les feuilles d€assia alata contiennent: des Anthraquinones, anthrones litaeisle
chrysophanique, flavonoides, triterpenoides, aadasés, stérols,...

Propriétés pharmacologiques

Laxatif, antiprurigineux et cicatrisa@nti-inflammatoire, antibactérien, antifongique
et antihistaminique.

Usages thérapeutiques
» Constipation
» Affection de la peau et des muqueuses, nhombreusesses dont candidoses et
teigne, allergies cutanées,...
2.1.2.2.Cassia occidentalis
Description morphologique et origine
Cet arbrisseau d'origine d’Amérique cald@rpeut atteindre deux ou trois métres de
hauteur. Il posséde des feuilles pétiolées d’envitix centimétres a la base desquelles se
trouve une petite glande. Ses fleurs jaunes dordesngousses.
Botanique
* Famille: Caesalpinioideae
* GenreCassia
» EspeceCassia occidentalis
Composition chimique
Flavonoides et dérivés anthracéniques.

Propriétés pharmacologiques

Laxatif, antiprurigineux et cicatrisaanti-inflammatoire, antibactérien, antifongique
et antihistaminique.
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Usages thérapeutiques

» Constipation

» Affection de la peau et des muqueuses, nombreugesses notamment candidoses et

teigne, allergies cutanées.
2.1.2.3.Carica papaya
Description morphologique et origine
Cet arbre fruitier d’origine d’Amétiq tropicale peut atteindre six métres de hauteur.

Le papayer résiste peu au froid. Il peut cependssister aux brefs gels de l'ordre de -1 et 2
°C. Son feuillage est persistant. Il est organiséeuquets terminaux de feuilles palmées
d’'une cinquantaine de centimetres chacune.

Botanique

* Famille:Caricaceae
« GenreiCarica
» [EspeceCaricapapaya L.

Composition chimique

Terpenes, alcaloides, coumarines, flaides,p-Caroténe, thiamine ou vitamine B1,
riboflavine ou vitamine B2, niacine ou vitamine Bjde ascorbique.
Propriétés pharmacologiques

e Anti-inflammatoire
» Antibactérien

* Antihelminthique
* Antifongique

» Cicatrisant

Usages thérapeutiques

Plaies, brdlures, ulcéres et infectionsaires.
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2.2. Les molécules a activité photosensibilisante
2.2.1. Les psoralénes ou furocoumarines

Comme dit précédemment, l'activité photosensihilisaemarquée dans les plantes de
la famille des Rutacées est essentiellement duepaoxalénes ou furocoumarines (voir
tableau 3.1.). lls se repartissent en composeéaiteset angulaires (voir figure 3.5.) (Yurkow
E. et Laskin J., 1991 ; Bordin F., 1999 ; Serranetal., 2008).

I b
o 0" o (o)l

Figure 3.5.: A: Psoraléne ( Bordin F., 1999). B: Angelin@ordin F., 1999).
Mode d’action

Comme photosensibilisateurs, ces composés agdsatgux fagons différentes:

Dans un milieu pauvre en oxygene, ces moléculess $action des UVA, vont
s’intercaler entre deux brins d’ADN ou ARN et ré&alit un pontage entre deux bases azotées
de 'ADN. Cette insertion va bloquer la réplicatide I'’ADN (voir figure 3.6.) (Cain M. et
al.,, 2006 ; Machet V. et Vaillant L., 2006).

Dans un milieu saturé en oxygene, ces composeshandd’énergie et passent de
I'état fondamental, singulet, a I'état excité, keip en subissant une conversion intersystéme
(I.S.C.). Par la suite, I'énergie emmagasinée esistérée a I'oxygene fondamental. Ce
dernier passe de I'état fondamental, triplet, tat'@xcité, singulet. L’'oxygeéne singulet, étant
plus réactif que I'oxygene fondamental, attaqueemtiommage les molécules riches en
électrons, notamment ’ADN (Joshi P.C. et PathaldM1983 ; Pathak M.A. et Joshi P.C.,
1983 ; Serrano J. at., 2008).
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Figure 3.6.: Mode d’action des psoralenes (Anders Aalet1983).
Ces processus entrainent:

» |'oxydation de certains composants cellulaires ;
la formation des composés d’addition (voir figuBe3et 3.10.) covalents entre les

furocoumarines et les bases pyrimidiques de 'ABMdsine, uracile, thymine) (voir
figures 3.7. et 3.8.).

A

O N
Figure 3.7.: Thymine (Courseille C. etl, 1982). Figure 3.8.: Furocoumarines (Courseille

C. etal., 1982).
Les noms des furocoumarines linéaires corresporadantadicaux Ret R, sont

donnés dans le tableau 3.1.
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Nom R1 R2

Psoraléne -H -H
Méthoxy-8 psoraléne -OCH3 -H
Méthoxy-5 psoralene -H -OCH3

Impératorine -OCHCH=C-(CH), -H

Tableau 3.1.:Furocoumarines correspondant aux radicayetfR.

Figure 3.10.:Photodimere avec 3-4 (Netanel K. et Eylon Y., 2010

En plus de ces dérivés de monoaddition peuventosmef des composés de
diaddition, chacune des doubles liaisons concerf®dst 4'-5’) s’additionnant sur une base
pyrimidique appartenant & chacune des deux chdssmolécule d’ADN (voir figure 3.11.)
(Serrano J. dl., 2008 ; Yurkow E. et Laskin J., 1991 ; Towers 1R85 ; Marchado A. .,
2001).

Figure 3.11.:Photodimeére avec 3-4 et 4’-5’ (Netanel K. et Ey1n2010).
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Usages

Les furocoumarines, a cause de leurs propriétémpénsibilisantes, sont utilisées en
thérapeutique (Serrano J.akt 2008 ; Yurkow E. et Laskin J., 1991 ; Bordin 1999;
Valkova S., 2007) :

* Le méthoxy-5 psoraléne et le méthoxy-8 psoralend stilisés en puvathérapie,
traitement photochimiothérapique du psoriasis atiles affections dermatologiques
(Parish J.A. etl., 1974 ; Parish J.A. &., 1976 ; Lowe N.J. edl., 1979; Morison
W.L. etal., 1987). Cette technique consiste a administregénéral par voie orale, la
furocoumarine ; deux ou trois heures apres, on gu®ca une exposition au
rayonnement d'une lampe UV émettant dans la zosdJdkelongs (320-380 nm) ou
aux rayons solaires ;

* Dans le traitement du vitiligo ;

* Dans les produits cosmétiques (Parrish J.Aalet1974 ; Parrish J.A. al., 1976 ;
Lowe N.J. etl., 1979 ; Morison W.L. edl., 1987).

Principales sources

Le tableau 3.2. donne quelques furocoumarinesiaset leurs principales sources ( les
plantes qui servent a leur isolement ).

Psoraléne Ficus carica { Moraceae)
Psoralea corvlifoliafLeguminosae)

Méthoxy-5 psoraléne (bergapténe) Ficus carica
Citrus bergamia
Citrus limonum
Heraclewm ssp
Ammi majus
Sexeli indicim
Petraselinum sativiim

Méthoxy-8 psoraléne Ammi majus
Angelica
Pastinaca sativa
Ficus carica
Ruta graveolens

Tableau 3.2.:Quelques furocoumarines linéaires et leurs orgy{ii®wers, 1986).
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2.2.2. Les quinones

Comme dit précédemment, l'activité photosensihitise trouvée dans les extraits
aqueux deCassia alata, Cassia Occidentalis, Carica papaya, Coleus kilimandschari et
Phyllanthus niruri est essentiellement due a la présence des quireingarticulierement
d’anthraquinones.

Définitions
Les quinones sont des composés correspondantyal#itan des dérivés aromatiques.

Le dione est conjugué aux doubles liaisons du nayamatique (voir figure 3.12.).

Les quinones naturelles appartiennent a trois gr®ppincipaux:
* Benzoquinones ;
* Naphtaquinones ;
* Anthraquinones.

0 0 o]
o) o) o]
A.Benzoquinone B. Naphtaupume C.Anthraquinone

Figure 3.12.:Structure des motifs de base des quinones (Morfs et Boyd R., 1992).
Distribution des quinones

Les quinones sont fréquentes chez les végétauxisure (familles deRubiaceae,
Rhamnaceae, Fabaceae et Polygonaceae) et chez les champignons. Les benzoquinones
simples, caractéristiques des arthropodes, soet ralnez les végétaux supérieurs et peu
répandus chez les champignons. La distribution dephtaquinones est presque
exclusivement limitée chez les champignons. Leswraguinones sont de loin les plus
nombreuses, elles sont fréquentes chez les lickeshampignons et dans un nombre limité
de familles d’angiospermes. Les quinones se rermuntdans la nature sous forme libres ou
hétérosides. Les figures 3.13. et 3.14. donnenlggas anthraquinones naturelles (Mdiller
S.A., 1983 ; Morrison R. et Boyd R., 1992).
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Z K/ClsHss O‘O
CHs

e
Alizarine

(e}
Figure 3.13.:Vitamine K.
Figure 3.14. Alizarine, premier colorant naturel préparé
par synthése en 1865.

En 1979, Smith R.M. and Sadaquat A. isolerent sithraquinones de feuilles de
Cassia alata :

OH O OH OH O OH
COOH OH C‘O CH
O o)
Rhein Emodin
OH O OH OH O OH
CHZOH H3CO C‘O CH3
0 0
Aloe Emodin Physicion
OH O OH OH O OH
94 ® T
CHs
O e}
Chrysophanol Isochrysophanol

Figure 3.15.:Quelques anthraquinones isolées de feuilleSadsia alata (Smith
R.M. et Sadaquat A., 1979).
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Propriétés générales des quinones
- Propriétés physiques

Les quinones et leurs homologues cristallisent faégdement ; elles sont fortement
colorées en jaune ou en rouge et possedent presgies une odeur caractéristique piquante,
rappelant le chlore ou 'acide sulfureux.

Elles sont volatiles et se subliment aisémentaoet dés la température ordinaire.
Les quinones sont entrainables par la vapeur deagui permet de les purifier. Elles sont
presque insolubles dans l'eau froide et facilemsoltibles dans la plupart des solvants
organiques.

Dans les alcalis, les quinones se solubilisent agtnednt une coloration allant de
I'orange au rouge vif ou violacée, ce qui permat learactérisation et leur dosage. Le dosage
des quinones est habituellement pratiqué en spdaitométrie et est fondé sur la mise en
ceuvre de I'une de leurs réactions colorées (Mullet983).

2.3. Immobilisation du photosensibilisateur sur ursupport solide

L’'un des premiers travaux réalisés sur la désiideale I'eau par photosensibilisation
fut mené par Acher A. et Rosenthal I. (1977). Leubtde méthylene a été utilisé comme
photosensibilisateur. Le soleil et la lampe ultodsfte furent utilisés comme source de
lumiére. En 1977, Acher A. et Juven B. réaliseram autre étude sur la désinfection et la
détoxification de I'eau par photosensibilisatioresLabattements de I'ordre de 1,3%LIFC
coliformes fécaux / 100 ml furent notés pour unacemtration de 0,5 mg / litre de bleu de
méthylene. En 2002, Cooper A. et Yogi T., lors dar$ travaux sur la désinfection et
détoxification de I'eau par photosensibilisatioreave bleu de méthyléne, remarquerent une
bonne activité (abattement de I'ordre de®-10* UFC/ ml enEscherichia coli pour une
concentration de 10 mg/l). Malgré l'efficacité netée photosensibilisateur restait en solution
apres la désinfection, rendant ainsi impropre l@asommation de I'eau traitée. |l fallait donc
le fixer sur un support solide pour pouvoir I'erde aprés la désinfection de I'eau.

L’immobilisation d’'un photosensibilisateur sur uapport solide présente plusieurs
avantages, notamment celui d’étre retiré apressntection de I'eau et d’'étre utilisé pour
un autre traitement. Ceci est alors bénéfique dpwint de vue économique et
environnemental. Mais en général, 'immobilisation photosensibilisateur sur un support
solide réduit sa capacité de production d’oxygeinguwet (Derosa M. et Crutchley R.J.,
2002).

Bonnett R. etal. (2006), étudiant la désinfection de I'eau partpbkensibilisation
avec le (5, 10, 15,20-tetrakis (p-hydroxyphenylypbyrine, p-THPP ; 5, 10,15, 20-tetrakis
(p-aminophenyl) porphyrine, p-TAPP et l'acide tésalfonique phtalocyanine zZn (ll),
ZnPCs, remarquerent une tres bonne activité avesnRCs incorporé dans la membrane
chitosane. Lors de cette étude, ou E.coli étas pamme modele, il a été constaté une
réduction de 1,99 x PCFU / ml & 0,90 x TOUFC / ml aprés 35 minutes et & 8,3 XWEC /

ml aprés 160 minutes. La méme membrane, gardé@bsclirité pendant 9 mois et réutilisée,
a montré encore une certaine activité, avec wétiation de 3,1 x £0a 1,0 x 16CFU / ml
aprés 160 minutes d’irradiation.

63



Il existe plusieurs méthodes de fixation d’'un pBetwsibilisateur sur un support
solide. Celles-ci dépendent de la structure dugssstsibilisateur et du support solide. Dans
le cadre de ce travalil, la réaction d’acylationFdiedel-Craft sera utilisée pour la fixation de
meéthoxy-5 psoraléne (MOP-5) sur le polystyréne.

3. Oxygeéne singulet'D,)

Rappelons que I'oxygeéne singulet est le produitilitést de I'action combinée d’un
photosensibilisateur, de lumiere et d’oxygene.

3.1. Qu’est-ce que I'oxygene singulet ?

L’oxygéene singulet est une forme d'oxygene, de plasite énergie que I'oxygéne
classique, formé par I'excitation de ce dernieroxdygene fondamental est un participant
important dans les processus photochimiques, ceontient un haut potentiel chimique
(Wassermann H. et Murray R., 1979).

Deux structures de Lewis pour la molécule d’oxygeeevent de base (Voir figure
3.16. a et b) pour des discussions ayant trat éhgnie. La structure (a), dans laquelle tous
les électrons sont appariés, correspond a I'éatréhique singulet. Alors que la structure
(b), dans laquelle deux électrons ne sont pas #spareut correspondre a un état triplet ou
singulet.

Il
T
o

AN .
o=c¢  |0—0]

(a) (b)
Figure 3.16.: Structures de Lewis de la molécule d’oxygene.

Les propriétés de I'oxygene sont déterminées masibe électrons dans les orbitales
n—1* montrées dans le diagramme d’orbitales molécedaif\Voir figure 3.17.). Le terme
spectroscopique pour I'état fondamental tripletr&ﬂészg'. Les deux électrons appariés qui
occupent les mémes orbitale¥ dans I'état excitélAg correspondent a I'espéce excité
d’énergie faible qui réagit chimiquement comme yg&ne singulet. L’énergie d’excitation
est de 22, 5 Kcal/mol (= 1270 nm). L'espece exaitémergie supérieure est nofé:@*, Dans
cet état les deux électrons de spins contrairesipeet deux orbitales moléculaires
différentes. L’énergie d’excitation est de 37,5 Kicenol ( voir tableau 3.3.). La durée de vie
de cet état excité est faible de sorte que cetetaité est converti rapidement dans I'étgt
(Wassermann H. et Murray R., 1979).
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Figure 3.17.:Diagramme d’orbitales moléculaires de 'oxygeneasermann H. et
Murray R., 1979).

Etats d’énergie de la Configuration électronique Energie au dessus de 'état
molécule d oxygéne de I'Orbitale Moléculaire fondamental
occupée de haute énergie
(HOMO)
Second état excité []E;] 1 1 37 Keal / mol

Premier ¢tat excité {'i\.g}
Tl 22 Keal / mol

Etat fondamental {E'Eg]l 1 T

Tableau 3.3.:Différents états d’énergie de la molécule d’oxygéameta C.S. ail., 1990).
3.2. Origine de I'oxygéne singulet

L’origine la plus fréquente de I'oxygene singuseimble étre la photosensibilisation:
divers photosensibilisateurs, tels que I'hyperaneMillepertuis, I'huile de bergamote ou les
porphyrines produisent I'oxygéne singulet en présede lumiére (Malik Z. eal., 1990 ;
Nitzan Y. etal., 1992 ; Foote C. et Clenann, 1995 ; Merchat Malgt1996 ; Alouini Z. et
Jemli M., 2001 ; Caminos D. at., 2006 ; Ergaieg K. et Seux R., 2009 ; Valduga Gl ¢
1999).
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3.3. Formation d’oxygéne singulet

De nombreuses méthodes ont été développéesppmiuire I'oxygéne singulet. |l
existe des meéthodes photochimiques et chimiquesn Rju'une photoexcitation de
I'oxygéne moléculaire soit possible, ce n’est pas méthode photochimique pratique, du
fait des faibles rendements quantiques obtenufséitun photosensibilisateur dans le but
de produire I'oxygene singulet est une méthode ghuatique (voir figures 3.18. et 3.19.).
Généralement un colorant possede un fort pouvaordant (bleu de méthylene, rose de
bengal, porphyrine et ses dérivés, furocoumarine}, (Ergaieg K. et Seux R., 2009).
Certains complexes de Ruthénium Il portant desntigabipyridines ont été également
décrits comme photosensibilisateurs (Garcia Rl.etl996 ; Garcia F. al., 1999 ; Fuller
Z.J. etal., 2003 ; Kithni J. e#l., 2007).

hv . ISC .
'Sens —— 'Sens ——=  ‘Sens

*Sens” =+ = = 'Sens + 'O,

ISC: Changement intersysteme
Figure 3.18.:Formation de I'oxygéne singulet & partir d’'un pisansibilisateur.

Comme montré dans la figure 3.18., le sensibilisagst excité par I'absorption d’'un
photon. Aprés un croisement intersysteme (ISCphetosensibilisateur est a I'état triplet.
Une annihilation triplet-triplet entre 'oxygene’atat fondamental et le photosensibilisateur
dans son état triplet fournit 'oxygéne singuf&d4) et laisse le photosensibilisateur dans son
état initial. Ce dernier peut effectuer ce cycle gnand nombre de fois, de sorte que,
généralement, une quantité minimum de sensibilisast nécessaire (Voir figure 3.19.).

Sensitizer = . I
; Chemical Reactions (Type [)
Dioxygen = (Free Radical, Redox)

ki
iz
-1 ¢
-_2DDHJM\/V\/} . !

3 r~10 & D;

! ~ 150 kJ

! \
, Superoxide

= S5 kJ
Singlet 15'
Qxygen
£
Chemical Reactions (Type 1)

1 Energy Flugrazscence

Figure 3.19.:Diagramme de Jablonsky (Maria C. et Robert D220
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Lorsqu’on illumine un photosensibilisateur, il edsulte un état d’énergie supérieur (un
état excité) qui est instable et les molécules ltgsensibilisateur vont retourner a leur état
initial en relarguant I'énergie selon différent®essus:

» transfert de I'énergie excédentaire a une molégatecollision (en solution) ;

e conversion de I'énergie excédentaire en énergiartigee ;

e émission d'un photon lumineux selon deux aspetistiEs par le diagramme de

Jablonsky.

Le diagramme de Jablonsky peut étre appliqué spaeihent a la photosensibilisation en
montrant les mécanismes d’excitation et de déssimit des états électroniques des
photosensibilisateurs : les photosensibilisateursvqmuent I'excitation des molécules
normalement insensibles aprés absorption de lumieoes de I'absorption de lumiére
(phénomeéne trés rapide <f0s), le photosensibilisateur passe de son étatulsing
fondamental So a différents états singulets &....... , S). Il 'y a ensuite retour a I'état
singulet excité de plus basse énergiep& deux phénomenes: la relaxation vibrationnelle
(IVR) et la conversion interne (IC). A partir det &at S (de courte durée de vie 10a 10’

s), le retour a I'état initial So peut s’opérerdimix facons:

» par émission d’'un photon par fluorescence ;

» par transfert d’énergie a un état tripletpar conversion intersysteme (ISC).

Le retour a So a partir de;Tpeut ensuite s'effectuer par émission de
phosphorescence. Cependant, la durée de vie deateriplet (de 18 & 1 s), relativement
longue, permet a la molécule d’interagir avec lelsstrats situés dans son environnement
proche (par exemple I'oxygene). Deux types de m@agtsont alors possibles (Foote C.S.,
1984 ; Foote C.S. 1991): une photoréaction du bgteine photoréaction du type II.

a. Photoréaction du type I:

L’état triplet T, réagit directement avec les substrats biologiqpé®spholipides,
protéines, stérols,..) par transfert d’électrons ddatomes d’hydrogéne conduisant a la
formation d’espéces radicalaires (Towers G., 19B&% radicaux libres peuvent réagir avec
'oxygéne dans son état fondamental pour formenl'superoxyde. Si cette espece n’est pas

particulierement réactive, sa forme protonée peuteeanche étre transformée en peroxyde
d’hydrogene (figure 3.20.).

Oy+ 8 —— 0Oy

0, *+ e+ 2H ——— Hy0,

Figure 3. 20.:Formation de I'anion superoxyde et de peroxydgdtbgéne (Lacolley P. et
al., 2007).
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b. Photoréaction du type II:

L’état triplet T, réagit directement avec l'oxygene en lui transféraon exces
dl’énergie qui fait passer I'oxygéne de I'état fomaatal, triplet {0, ) & son état singulet
("O2).

Le passage par I'état triplet est prédominant dansas ou un colorant riche en
électrons (délocalisation des électransur I'ensemble de la structure) ou une molécule
paramagnétique est présent dans le milieu.
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Figure 3.21.:Une des premiéres réactions connues comme prodlliceaygene singulet
(Moureu C. etal, 1926).

3.4. Reéactions de I'oxygéene singulet avec les biokacules

Quoique plusieurs études aient été realisées etentartaines en cours, sur les
réactions d’oxydation des biomolécules par I'oxygamgulet afin d’isoler et caractériser les
intermédiaires et produits, les mécanismes de phlgtation des biomolécules comme
I'histidine, le tryptophane ou les bases de I'ADAtide désoxyribonucléique) ne sont pas
encore completement clairs. Les investigations sliffitiles vu la faible solubilité de ces
composés, linstabilité des intermédiaires et IHialilté de séparer et de caractériser les
produits. Aussi, les conditions non-physiologiquesivent conduire a des mécanismes et
cinétigues de photooxydation différents de cewv@nant d’un systeme biologique (lesce R.
etal, 2005 ; Dahl T. edl, 1989). L’'oxygene singulet réagit également aescblases azotées
de I'ADN, principalement la thymine et la guaninéu sa nature électrophile, 'oxygene
singulet réagit avec les lipides insaturés, notantrieecholestérol.
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3.4.1. Réactions de I'oxygéne singulet sur les aeglaminés

Parmi les acides aminés, l'histidine et le tryptpd réagissent facilement avec
I'oxygéne singulet (voir figures 3.22. et 3.23.).

3.4.1.1. Histidine

La photooxydation de l'histidine suit la réactioa type II. Dans la solution agueuse,
celui-ci subit une dégradation en plusieurs prisdoarmi lesquels 'acide aspartique et I'urée
ont été identifiees (Foote C.S., 1984). Ces pradsitbiraient a leur tour une oxydation
conduisant a la formation d'eau, de gaz carbonigted’énergie. Cette réaction de
photooxydation provoque la mort de la cellule (&Bc etal, 2005).

CO0H i

CO0OH M i,
H, N H HN COOH N,

H

Histidine Acide aming@@2ntanedioique-1,5 Urée
Figure 3.22.:Mécanisme de photooxydation de I'histidine.
3.4.1.2. Tryptophane

Plusieurs études sur la production du N-formylkgmime (3) et ses dérivées a partir
de tryptophane 1, en utilisant la riboflavine et ldeu de méthylene comme
photosensibilisateurs, en présence de I'oxygéne écnldire, ont été réalisées.
L’hydroperoxyde 2 a été suggéré comme premier nmddiaire et plusieurs voies de
transformations de 1 a 4 ont été étudiees, maisnautermédiaire n'a été obtenu, sauf
I’hydroperoxyde 5, le tautomere cyclique de 2. Gmposeé a été isolé et il s’est avéré qu’il se
réarrange sous diverses conditions en 3 (voirdi@a3.).
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Figure 3.23Mécanisme de photooxydation de tryptophane.

3.4.2. Réactions de I'oxygene singulet sur les basezotées de 'ADN

En présence de I'oxygéne singulet, 'ADN subit dragmentation, surtout au niveau
de ses bases azotées.

3.4.2.1. La thymine

La figure 3.24. présente le mécanisme détaill@dmpmentation de la thymine.
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Figure 3.24.:Mécanisme de photooxydation de la thymine (lescet&.,
2005).

3.4.2.2. La guanine

A cause de son potentiel redox élevé, la guanihéadsase azotée de I'’ADN la plus
oxydable. Par conséquent, elle réagit facilemeat #oxygene singulet (voir figure 3.25.).
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Figure 3.25.:Mécanisme de photooxydation de guanine (lesa &., 2005).
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3.4.3. L’action de I'oxygéne singulet sur les ligies

Les acides gras sont largement présents dans lespipdlipides des membranes
biologiques. En plus de I'oxydation enzymatiquetdtsnsont I'objet, les acides gras subissent
une autre oxydation non-spécifique: une peroxydatioes produits de la peroxydation
dépendent essentiellement de la nature de l'adide igitial. Par exemple, le pentane est
généré par la peroxydation d'un acideo @olyinsaturé et I'éthane par un acide gras 3-
polyinsaturé.

L’oxydation du cholestérol est d’'un intérét biolgge spécial, car elle conduit awb
hydroperoxyde cholestérol et 5,6-époxyde cholek{Eigure 26 a et b).

CgH17 CgH17

102

OH OH
OOH

(@)

CgH17 CgH17

102

OH OH

(b)

Figure 3.26.:Mécanisme deperoxydation du cholestérol (Girotti A.W., 1998 grgtowski
W. et Girotti A.W., 1999).

3.4.4. L’action de I'oxygene singulet sur les hydtas de carbones

Les hydrates de carbone sont relativement insessébl'oxygene singulet. Mais lors
de l'oxydation de 'ADN, le désoxyribose est aussiydé. Les polysaccharides tels que
I'acide hyaluronique et les protéoglycanes peuaessi étre oxydés.

3.5. Applications de I'oxygéne singulet

L’'oxygéne singulet’g) généré par I'action combinée d’un sensibilisatelrlumiére
et de I'oxygene peut étre utilisé:

e Pour la stérilisation du sang ;

* Dans la thérapie photodynamique du cancer ;
* Dans la chimie fine ;
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» Dans la dépollution et la désinfection de I'eau ri3a M.C. and Crutchley
R.J., 2002).

Dans le cadre de cette étude, c’est le derniercaspe nous intéressera (dépollution
et désinfection de l'eau). En effet, 'oxygéne sileg est de plus en plus utilisé dans la
dépollution des eaux usées et la désinfection eaul’ L'opération consiste a placer une
guantité donnée d'un photosensibilisateur dansul'aatraiter, suivi d'une exposition a la
lumiere d’'une longueur d’onde dépendant de la adiabsorption du photosensibilisateur.
L’oxygene singulet généré inhibe les microorgamismontenus dans le milieu (Valduga et
al., 1993 ; Schafer M. el., 2000 ; Jori G. et Brown S., 2002 ; LuksieneZb05).

Les toutes premiéeres études réalisées dans ce mofiuaent menées par Acher A. et
Rosenthal I. (1977) et Acher A. et Juven B. (19¥0)r le point 2.3.). Par la suite, plusieurs
études furent réalisées dans ce méme cadre. Toagetudes mettent en évidence la
génération de I'oxygene singulet pour la déesimbectle I'eau (Bilski P. edl., 1991 ; Jiménez
M. etal., 2006 ; Nina A. etl., 2007; Rengifo H. al., 2007; Sabbahi S. at., 2000 ; Jori G.
et Brown S., 2004 ; Ergaieg K. et Seux R., 2008lén L. etal., 2006).

4. Conclusion

Ce chapitre a porté sur la photosensibilisatioactién au cours de laquelle I'oxygene
singulet est généré a partir d’'un photosensibéisaét de lumiere.

La capture d’'un photon de lumiére par un photosdissteur provoque I'excitation
de ce dernier. L’énergie emmagasinée peut étresféade a 'oxygene fondamental pour la
génération d'oxygéne singulet. L’action néfaste dlexygéne singulet sur les
microorganismes est connue. Certaines plantesadsgi dans la pharmacopée traditionnelle
pour soigner les infections microbiennes et paaasi sont capables de générer I'oxygéne
singulet. L’'oxygene singulet, ainsi génére, petd atilisé pour la désinfection de I'eau.

Dans le présent travail, nous nous intéresserona désinfection de l'eau par
I'oxygeéne singulet généré par I'activité photosbilsiatrice d’extraits de plantes (voir figure
3.27.). Les plantes utilisées dans le cadre de cetherche et les molécules responsables de
leur activité photosensibilisatrice sont mentiorméans le tableau 3.4.
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Photosensibilisateurs
naturels
D’origine végétale

Plantes de la famille

Méthoxy-5

des Rutacé«

Autres plantes

psoraléne

Quinones et

photosensibilisantes

anthraquinones

+

Energie : E=h

Lumiere

Oxygeéne excité

+

Oxygene
fondamental

(singulet *0,)

(triplet : %0,)

Figure 3.27.:Production d’oxygene singulet a partir d’'un phetwsbilisateur et de lumiére.

Famille

Plantes

Principales Molécules actives

Famille des Rutacées

Citrus bergamia, Citrus
limonum et Citrus reticulata

Furocoumarines

Autres Familles

Cassia alata, Cassia
occidentalis, Carica papaya,
Coleus kilimandschari et
Phyllanthus niruri

Quinones et anthraquinones

Tableau 3.4.:Plantes photosensibilisantes utilisées dans |leeadelcette recherche et

les molécules responsables de leur activité.
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CONCLUSION DE LA SECTION |

Dans la section |, consacrée essentiellement @l@draphie, nous avons parcouru

les différentes notions devant permettre de menéiea cette recherche. Les chapitres
suivants ont été abordeés :

La situation générale relative a la qualité micotdique de I'eau. Ce chapitre a mis
en exergue le probléme d'accés a I'eau potableestimplications sur la santé
publigue. Les microorganismes permettant d’évalaerisque microbiologique de
'eau et les méthodes domestiques de désinfecgofedu sont également présentés
(chloration, ozonation, lampes ultraviolettes). désinfection solaire (Sodis) devrait
étre une alternative a toutes ces méthodes. Qlis &t tributaire des conditions
climatiques. Ce procédé de désinfection peut Eétnméliaré par la
photosensibilisation ;

Le dernier chapitre de cette section est axé saof@n de photosensibilisation que
nous avons abordée a travers ses trois composantaes lumiere, les
photosensibilisateurs et Il'oxygéne singulet. Lesffétintes classes de
photosensibilisateurs, leur mode d’action ainsi ueroduction d’oxygene singulet
ont donc été présentés. Les applications de I'axgggngulet, notamment pour la
désinfection de I'eau, ont été évoquées.

Apres avoir présenté I'état de l'art de la probléqee traitée dans ce travail, nous

pY

pouvons maintenant passer a la partie expérimerfsaletion 2), tout en expliquant au
préalable notre stratégie de recherche.
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SECTION II : PARTIE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE IV
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CHAPITRE IV: STRATEGIE DE RECHERCHE

Ce chapitre présente la stratégie qui a permis eleema bien la présente recherche.
Rappelons que 'objectif général de cette recheotmsiste a évaluer puis caractériser I'effet
photosensibilisateur d’extraits de plantes appbgada désinfection de I'eau. Ce travail se
doit aussi de répondre aux 4 objectifs spécifi@3) suivants:

OS1: Rechercher les extraits de plantes qui présentun effet
photosensibilisateur ;

0OS2: Mettre en évidence le groupe de substancewdes par le processus de
photosensibilisation ;

OS3: A partir de ce groupe, identifier la (les) éwlle(s) responsable(s) et évaluer
leur effet photosensibilisateur ;

0OS4: Fixer la (les) molécule(s) sur un supportdeoliel gu’'un polymere ou un
filtre tout en conservant leur pouvoir photosersant (voir figure 4.1.).

Pour atteindre ces objectifs, notre étude a explerék domaines de recherche : I'un
relatif a la caractérisation chimique des photobdisateurs; l'autre a I'étude des
performances en termes d’inhibition d’indicateurs ebntamination fécale en vue d’'une
application en désinfection de 'eau.

Les substances étudiées se présentent sous déferdormes, d’'une forme
relativement brute constituée par les plantes ersleextraits jusqu’a une molécule
chimiquement pure en passant d'une démarche dpguiisn assez « grossiere » a une étude
ciblée sur la connaissance des conditions de phagdslisation.
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Photosensibilisation

Photosensibilisateur:

Lumiére = Energie:
E=hv

OS I Quelles sont les plantes comportant un effet

photosensibilisateur ?

92]
o
D

OS Z Quelles sont les substances responsable
I'activité photosensibilisante ?

OS & Quelles sont les caractéristiques de la (des)
molécule(s) concernées et leur condition

d'utilisation -

OS 4 Est-il possible de fixer cette (ces)
molécule(s) sur un support solide ?

L’effet photosensibilisant est-il conservé ?

<
<
<«
<«

4

microorganismes

Etude de I'inhibition des

Figure 4.1.: Objectifs spécifiques poursuivis.
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L’évolution du travail, d’'une phase de recherchkaatre a été dictée par les apports de la
littérature et par nos observations. Celles-ci aoriduit & mettre en évidence les éléments
(apports concluants ou contraintes) justifiantap& suivante. Le cheminement suivi, présenté
a la figure 4.2., est succinctement décrit ci-aprés

Etape 1.

Notre point de départ fait référence a I'étude dbalK.M. et Luwenga E.(1999), relative a la
désinfection de I'eau par photosensibilisation alescextraits aqueux de feuilles Gassia
alata, Cassia occidentalis, Carica papaya, Cymbopogon stratus, Lantana camara et Hibiscus
rosa simentis. Dans notre travail, nous avons repris les méni@stgs en ajoutantoleus
kilimandschari et Phyllanthus niruri, en raison de leur usage pour le traitement d&ioes
maladies microbiennes et parasitaires. Les extagjteeux de ces plantes ont été étudiés et
classés en deux catégories: une premiere, corestilie8 plantes bactéricides sans effet
photosensibilisateur ; une deuxieme, constituée pllastes photosensibilisatrices. Il a été
démontré que seuls les extraits non alcaloidiqoes ghotosensibilisateurs mais les temps
d’exposition a la lumiére doivent étre relativemdong (3 heures). Les meilleures
performances d’inhibition des coliformes fécaux @xigé une saturation du milieu en
oxygéene. Nous avons tenté de nous libérer de cetiteainte en recherchant d’autres plantes.

Etape 2.

La revue de la littérature nous a alors conduib@snintéresser aux plantes de la famille des
Rutacées. Mais cette fois ce sont les huiles dsfientde ces plantes qui ont été étudiées. 3
especes ont été retenu€3trus bergamia, Citrus reticulata et Citrus limonum. Une étude
comparative entre ces trois espéces a mis en @adgtrus bergamia comme l'espéce la
plus active.

Etape 3.

Nous avons donc poursuivi notre investigation denigra plus précise en retenant I'huile
essentielle de cette seule espece. Celle-ci a enamte activité photosensibilisatrice trés
intéressante vis-a-vis des coliformes fécaux et elggrocoques fécaux. L'examen de la
composition chimique de I'huile essentielle @ierus bergamia en spectrométrie de masse a
permis de mettre en évidence la molécule respomsabl I'effet photosensibilisateur, le
meéthoxy-5 psoralene (MOP-5), molécule signalée plaisieurs auteurs comme agent
photosensibilisateur. Par la suite, nous avonssuitirnos recherches en étudiant cette seule
molécule obtenue chimiquement pure aupres d’'uneefiole produits chimiques.

Etape 4.

Lors de [l'utilisation de cette molécule en solutidans I'eau a désinfecter, apres avoir
confirmé ses performances en matiere de photosksediion, nous nous sommes heurtés a la
difficulté de récupérer le photosensibilisateureapun premier usage en vue d'utilisations
ultérieures.

Etape 5

C’est alors que tout logiguement, nous nous sonworiestés vers la recherche d’'un support
solide sur lequel pourrait étre fixé le MOP-5. Lelystyrene s’est avéré étre un support
intéressant, tout en I'exploitant sous deux fornd@®rentes. Il s’agissait également de
vérifier si I'effet photosensibilisateur du MOP-{&d était conserve.
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_ Apports ou contraintes
Chapitre correspondant Etapes de la recherche justifiant 'étape suivante

,

Etape 1. Désinfection de I'eau par

CHAPITRE V photosensibilisation avec des
extraits de plantes
Condition optimale d’'inhibition:

Saturation du milieu en oxygene
Etape Zz: Recherche d’autres

plantes: utilisation d’huiles
CHAPITRE VI essentielles de plantes de la famil

e
des Rutacées du ger@arus \

Etape & Désinfection de I'eau pat

CHAPITRE VII photosensibilisation avec I'huile \

L’huile de Citrus bergamia plus
active

essentielle d€itrus bergamia,

Molécule responsable: MOP-5

Etape 4 Désinfection de I'eau paf

CHAPITRE VIl photosensibilisation avec le MOP-\

en solution dans I'eau

Difficulté de récupérer le MOP-§

pour d’autres utilisations
Etape E: Désinfection de I'eau paf
5

CHAPITRE IX photosensibilisation avec le MOP-
fixé sur un support solide

Figure 4.2.: Etapes poursuivies dans cette recherche.

87



A chacune des étapes de notre recherche correspoddapitre spécifique (du chapitre 5 au
chapitre 9) traditionnellement structuré en 5 parti

e Introduction ;

* Matériel et méthodes ;

* Résultats et discussion ;

» Conclusion;

» Références bibliographiques.

Une discussion générale, précédant la conclusimalefi permettra de mener une réflexion

critique sur I'ensemble des résultats obtenusreieswconditions d’application concrete de ces
résultats en vue de la production d’eau potableiaeau familial.
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CHAPITRE V: CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA DESINFECTI ON DE L’EAU
PAR PHOTOSENSIBILISATION AVEC DES
EXTRAITS DE PLANTES

Ce chapitre a fait I'objet d’'une publication soagéférence:

Sunda M., Rosillon F. et Taba K.M. (2008). Conttibn a I'étude de la désinfection de I'eau
par photosensibilisation avec les extraits de pkur. Jour. of Water Quality, Tome 39,
Fasc. 2, p. 199-209.

1. Introduction

Taba K.M. et Luwenga E. (1999), lors de I'étude ld désinfection de I'eau par
photosensibilisation avec des extraits aqueux ei@fids des plantes deassia occidentalis
(C.0.), Carica papaya (C.p.), Cymbopogon stratus (C.s.), Lantana camara (L.c.), Cassia
alata (C.a.) et Hibiscus rosa simentis (H.rs.), remarquerent que ceux-ci se regroupent en
deux catégories:

* d’une part, C.o., C.a. et C.p. présentaient urt pfietosensibilisateur ;

* et d'autre part, C.s., L.c. et H.rs. présentaienefiet bactéricide direct, au regard de
I'inactivation des coliformes fécaux a I'obscuri@ependant, il était difficile dans les
conditions d’expérimentation de déterminer la rextdes composeés responsables de
I'effet photosensibilisateur. Seul I'isolement binge des substances contenues dans
ces extraits devrait permettre de relier avec toeidi la nature de la structure a la
photosensibilisation (Taba K.M. et Luwenga E., 1999

C’est ainsi que dans ce travail, nous proposon$rationner les extraits de ces
plantes en fractions alcaloidiques et non alcaloie et d'étudier leur effet
photosensibilisateur séparément. Nous avons dlavgintail de plantes en y ajoutant deux
espéecesPhyllanthus niruri (P.n.) et Coleus kilimandschari (C.k.), en raison de leur usage
dans le traitement des infections parasitairesietoimennes (Kerharo J. et Adam J., 1974 ;
Kasuku A. e@l., 1997).

2. Matériel et méthodes
2.1. Echantillonnage

L’eau polluée provenait d'une fosse septique du Elo8D de I'Université de
Kinshasa. Aprées les tests bactériologiques (préSompménombrement et confirmation des
coliformes, E.coli en l'occurrence), des dilutions au 1/i0et 1/50°™ avec de I'eau
distillée ont été effectuées afin de ramener lacentration en coliformes entre 30 et 300
UFC/ml (Rodier J. edl., 2009).

2.2. Préparation des extraits aqueux de plantes
Les feuilles de plantes utilisées dans le traitérderi’eau ont été récoltées sur le site
de I'Université de Kinshasa (voir photo 5.1.). Ellent été identifiées a I'herbarium de

I'Institut National pour I'Etude Agronomique au @orlUniversité de Kinshasa. Celles-ci
appartiennent a différentes familles mentionnées tatableau 5.1.
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Plantes Familles

Cassia alata Caesalpiniaceae
Cassia occidentalis Caesalpiniaceae
Carica papaya Caricaceae
Coleus kilimandschari Lamiaceae
Cymbopogon stratus Cymodocea
Lantana camara Verbenaceae
Phyllanthus niruri Euphorbiaceae

Tableau 5.1.Plantes utilisées et familles correspondantes.

Photo 5.1.:Feuille deCassia alata / Kinshasa.

Aprés séchage des plantes a la température amipentiant deux mois (voir photo
5.2.), les extraits aqueux de plantes ont été pgéépaar décoction de 10 g de feuilles seche
dans 400 ml d’eau distillée. Aprés 30 minutes diiéimn, le filtrat est refroidi et utilisé
comme tel (voir photo 5.3.).

En vue de mettre en évidence les différentes dadeegproduits naturels (alcaloides
totaux, saponines, tanins, caroténoides, anthranes flavonoides et terpenoides), un
criblage phytochimique a été effectué sur les é@straqueux éthanoliques, selon les
méthodes classiques (Harborne J., 1973).
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2.3. Mode opératoire

A 1 litre d’eau polluée, on ajoute 2 ml d’extrade plantes. On place 10 ml du
mélange dans 15 tubes a essais. Aprés avoir fasriélbes a I'aide d’un bouchon, on place
un lot de 5 tubes a l'obscurité, un deuxieme lotesposé au soleil et un troisieme lot est
exposé au soleil sous une saturation en oxygenmbaiage d’oxygene pur). Apres chaque

heure, on retire un tube de chaque lot pour letyses bactériologiques (Taba K.M. et
Luwenga E., 1999).

2.4. Analyses bactériologiques

Le milieu de culture est composé de: 1 g de trypdoe ; 0,1 g de glucose et 0,1g
d’extrait de viande dans 100 ml d’eau distillée.rhélange est stérilisé a 120°C pendant 15
minutes et conserveé au refrigérateur.

L’ensemencement du milieu est effectué en ajolzant du milieu de culture a 5 ml
d’eau traitée. Aprés 48 heures d’incubation, orutgide réactif de Kovacs au mélange.
L’apparition d’'un anneau rouge atteste la présates coliformes fécaux (Taba K.M. et
Luwenga E., 1999). La solution de bleu de méthy/lfrg dans 50 ml d’eau distillée) dont
les effets photodynamiques sont connus (Sabbaki &., 2000 ; Cooper A. et Yogi D.,

2002) a servi de témoin positif, tandis que l'ealiyge sans extraits a servi de témoin
négatif.

2.5. Séparation des extraits de plantes

Les groupes chimiques présents dans les extraifslaiges: alcaloides, quinones,
flavonoides, saponines et terpénes peuvent cortesichromophores capables d’absorber
la lumiere et d’initier une photosensibilisatiora §éparation de ses groupes devrait permettre
en principe de savoir lequel est responsable dmidia photodynamique. Ainsi, dans un
premier temps, les extraits de plantes ont été@idrawés en extraits alcaloidiques et non
alcaloidiques comme suit: on chauffe a reflux laigre de la matiére organique dans
I'éthanol pendant 4hrs. Apreés filtration, I'étharedt concentré a pression réduite. Le résidu
obtenu est traité avec du HCI 0,5 N puis exphisieurs fois avec I'acétate d’éthyle.

Les phases organiques sont combinées et concergoégsdonner un résidu, la
fraction non alcaloidique. La phase aqueuse eatigkée avec du NaOH 15 % jusqu’a pH
10 et extraite plusieurs fois avec I'acétate d’thette phase organique est concentrée sous
vide pour donner un résidu d’alcaloides totauxr(figure 5.1.).
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Photo 5.2.:Séchage de plantes / Kinshasa.

Photo 5.3.:Concentration d’extraits de plantes / Universigéinshasa.
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Poudre

Epuisement au soxhlet avec de I'éther de pétrole

Marc

Chauffage a reflux dans I'éthanol (4 heures) +dilon

T

Résidu a écarter (R)

Filtrat (F 1: extrait éthanolique)

l Evaporation a sec

Résidu (R)

v

Résidu R; (Fraction
non alcaloidique)

Acide chlorhydrique 0,5 N
Filtration, puis extraction avec
I'acétate d'éthyle

Filtrat (F »: phase aqueuse)

o

Phase aqueuse a
écarter

l

NaOH 15 %, puis Acétate d’éthyle

Phase organique

l Evaporation a st

Alcaloides totaux

R

Figure 5.1.: Extraction des fractions alcaloidiques et nonlaldajues.
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3. Résultats et discussion
3.1. Traitement de I'eau polluée par les extraitaqueux de plantes

Dans les tableaux 5.2., 5.3. et 5.4., la préseasecdliformes fécaux est indiquée par
le signe positif (indole +). Par contre, le signegatif indique I'absence de ces derniers
(indole -).

Au regard des résultats repris dans le tableay B2.extraits aqueux deantana
camara, Cymbopogon stratus et Hibiscus rosa simentis ont montré un effet bactéricide mis
en évidence par l'inactivation des microorganisifoediformes fécaux) a I'obscurité. Dans
la suite du travail, les extraits de ces plantasétd écartés suite a leur activité bactéricide.
Pour les extraits aqueux @assia occidentalis, Cassia alata, Carica papaya et de Coleus
kilimandschari, nous avons remarqué un effet photosensibilisateur

L’inactivation des coliformes dans l'eau s’est daidpres 5 heures (hrs) sous la
lumiére solaire, en absence de photosensibilisateudurée moyenne d’insolation diminue
a 3 heures (hrs) en présence de photosensibilisategaturation du milieu en oxygéene pur
réduit davantage le temps d’insolation nécessaliinactivation des bactéries a moins de 2
hrs (voir tableau 5.2.).

Obscurité _ Rayons solaires (+Oxygéne)
Temps IH|2H |3H | 4H | 5H IH 2H 3iH 4H 5H
d’exposition
(heure)

R|RO: RIRO|R|RO./R|R,0:|R|R,Dy

Carica papava |+ |+ |+ [+ |+ [+ |- + |- - |- - |- - |-
Cassia + |+ |+ |+ |+ |+]- + |- - |- - |- - |-
occidentalis
Cassia alata + |+ |+ |+ |+ |+]- + |- - |- - |- - |-
Phyllanthus + |+ [+ |+ |+ |[+]- + |- = |- - | = - |-
riruri
Coleus + |+ |+ [+ |+ [+]- + |- - |- - |- - |-
kilimandschari
Lantana - - - - - - |- - |- - |- - |- - |-

camarda _
Hibiscus rosa | - - - - - - |- - |- - |- - |- - |-
simentis
Cymbogon = - - - - - |- - |- _ | _ . N
SIralis
Eau polluée |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ + |+ + |+ + |+ + |-
sans extraits
Bleu de |+ |+ |+ [+ |+ |[+]- + |- - |- - |- - |-
méthyléne

Tableau 5.2Traitement de I'eau polluée avec 2 ml d’extraitsek de plantes.

Légende:
(-): Absence des coliforme fécaux R: Rayons solaires

(+): Présence des coliformes fécaux ORRayons solaires + Oxygene
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Ces observations laissent supposer que I'oxygémpilsit généré dans le milieu est
responsable de la désinfection de l'eau, car ererales de la lumiere solaire et du
photosensibilisateur, aucune désinfection n'a égervée. L'action photodynamique n’est
envisagée que lorsqu’il y a conjugaison de troisaiptres, a savoir la lumiére, le
sensibilisateur et 'oxygene (SabbahieBal., 2000 ; Cooper A. et Yogi D., 2002).

3.2. Traitement de I'eau polluée par les extraitslealoidiques et non alcaloidiques

Chaque extrait, alcaloidique que non alcaloidigquété soumis aux mémes tests de
photosensibilisation que les extraits aqueux tataux

Il a été remarqué que les extraits alcaloidiqguestivent les micro-organismes a
I'obscurité et aussi en présence de la lumiérairgolCette inactivation pourrait étre due a
un effet bactéricide généré par les alcaloideseptésidans le milieu (voir tableau 5.3.). Le
fait que l'inactivation soit indépendante de laéhide I'exposition a la lumiére milite en
faveur d’'un effet bactéricide important. D’ailleudéeffet bactéricide remarqué pour les
extraits aqueux deantana camara, Cymbopogon stratus et deHibiscus rosa simentis peut
étre attribué a la présence, dans ces extraitsaldakides, qui sont cités par plusieurs
auteurs (Porter K., (S.d) ; Lance K., 2003 ; Itenhar2004 ; Davenport W., 2006) comme
étant, pour la plupart, toxigues, et a 'absenceqgienones (voir tableau 5.5.).

Obscurité Rayvons solaires +0;

Temps IH 2H 3H | 4H 5H | 1H |2H | 3H 4H | 5H
d’exposition
(heure)

Carica papava | - - - - - - - - - -
Cassia - - - - - - - - - -
occidentalis |
Cuassia - - - - - - - - - -
nccidentalis
Phyllanthus - - - - - - - - - |-
niruri |
Coleus - - - - - - - - - -
kilimandschari
Eau  polluge | + + + + - + + - + |-
sans extrait
Bleu de | + + + + + - - - - -
méthvléne

Tableau 5.3.:Traitement de I'eau polluée avec 2 ml d’extraitsadidique.

Légende:
(-): Absence des coliformes fécaux R: Rayons solaires
(+): Présence des coliformes fécaux R, O2: Rayons solaires +oxygene

Le signe positif (+) atteste la présence d'indaglle tube. Par contre, le signe négatif (-)
traduit 'absence d’indole dans le tube.
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| Obscurité ) Rayons solaires +0,
Temps IH 2H 3H 4H 5H |1H |2H | 3H 4H | 5H
d’exposition
{(heure)
Carica papaya | + + + + + - - - - -
Cassia + + + -+ + = - - - -
occidentalis
Cassia alata + + + + + - - - - -
Phyllanthus + + + + + - - - - -
niruri
Coleus + 1 + + + - - - - -
kilimandschari
Eau  polluée | + + + + + + + + + -
sans extraits
Bleu de | + + + + + - - - - -
méthyléne

Tableau 5.4.:Traitement de I'eau polluée avec 2 ml d’extraite afcaloidiques.

Légende:
(-): Absence des coliformes fécaux R: Rayons solaires
(+): Présence des coliformes fécaux , OR Rayons solaires +oxygene

Les extraits non alcaloidiques ont montré un gffeitosensibilisateur (voir tableau
5.4.). Cet effet serait d0 a la présence des aimones et des quinones qui sont citées
par Karyakin comme des photosensibilisateurs peien{Karyakin, 1961) et dont la
structure avoisine celle du bleu de méthylene etf'@sine, deux photosensibilisateurs
classiques. D’ailleurs, plusieurs auteurs citestgeinones comme d’excellents générateurs
d’oxygene singulet (Iselat al., 1997 ; Taba et Luwenga, 1999 ; Fufeetal., 2007). En
présence de la lumiére, ces composés sont donbleape générer I'oxygene singulet ; ce
dernier ainsi généré attaque et endommage la pldpamicro-organismes présents dans le
milieu (Sabbabhiet al., 2000 ; Cavalcante Aet al., 2002 ). C'est ce qui a dailleurs été
remarqué lors du traitement de I'eau polluée aescektraits non alcaloidiques Gassia
occidentalis, Cassia alata, Carica papaya et deColeus kilimandschari (voir tableau 5.4.).

Nos résultats sont simulaires a ceux trouvés paa B Luwenga (1999), lors de la
désinfection de I'eau par photosensibilisation ades extraits aqueux des feuilles de
plantes deCassia occidentalis (C.0.), Carica papaya (C.p.), Cymbopogon stratus (C.s.)
Lantana camara (L.c.), Cassia alata (C.a.) et Hibiscus rosa simentis (H.rs.). En effet, Taba
et Luwenga (1999), ont remarqué que ces extraiteg®upent en deux catégories: d’'une
part, C.a., C.o0. et C.p. présentaient un effet ggeotsibilisateur qui permet d’inactiver les
coliformes fécaux déja avec une concentration dd pour 1 | d’eau polluée, en présence
ou non d'oxygéne pur; et dautre part, les exragueux de C.s., L.s. et H.rs., qui
présentaient un effet bactéricide direct au regrdinactivation des coliformes fécaux a
I'obscurité. Néanmoins, il était difficile dans le®nditions expérimentation d’attribuer
I'activité bactéricide trouvée pour les extraits @es., L.s. et H.rs. a un groupe chimique
donné.
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Nos expériences montrent que I'activité bactéeaiise en évidence par Taba K.M.
et Luwenga E(1999), dans les extraits aqueux de C.s., L.c..et ldst directement liée a
I'absence des quinones et anthraquinones et &kempece des alcaloides. Ces derniers ont
révélé une importante activité bactéricide concitisal’inactivation des coliformes fécaux
en présence des rayons solaires tout comme a liot&sévoir tableaux 5.3. et 5.5.).

L’activité photodynamique trouvée par Taba K.M.Lewwenga E. (1999) dans les
extraits du premier groupe devrait étre liee arks@ence des quinones et anthraquinones,
qui sont cités par Masscheleir-Kleiner L. et HeyleB. (1968) comme étant des colorants
naturels. De ce fait, ces molécules sont capabandagasiner I'énergie solaire, celle-ci
étant ensuite transférée a I'oxygéne, ce derrass dés lors de I'état fondamental, forme
triplet, a I'état excité, forme singulet, tout endommageant drastiguement les coliformes
fécaux présents dans le milieu. Ceci est conformre résultats trouvés dans plusieurs
études, mettant en évidence les colorants classiguer générer 'oxygéne singulet dans
la désinfection de I'eau (Sabbahiakt 2000 ; Cooper A. et Yogi T., 2002).

Carica Cassia Cassia | Phylia Coles Cymbag | Lanvana | Hibiscus
papava | accidentalis | olata mthus | kilimands o cemara rosd
niruri chari stratus Simentis
Alcaloides | [ + + - + ++ —
otaux | | | | |
Quinones ou ++ ++ - + + - - -
Anthraguinon
C5 | | | | [
Terpéniques + + + - + +++ 4+ B
ou stéroides
Saponines + + - + + - T+ -
Tanins I I : | - t F -
Flavonoides | [ ; | - ' ; -

Tableau 5.5.:Criblage phytochimique des extraits de plantes §TkiM. et Luwenga E.,
1999).

Légende:

(+): Test positif ; (-) : Test négatif ; (++): S&tences en quantité moyenne
(+++): Substances en grande quantité
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4. Conclusion

L’étude de la désinfection de I'eau par photoseélisition avec les extraits de plantes
a révelé que les extraits aqueux@hessia occidentalis, Cassia alata, Carica papaya et de
Coleus kilimandschari présentent un effet photosensibilisateur. Quart eadraits aqueux
de Lantana camara, Cymbopogon stratus, Hibiscus rosa simentis et Phyllanthus niruri, un
effet bactéricide a pu étre mis en évidence.

L’examen des extraits alcaloidiques et non alcajaies deCassia occidentalis,
Cassia alata, Carica papaya et deColeus kilimandschari a révélé un effet photodynamique
pour les extraits non alcaloidiques. Par coné® elxtraits alcaloidiques ont révélé un effet
bactéricide au regard de I'inactivation des cofifies fécaux a I'obscurité.

Les études supplémentaires s’averent nécessaitasnment en ce qui concerne
I'application d’'une méthode quantitative de comptags micro-organismes et le controle
de la sensibilité des streptocoques fécaux visades extraits de plantes. Par ailleurs, la
séparation de la fraction non alcaloidique en eksgle molécules similaires
(anthraquinones, flavonoides, anthocyanes, eteu) @tre intéressante dans la mesure ou
elle permettrait de tester chaque groupe en vutriizer I'effet photosensibilisateur a un
groupe déterminé. Aussi, pour exploiter au miewsxdeantages offerts par cette méthode,
nous suggérons qu’elle soit appliguée a une eawoMmation prélevée a partir d’'eau de
surface utilisée sans traitement dans certaingmilruraux.

Une contrainte limitant l'activité photosensibilisee des extraits de plantes est la
saturation du milieu en oxygéne. Nous chercherdois a’autres plantes dont I'activité
photosensibilisatrice ne dépend pas de cette ¢ondie saturation.
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CHAPITRE VI: DESINFECTION DE L’EAU PAR PHOTOSENSIBI LISATION
AVEC LES HUILES ESSENTIELLES DE Citrus bergamia, Citrus limonum et
Citrusreticulata

Ce chapitre a fait 'objet d’'une communication stauséférence:

Sunda M., Rosillon F., Taba K.M. et Lami N. (2009ésinfection de l'eau par
photosensibilisation avec les huiles essentieksgSittus bergamia, Citrusreticulata et Citrus
limonum, 8°™ congres International du Gruttee, Nancy, Acte86s89.

1. Introduction

La désinfection de I'eau par photosensibilisatisecales extraits de feuilles de plantes
a donc montré que les extraits @assia alata, Cassia occidentalis, Carica papaya, Coleus
kilimandschari et Phyllantus niruri ont un effet photosensibilisateur. Cette actiaitété mise
en évidence par l'inhibition des coliformes fécaptes trois heures d’ensoleillement. Celle-
ci passe de trois heures a une heure lorsque ileuneist saturé en oxygene (barbotage).

Dans le présent travail, nous avons étudié la tegion de Il'eau par
photosensibilisation avec les huiles essentielémites de plantes de la famille des Rutacées
(Citrus bergamia, Citrus limonum et Citrus reticulata), riches en molécules photoactives qui
n'exigent pas une saturation du milieu en oxygeMeliere P. etal., 1990 ; Chouchi D. et
Barth D., 1999).

2. Matériel et méthodes
2.1. Echantillonnage
2.1.1. L’eau polluée

L'eau polluée provenait de la riviere Mandebras, B#gique. Apres les tests
bactériologiques (dénombrement et confirmation a@gormes fécaux), des dilutions avec
de l'eau distillée ont été effectuées afin de ragnda concentration en coliformes fécaux a
une valeur comprise entre 30 et 3.t6liformes / ml (Rodier J. el., 2009).
2.1.2. Les zestes de fruits

Les fruits de plantes déitrus bergamia, Citrus limonum et Citrus reticulata dont les
zestes ont étatilisés pour I'extraction des huiles essentiepesvenaient de la commune de
Nd’jili a Kinshasa / R.D. Congo. lls ont été iddigs a I'Herbarium de I'Institut National
pour I'Etude Agronomique au Congo / Université dadhasa. Afin de mettre en évidence les
différentes classes de produits naturels, un g#lahytochimique a été effectué selon les
méthodes classiques (Harborne J.B., 1973).
2.2. Extraction des huiles essentielles

1 kg de zestes de chacune des especes testéessausdtis a la distillation par
entrainement a la vapeur pendant 2 heures pourd@ion des huiles essentielles.
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2.3. Préparation des échantillons d’eau polluée agales huiles essentielles

A 200 ml d'eau polluée, on ajoute 0,2 ml dhuilesestielle, puis on agite
vigoureusement (x2). On place 10 ml du mélange d&nsibes en verre (pyrex). Apres avoir
fermé les tubes a l'aide d’'un bouchon, on placéotide 9 tubes a I'obscurité et un deuxieme
lot est exposé au soleil (15-21°C, journée endékeikt ciel completement dégagé pendant 4
heures: 12-16 heures, Saison: Printemps, Arlorgi§et). L’eau polluée sans extraits a servi
de témoin négatif et le bleu de méthylene, dorttiveé photosensibilisante est connue, a
servi de témoin positif. Aprés chaque heure, oinerein tube de chaque lot pour les analyses
bactériologiques (Taba K.M. et Luwenga E., 1998nda M. etal., 2008). L’ensemencement
est réalisé par incorporation de 1 ml de I'eaudeadans les boites de pétri (incorporation en
gélose dans le milieu Rapid’Ecoli 2 Agar). Apres Rdures d’incubation a 44,5°C, on
procéde au comptage des colonies de coliformesufétes unes apres les autres. Ces
expériences ont été effectuées a trois reprisesdifférents points repris dans chaque figure
représentent la moyenne de trois mesures. Pouuelsdrie de données, 'erreur standard a
éte calculée (Moyenne + SD).

3. Résultats et discussion
3.1. Extraction des huiles essentielles
Les résultats de I'extraction des huiles essdesieont repris dans le tableau 6.1. 1 kg

de zestes produit 9,5 grammes d’huileGilgus reticulata, 5 grammes de€itrus limonum et
7 grammes d€itrus bergamia respectivement.

Citrusbergamia Citruslimonum Citrusreticulata

Rendement 0,7 % 0,5 % 0,95 %

Tableau 6.1.:Résultats de I'extraction des huiles essentielégSitrus bergamia, Citrus
limonum et Citrus reticulata.

Les résultats obtenus dans ce travail pour I'ekittacdes huiles essentielles @erus
bergamia, Citrus limonum et Citrus reticulata sont en accord avec ceux trouvés par
Muhammad e#l. (2006), lors de I'extraction des huiles esseleigedle la famille des Rutacées
qui obtient en moyenne un rendement de l'ordre d& pour I'huile essentielle de cette
famille.

3.2. Tests de Photosensibilisation

Les résultats des tests de traitement de I'eawgmlpar photosensibilisation avec les
huiles essentielles sont présentés dans les fighuks 6.2. et 6.3. Un abattement non
significatif en coliformes fécaux a été noté apgeatre heures d’ensoleillement pour I'eau
polluée non traitée et exposée au soleil (témoigati@. Une inhibition compléete a été
remarquée aprés une heure d’ensoleillement poau lteaitée avec I'huile essentielle de
Citrus bergamia et exposée au soleil. Pour I'eau traitée avetldées essentielles deitrus
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limonum et Citrus reticulata et exposée au soleil, il a été remarqué une itdiibcompléete

des coliformes fécaux apres deux heures d’enktesht.
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Figure 6.1.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dupesuite au traitement avec

1 ml d’huile deCitrus bergamia / litre.

<+ : Eau polluée traitée avec I'huile @&trus bergamia (1ml/ litre) et exposée au soleil
* : Eau polluée traitée avec le bleu de méthylémxpodsée au soleil
: Eau non traitée et exposée au soleil
: Eau traitée avec I'huile deitrus bergamia (1ml /| litre) et gardée a I'obscurité
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Figure 6.2.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dopie suite au traitement avec

1 ml d’huile deCitrus limonum/ litre.

-+
-

: Eau non traitée et exposée au soleil

: Eau polluée traitée avec I'huile @érus limonum (1ml /1 litre) et exposée au solell
: Eau polluée traitée avec le bleu de méthylerexpbsée au soleil

. Eau traitée avec I'huile deitrus limonum (1ml /| litre) et gardée a I'obscurité
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Figure 6.3.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dopie suite au traitement avec
1 ml d’huile deCitrusreticulata / litre.

-+ : Eau polluée traitée avec I'huile @&rusreticulata (1ml / litre) et exposée au soleil
* : Eau polluée traitée avec le bleu de méthylemxpbsée au solell

: Eau non traitée et exposée au soleil

: Eau traitée avec I'huile deitrusreticulata (Iml / litre) et gardée a I'obscurité

Par contre, pour les échantillons d’eau polluéégésaavec les huiles essentielles et
gardés a l'obscurité, aucune inhibition n’a étéstatée. Ceci laisse supposer que les huiles
essentielles présentent une trées bonne activités dan désinfection de Il'eau par
photosensibilisation (en présence des rayons ee)aite fait que le taux d'inhibition soit
complet apres une heure d’ensoleillement pourlehdeCitrus bergamia et deux heures pour
les huiles essentielles deitrus reticulata et Citrus limonum laisse suggérer que I'huile
essentielle de€itrus bergamia est plus efficace dans la désinfection de I'eae Igs$ deux
autres. Cette différence pourrait étre due a |&mihce de concentration du bergapténe
(méthoxy-5 psoralene), une coumarine photoactivaniayn intérét thérapeutique majeur.
Cette molécule, sous la lumiére U.V.A., subit uhetpexcitation et s’intercale entre deux
brins d’ADN ou d’ARN et réalise un pontage entraixidases azotées (la thymine). Cette
insertion va bloquer la réplication de 'ADN (Cdinetal., 2006 ; Machet V. et Vaillant L.,
2006) et provoquer par la suite la mort de la telhactérienne. En outre, en présence des
rayons solaires, le métoxy-5 psoraléne subit uretgpaction du type Il, indépendante de la
premiére, en générant I'oxygéne singuld®,f dans le milieu. Ce dernier ainsi généré
endommage les coliformes fécaux présents danslieunfPathak M.A. et Joshi P.C., 1983).
En outre, le screening chimique a montré une ptasde quantité de coumarines dans les
zestes d€itrus bergamia que dans ceux déitrusreticulata et limonum (voir tableau 6.2.).

Nos résultats montrent qu’'on peut sensiblement ianeél Sodis, une méthode de
désinfection de I'eau de plus en plus utilisée dasspays en développement. En effet, la
méthode Sodis préconise, a une température d’an8ddC, six heures d’ensoleillement pour
I'élimination des micro-organismes présents danmileeu (Meierhofer R. et Wegelin M.,
2002). Nos résultats montrent qu'il est possiblantliorer ce procédé de désinfection
(Sodis) par I'emploi des huiles essentielles. Gaeiait pour avantage de réduire le temps
d’ensoleillement de 6 heures a 1 heure. Ces résuftantrent également que I'application des
huiles essentielles dans la désinfection de I'gaurrait étre une alternative pour remplacer
le chlore, afin de pallier au probleme de toxicjtée poseraient certains de ses dérivés. Ceci
s’appliquerait mieux dans la plupart des pays eveld@pement, ou I'énergie solaire est
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abondante. Car sous le coup de la chaleur solhise, forme une émulsion entre I'eau et
I'huile ; celle-ci facilite alors le contact entfeau polluée et les huiles essentielles. C’est ce
qui a d'ailleurs été remarqué dans ce travail. krs,pl’'utilisation de ces huiles dans la
désinfection de I'eau serait bénéfique, dans launeesu elles sont de plus en plus utilisées en
aromathérapie en usage interne pour enrayer I'iéteppe et pour soigner plusieurs maladies,
notamment I'hypertension, la dépression, les fasgdigestives, hépatiques et pancréatiques,
etc.. (Zhiri A. et Baudoux D., 2009).

Citrus bergamia Citrusreticulata Citrus limonum
Terpénes + + +
Coumarines ++ + +
Alcaloides totaux - - -
Flavonoides + + +
Quinones - - i

Tableau 6.2.: Criblage phytochimique des huiles essentielle€itiais bergamia, Citrus
limonum et Citrus reticulata.
Légende:
(+): Test positif (-): Test négatif (++): Substances en grande quantité

4. Conclusion

L’étude de la désinfection de I'eau par photoselisition avec les huiles essentielles
de Citrus bergamia, Citrus limonum et Citrus reticulata montre une inhibition compléte des
coliformes fécaux présents dans I'eau apres uneeltéensoleillement pour I'huile d@itrus
bergamia. Pour les huiles essentielles @édrus limonum et Citrus reticulata, nous avons
remarqué une inhibition complete des coliformesd&caprés 2 heures d’ensoleillement. En
ce qui concerne I'eau polluée traitée avec lesbugksentielles et gardée a I'obscurité, aucune
inhibition n’a été notée.

L’activité photosensibilisatrice trouvée dans cagds pourrait étre due a la présence
des molécules photoactivables présentes dans des, motamment le méthoxy-5 psoraléne.
Etant donné que I'huile essentielle Cierus bergamia a montré une bonne activité, une étude
approfondie de celle-ci s’avere indispensable, matant en ce qui concerne sa composition
chimique et son activité vis-a-vis des bactérieanspositif (Gram+) et le comportement des
microorganismes apres la désinfection.
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CHAPITRE VII: DESINFECTION DE L'EAU PAR PHOTOSENSIB ILISATION
AVEC L’'HUILE ESSENTIELLE DE CITRUSBERGAMIA

1. Introduction

Suite a notre précédente étude, nous retiendrbogd’la plus performante en vue de
poursuivre I'étude du processus de photosensibidisa

L’activité désinfectante sera donc étudiée en eramiparticulierement les éléments
suivants:
» La photoréactivité de I'huile essentielle @&rus bergamia sous irradiation
ultraviolette (U.V.A.) ;
» La sensibilité des coliformes et entérocoquesuéeds-a-vis de cette huile ;
» Le comportement des coliformes et entérocoquesiféapres la désinfection
de l'eau.

2. Matériel et méthodes
2.1. L’eau polluée

L’eau polluée provenait de la riviere Semois, efgBee. Cette eau contenait 25°10
UFC coliformes fécaux / 100 ml et 20°10FC entérocoques fécaux / 100 ml.

2.2. Extraction de I'huile essentielle d€itrus bergamia

L’huile essentielle extraite lors de la précédeitale a été utilisée.
2.3. Analyse spectrométrique de I'huile essentieltie Citrus bergamia

L’analyse de I'huile essentielle d&trus bergamia a été réalisée par la spectrométrie
de masse (S.M.). La méthode APGAtmospheric Pressure Chemical lonisation, Pasitiv
mode) a été utilisée ( Dugo.adt, 2000). Cette analyse a été réalisée au laboratei Chimie

et Biologie Industrielle de Gembloux Agro-Bio TethUniversité de Liége. Les conditions
expérimentales sont reprises dans le tableau 7.1.
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lon source type: APCI lon polarity: Positive Alternating ion polarity: off

Mass range Mode: Ultra Scan Begin: 100 m/z
scan

Scan end: 500 m/z

Capillarity exit: 109.8 volt Skim: 1 40.0 Volt Trap drive: 33.1

Accumulation time: 1439 pis Averages: 10 spectra Auto MS/MS: off

Tableau 7.1.:Les parametres expérimentaux utilisés pour I'amasygectrométrique de
I’huile de Citrus bergamia.

2.4. Préparation des échantillons d’eau avec I'hla essentielle

Les boites en verre de pyrex de 100 ml ont éthséis comme réacteurs. La
concentration de 0.05 ml / 50 ml d’eau (1 ml d’budssentielle / 1 litre d’eau) d’huile
essentielle deCitrus bergamia a été utilisée pour les expériences. Un lot ctrésti
d’échantillons d’eau traités et un autre lot cdostid’échantillons non traités (blancs) ont été
exposeés a la radiation ultraviolette (lampe UV, quarB-100 AP, émettant entre 320-400 nm,
avec un maximum a 365 nm). Cette lampe a été adiligour éviter les fluctuations de
lintensité lumineuse des rayons solaires. Aus$iyile essentielle deCitrus bergamia
contient des molécules photoactives qui absorbans cette zone (320-400 nm). En outre,
cette zone est contenue dans le spectre solaireogohe la surface de la terre. Les
expériences ont été réalisées avec une intensitiiduse de 8900 uW.CmcCelle-ci a été
mesurée avec un pyranomeétre CMP3 (Kipp & Zoonenthéiland). La lampe a été
positionnée a 25 cm des échantillons d’eau. Uredatrconstitué d’échantillons d’eau traités
avec I'huile essentielle deitrus bergamia a été gardé a I'obscurité. A 0, 10, 20, 30, 6D2&
minutes, des préléevements sont effectués dans ehlqupour la mise en culture. Ces
expeériences ont été réalisées a trois reprisesdifiésents points repris dans chaque figure
représentent la moyenne de trois mesures. Pouuehstrie de données l'erreur standard a
été calculée (Moyenne + SD).

2.5. Analyses bactériologiques

Les analyses bactériologiques ont été réaliséemsa en culture sur milieux gélosé
Rapid’E Coli et Bile esculine, respectivement ptes coliformes fécaux et entérocoques
fécaux. Aprés la mise en culture, on incube a €fi¢ndant 24 heures. Aprées incubation, les
colonies sont dénombrées les unes apres les autres.

3. Résultats et discussion
3.1. Caractérisation de 'huile essentielle d€itrus bergamia

L’analyse spectrométrique de I'huile essentielleCiteus bergamia a révélé plusieurs
composeés (voir figure 7.1.) parmi lesquels le ligos (136: M+1), I'alpha-pinene (137:
M+1), I'anthranilate de méthyle (M+1: 166) et le timéxy-5 psoraléne (217: M+1). De tous

ces composes, le méthoxy-5 psoralene est cité Ipareprs auteurs comme molécule a
activité photosensibilisatrice (Naganuna Malet 1985 ; Yoko A. edl., 2008).
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Figure 7.1.: Spectre de masse de I'huile essentiell€ideus bergamia (LC/MS).
3.2. Désinfection de I'eau avec I'huile essentieltke Citrus bergamia: photosensibilisation
et post photosensibilisation
3.2.1. Photosensibilisation

Les échantillons d'eau traités avec I'huile esstletide Citrus bergamia ont été

irradiés pendant deux heures, puis gardés a l'oidguendant 24 heures. Les résultats de
cette étude sont repris dans la figure 7.2.
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Figure 7.2.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dupedans I'eau traitée avec
1 ml d’huile deCitrus bergamia / litre d’eau.

(-=) Eau non traitée et irradiee pendant deux heymas, gardée a I'obscurité pendant 24
heures.

(-+) Eau traitée avec I'huile deitrus bergamia et irradiée pendant deux heures, puis gardée
a I'obscurité pendant 24 heures.

() Eau traitée avec 'huile dgitrus bergamia et gardée en permanence a l'obscurité

L’eau traitée avec I'huile essentielle @trus bergamia et irradiée a montré des
abattements fort intéressants. En effet, aprés Bites d’irradiation, il a été constaté un
abattement de I'ordre de plus de 4 unités logaiihes. Aucune inhibition significative n'a
été notée apres 60 minutes dans I'eau non traigelduile essentielle d€itrus bergamia et
irradiée (témoin) (voir figure 7.2.). Il a été aus®nstaté une inhibition compléte des
coliformes fécaux aprées une heure d’irradiationrpes échantillons d’eau traités avec I'huile
essentielle deCitrus bergamia et irradiés. En ce qui concerne les échantillolesud non
traités et irradiés, un abattement non significatifété notée aprés une heure. Aucune
inhibition n’a été notée dans I'eau traitée avlaile essentielle d€itrus bergamia et gardée
a I'obscurité du début a la fin des expériences. @xservations laissent supposer que I'action
conjuguée de I'huile essentielle et de la radiatittraviolette induit une photoréaction qui
conduit a I'inhibition des coliformes fécaux prégedans I'eau. Cette photoréactivité induite
par I'huile essentielle d€itrus bergamia est essentiellement due a la présence de méthoxy-5
psoraléne (voir figure 7.1., pic (M+1: 217)). Cettelécule est de plus en plus utilisée pour
soigner certaines maladies de la peau, hotammeasolasis et le vitiligo. Celle-ci est aussi
utilisée, a cause de sa photoréactivité, en phétapie PUVA (Psoraléne-UVA thérapie). Ce
traitement consiste a administrer par voie oralenédicament a base de méthoxy-5 psoraléne
et a exposer par la suite le patient sous la legelaire ou ultraviolette.

Le méthoxy-5 psoralene est capable de réagir &&&Nl de la cellule bactérienne
avec lequel il forme un complexe a l'obscurité. €emplexe n'a pas d'effet biologique
significatif sur I'ADN. Mais en présence des UVA, se développe une réaction de
photoaddition conduisant a la formation des liassoovalentes entre le méthoxy-5 psoralene
et les bases azotées, notamment la pyrimidine. &xmxitit a I'inhibition de la duplication de
I'ADN et la transcription de I'ARN (Cain L. el., 2006 ; Machet V. et Vaillant L., 2006).
Ces perturbations entrainent par la suite la mertadcellule bactérienne. Cette réaction,
appelée photoréaction du type |, est favorisée demanilieux anoxiques. Par contre, en
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présence de I'oxygéne, le méthoxy-5 psoraléne dbadune photoréaction du type Il. Cette
réaction consiste au transfert de I'énergie emmaéaspar le méthoxy-5 psoraléne a
'oxygene. Ce dernier subit une excitation et padsel’état fondamental, triplet, & I'état
excité, singulet. L’'oxygéne singulet généré dansnlkeu inhibe les cellules bactériennes
(Pathak M.A. et Joshi P.C., 1983).

Lors de I'étude de la désinfection de I'eau pastpkensibilisation avec les extraits de
plantes, Sunda edl. (2008) avaient remarqué que les extraitsG#mssia alata, Cassia
occidentalis, Carica papaya, Coleus kilimandschari et Phyllantus niruri arrivaient a inhiber
completement les microorganismes présents danslieunapres trois heures d’irradiation.
Cette inhibition passait de trois heures a moinsealheure, lorsque le milieu était saturé en
oxygene (barbotage). Cette étude montre une pkusdgrefficacité de I'huile essentielle de
Citrus bergamia, avec laquelle on peut avoir une inhibition conplées coliformes fécaux
présents dans le milieu apres une heure d’irradiagans saturation du milieu en I'oxygene.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés lasieurs études menées sur la
désinfection de I'eau par I'utilisation des sernshbieurs de lumiére. Ces études mettent en
evidence la génération de lI'oxygene singulet, jear densibilisateurs de lumiere, pour la
désinfection de I'eau (Sabbahi Sakt 2000 ; Cooper T. et Yogi D., 2002 ; Jiméneztkal ¢
2006 ; Bonnett R. edl., 2006).

3.2.2. Post photosensibilisation

Pour vérifier si des l'arrét du processus il n'ypas de réactivation possible des
coliformes fécaux, les échantillons d’eau traitéecal’huile deCitrus bergamia et irradiés
pendant deux heures, puis gardés a l'obscurité gménd4 heures ont été analyseés. Les
résultats de ces analyses sont repris dans lafigar

Aucune réapparition des coliformes fécaux n'a éarquée apres la phase de
photosensibilisation. Ceci laisse supposer qudidacconjuguée de lumiere et de I'huile
essentielle d€itrus bergamia conduit & une activité bactéricide (inhibitionidéfve).

3.3. Désinfection de I'eau dans les échantillons mdraités avec I'huile essentielle de
Citrus bergamia et irradiés: Photolyse et post photolyse

3.3.1. Photolyse

Les résultats de tests des échantillons d’eau ramteés avec I'huile essentielle de
Citrus bergamia et irradiés sont repris dans la figure 7.2.

Un abattement de I'ordre de 0,2 unité logarithmiguété noté pour les échantillons
d’eau non traités et irradiés apres deux heurette @dibition constatée pourrait se justifier
par I'action directe des UVA sur les coliformesdég présents dans 'eau.

Il est signalé qu'en présence des UVA, certainsnpmsants cellulaires ou
chromophores endogénes (NAD, FAD, Heme, Porphyrgaoaones,....) peuvent absorber le
photon lumineux et subir une excitation. En présede I'oxygéne, il y aurait production
d’especes réactives de I'oxygéne (Ryter Walet2006). Ces derniers sont capables d’'induire
un stress dans la cellule, en attaquant les coastdg cellulaires. Ceci peut conduire a la mort
de la cellule bactérienne.
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3.3.2. Post photolyse

Les résultats de tests de désinfection de I'eautraitée, irradiée pendant 2 heures et
gardée par la suite a I'obscurité pendant 24 hesoesrepris dans la figure 7.2.

Une Iégére augmentation des coliformes fécauxatdré de 0,02 unité logarithmique
a été notée a I'obscurité pour les échantillonaul’i@on traités. Cette augmentation pourrait se
justifier par:
(a) La réparation de I'ADN de la cellule bactérierdans la phase d’obscurité. En effet, aprés
avoir subi des dommages par I'action directe de®\\8f ces dommages ne sont pas graves,
I’ADN peut effectuer une réparation, retrouvantsagon état initial ;
(b) Les coliformes restants dans le milieu peuwemtinuer & se multiplier en se servant des
nutriments les coliformes inhibés (détruits) lors Ik phase d'irradiation (Angela G. et
Pulgarin C., 2004).

3.4. Sensibilité des Entérocoques fécaux vis-a-ds I'huile essentielle deCitrus bergamia

Jusqu'a présent, nous avons étudié le comportetesnibactéries Gram- vis-a-vis de
I'huile de Citrus bergamia. Mais comment réagissent les bactéries Gram+ ®jQegetests de
désinfection de I'eau par photosensibilisation ét# réalisés en utilisant les entérocoques
fécaux comme indicateurs de contamination. Leslteisude ces tests sont repris dans la
figure 7.3.
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Figure 7.3.: Abattement des entérocoques fécaux en fonctiderdps dans I'eau traitée
avec 1 ml d’huile d€itrus bergamia/ litre d’eau.

(-=) Eau non traitée et irradiee pendant deux heymas, gardée a I'obscurité pendant 24
heures

(-+) Eau traitée avec I'huile deitrus bergamia et irradiée pendant deux heures, puis gardée
a I'obscurité pendant 24 heures

() Eau traitée avec l'huile d€itrus bergamia et gardée a l'obscurité, puis gardé a
I'obscurité pendant 24 heures.

Une faible inhibition d’entérocoques fécaux a étém du début a la fin des

expeériences dans I'eau non traitée et irradiéeal.gaitée avec I'huile essentielle @drus
bergamia et gardée a I'obscurité n’a montré aucune inhibitlour ce qui est de I'eau traitée
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avec l'huile essentielle d€itrus bergamia et irradiée, nous avons noté une inhibition
complete d’entérocoques fécaux présents dans leurapres 30 minutes d’irradiation. Ces
résultats laissent supposer que sous irradiatitnavidlette, I'huile essentielle d€itrus
bergamia induit une photoréaction qui conduit a I'inhibitidles entérocoques fécaux présents
dans l'eau (voir figure 7.3.).

Ces résultats montrent que les entérocoques fésam plus sensibles a la
désinfection par photosensibilisation que les oatifes fécaux (Gram-). Cette différence de
sensibilité pourrait étre due a la différence dedastitution de leurs membranes cellulaires.
En effet, la membrane cellulaire des bactéries Grgmesente une couche de
lipopolysaccharides qui joue le rbéle de barriératim I'oxygéne singulet. En plus, cette
couche est constituée d’ acides gras insaturég @ratéines qui constituent a leur tour un
piege pour I'oxygéne singulet. La membrane deséo@st Gram+, dépourvue de cette couche,
est facilement détruite par I'oxygéne singulet. épla destruction de la membrane, 'oxygene
singulet pénétre dans la cellule et attaque lestitaants cellulaires. Cela conduit a la mort
cellulaire. C’est donc la présence de la couchépdg@olysaccharides qui rend les bactéries
Gram- plus résistantes a I'attaque des oxydantdegubactéries Gram+. Bien que résistante,
la membrane cellulaire des bactéries Gram- finifjadors par étre détruite par I'oxygéne
singulet. Il s’ensuit une mort certaine de la dellactérienne.

Les résultats trouvés dans ce travail sont en d@gc ceux mentionnés par plusieurs
auteurs. En effet, lors de I'étude de I'activitéofdynamique du colorant curcumin vis-a-vis
des bactéries Gram- et Gram+, Dahl Tale{1989a) ont remarqué que les bactéries (Gram+)
étaient moins résistantes par rapport aux bact&resn-. Etudiant le pouvoir oxydant de
'oxygene singulet vis-a-vis des bactéries Gram-Geam+, Dahl T. etal. (1989b) ont
constaté que les bactéries Gram- sont plus rétastgue les bactéries Gram+. Rincon A. et
Pulgarin C. (2004), lors de I'étude de la désinéecphotocatalytique de I'eau, ont observé
gue les entérocoques fécaux sont moins résistantieq coliformes fécaux. Ces derniers sont
moins résistants ghischerichia coli. Dans I'ordre de sensibilité des bactéridés désinfection
de I'eau par photosensibilisation, on trouve donc :

Entérocoques fécaux >> colifosrfiEcaux > E. Coli.

4. Conclusion

L’étude de désinfection de I'eau par photosensisiion avec I'huile essentielle de
Citrus bergamia a montré une inhibition compléte des coliformesaté& présents dans I'eau
apres une heure d’irradiation ultraviolette. Partm® pour les échantillons d’eau traités avec
la méme huile essentielle et gardés a I'obscuetgdpnt deux heures, aucune inhibition n'a
été constatée. Ces résultats laissent supposethgile essentielle deCitrus bergamia est
photosensibilisatrice. L’activité photosensibitrsze remarquée dans I'huile essentielle de
Citrus bergamia est liée a la présence de méthoxy-5 psoralene,mwiécule citée par
plusieurs auteurs comme un puissant photosenaiigiis.

Afin d’évaluer la sensibilité des entérocoques t&cas-a-vis de I'huile essentielle de
Citrus bergamia, quelques tests de désinfection de I'eau par gkowibilisation ont été
réalisés. Les résultats de ces tests montrenintmilgtion compléte d’entérocoques fécaux
présents dans l'eau apres 30 minutes d'irradiatiees entérocoques fécaux sont plus
sensibles a la désinfection de I'eau par photals#isation que les coliformes fécaux. Cette
différence pourrait étre due a la constitutionelg#$ membranes cellulaires.
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Dans les échantillons d’eau traités avec I'huikseesielle deCitrus bergamia, irradiés
pendant deux heures, puis gardé a I'obscurité pen2ih heures, aucune réactivation des
microorganismes (coliformes fécaux et entérocodgesmux) n'a été notée.

D’autres études s’averent nécessaires, notammete gui concerne I'application de
la désinfection de I'eau avec I'huile essentieleCitrus bergamia sous la lumiére solaire
(ensoleillement et post ensoleillement), étant dogue la présente étude a été réalisée sous
irradiation ultraviolette. Mais notre priorité polar poursuite de cette recherche portera sur la
molécule responsable de I'activité photosensiliiisa remarquée dans cette huile. Il s’agira
par la suite d’étudier le processus de photosdissibon en utilisant le méthoxy-5 psoraléne a
I'état pur (en solution).
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CHAPITRE VIII: DESINFECTION DE L'EAU PAR PHOTOSENSI BILISATION
AVEC LE METHOXY-5 PSORALENE EN SOLUTION

1. Introduction

Nous avons démontré précédemment que Iainfdétion de I'eau par
photosensibilisation avec I'huile essentielle @darus bergamia a présenté une activité
photosensibilisatrice intéressante. Rappelons aele-ci est essentiellement due a la
présence, dans I'huile, de méthoxy-5 psoralenefuneseoumarine photoactivable.

Il nous paraissait opportun de mieux comprefiditivité de cette molécule, non plus
en utilisant I'huile brute, mais a partir du com@gsur obtenu auprés d’un fournisseur de
produits chimiques. Cette molécule sera utiliséesdm premier temps en solution.

2. Matériel et méthodes
2.1. Prélévement de I'eau a analyser

L’eau utilisée dans ce travail a été prélevée daniwiere Semois, en Belgique. Celle-
ci contenait approximativement 1QJFC de coliformes fécaux / 100 ml et *10FC
d’entérocoques fécaux / 100 ml.

2.2. Le Méthoxy-5 psoralene

Le méthoxy-5 psoralene utilisé dans ce travaivenait de Sigma Aldrich, Belgique
(Référence: 65320).

2.3. Tests de désinfection de I'eau par photosensikation avec le MOP-5

Les boites en verre de pyrex de 100 ml ont été&séés comme réacteurs. Dans chaque
réacteur, nous avons ajouté (0,006 ; 0,2 et 0,34@lg méthoxy-5psoralene. Un échantillon
d’eau non traitée a été utilisé comme témoin. lobmaitillons ont été par la suite irradiés avec
une lampe ultraviolette de marque UVP (B-100 AP36® nm (Le méthoxy-5 psoraléne
absorbe dans 'UVA a 320-400nm (Bordin F., 1999. lampe a été positionnée a 25 cm
d’échantillons d’eau. L'intensité lumineuse a étésorée avec un pyranometre de marque
CMP3 (Keep and Zoonen, the netherland). Un autharédlon traité avec le MOP-5 a été
gardé a l'obscurité. Aprés des temps d'irradiatilen0, 10, 15, 30, 60 et 120 minutes, des
prélevements ont été réalisés dans chaque régmeurles analyses bactériologiques. Ces
expériences ont été realisées a 15 reprises. [fEsedits points repris dans chaque figure
représentent la moyenne de 15 mesures. Pour clségeede données l'erreur standard a été
calculée (Moyenne = SD).
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2.4. Les analyses Bactériologiques

Les milieux Rapid’Ecoli et Bile esculine ont éti#lisés pour la culture des coliformes
et entérocoques fécaux respectivement. Apres degsstel’irradiation de 0, 5, 10, 15, 60 et
120, 1 ml d’eau provenant d’échantillons des tdstphotosensibilisation a été ensemencé.
Aprées 24 heures d'incubation a 44,5°C, un comptkegecolonies a été réalisé.

2.5. Etude cinétique
L’étude cinétique a été réalisée suivant la loiGteck H. (1908). Selon cette loi,
linhibition microbiénne suit une cinétique de pliemordre. Cette loi est donnée par
I'équation suivante:
Ln (N/No)=-kct (1), ou,
N: Nombre de microorganismes au temps t
No: Nombre de microorganismes au temps zéro (to)
K: constante cinétique caractérisant I'inhibitimicrobiénne (min-Y)
C: concentration du photosensibilisateur (g/l)
T: temps d'irradiation (minute)
L’ordre de réaction est donné par I'équation:

K=C"% (2), ol C: concentration du déesitant
n: Ordreldeéaction (premier ordre: 0s8n<1,2)

3. Résultats et discussion
3.1. Sensibilité des coliformes fécaux vis-a-vis ddOP-5
3.1.1. Résultats des tests de désinfection

Les résultats de tests de désinfection de I'eaippatosensibilisation avec le MOP-5
sont repris dans les graphiques 8.1. a 8.4.
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Figure 8.1.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dupeen utilisant 0,006 g de
MOP-5 / litre d’eau.

( +) Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5/ litre etiga
() Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5/ litre et arél I'obscurité
( = ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 8.2.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dopte en utilisant 0,2 g de
MOP-5 / litre d’eau.

+ ) Eau traitée avec 0,2 g de MOP-5/ litre et ireadi

(
() Eau traitée avec 0,2 g de MOP-5/ litre et gaaebscurité
( = ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 8.3.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dopte en utilisant 0,340 g de
MOP-5/litre.

( +) Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/ litre etiga
() Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/ litre et arél I'obscurité
(= ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 8.4.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dupenComparaison des
différentes concentrations.

( +) Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/ litre etiga
() Eau traitée avec 0,2 g de MOP-5/ litre et irgadi
( = ) Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5/ litre etiga

Ces résultats montrent une inhibition compléte d@gormes fécaux apres 60 minutes
d’irradiation dans I'eau traitée avec le MOP-5 ptawtes les concentrations utilisées. Aucune
inhibition des coliformes fécaux n’a été notée piows les échantillons traités avec le MOP-5
et gardés a l'obscurité. En ce qui concerne lesarmdlons d’eau non traités et irradiés
(ttmoins), nous avons noté une inhibition non sicmiive. Le fait qu’aucune inhibition ne
soit notée pour les échantillons d'eau traités aidés a I'obscurité et qu’une inhibition
négligeable soit notée pour les échantillons deawu traités et irradiés, laisse suggérer que le
meéthoxy-5 psoralene est photosensibilisateur. Esgmce de lumiére, celui-ci initie une
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réaction de photosensibilisation qui serait respblesde I'inhibition des microorganismes
présents dans le milieu.

La photoréactivité de cette molécule est dueseleibilité des liaisons 4-3 et 4’-5’ (voir
figure 8.5.). Anders A. edl. (1983), étudiant les interactions psoralene eNADBnt montré
gue la densité électronique dans le méthoxy-5 pmwaserait plus élevée dans la liaison 3-4
gue 4'-5'. Ainsi, la double liaison 4-3 serait lgesréactionnel privilégié du méthoxy-5
psoraléne. Lorsque cette molécule est soumiseradiation U.V.A., elle absorbe I'énergie et
passe de I'état fondamental a I'état excité (ttéorsin- n*). A cet état, il se passerait une
réaction de cycloadditiof2+2] entre le méthoxy-5 psoraléne et les bases az{fégmine
ou Pyrimidine) au niveau de la double liaison 3P4r la suite, la double liaison 4’-5’
réagirait. Cette série de réactions, appelées pFattion de type I, ont pour conséquence
l'inhibition de la réplication de 'ADN (Decout L. etal., 1983). Il s’ensuit une mort certaine
de la cellule bactérienne. Cette réaction de typerait favorisée dans les milieux anoxiques
(Pathak M.A. et Joshi P.C., 1983). Dans ce castida du méthoxy-5 psoraléne, sous
irradiation ultraviolette, est reliée a sa capadiéformer des ponts covalents entre les deux
chaines de I'ADN apres intercalation de la moléc(@murseille C. etal., 1982). Les
composeés d’addition ainsi obtenus résultent d’'umgbte cycloaddition avec les bases azotées
(pyrimidine ou thymine) (Courseille C. &it, 1982).

En présence de I'oxygéne, il se passe une phota@aite type Il. En effet, le méthoxy-5
psoraléne, a partir de I'état excité, peut sub& conversion intersysteme pour transférer son
énergie a I'oxygéne présent dans le milieu. L'oxygéasse de I'état fondamental a I'état
excité (oxygene singulet). L'oxygéne singulet géndans le milieu endommage tous les
coliformes fécaux présents dans le milieu.

Figure 8.5.: Méthoxy-5 psoraléne.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvésnréeat par Aquacat, un projet financé par
I'Union Européenne. En effet, Ces résultats meteenévidence la production de I'oxygene
singulet par des agents photosensibilisateurs sbasd@ des complexes Ru(ll)
polyazahétérocycliques. Ces complexes, en présdecdumiére solaire, subissent une
photoexcitation et cédent I'énergie emmagasiné&dtrés molécules capables de produire
des radicaux libres et I'oxygéne singulet, une mulk tres réactive pouvant tuer les bactéries
(Aquacat, 2008). L'oxygene singulet, ainsi génést, exploité pour purifier I'eau (Garcia F.
etal., 1996 ; Jiménez E. et., 2005 ; Villen L. efal., 2006 ; Derosa M.C. et Crutchley R.J.,
2006 ; Nina A. etl., 2007 ; Ergaieg K. et Seux R., 2009).

3.1.2. Etude cinétique
Les résultats des constantes cinétiques sont srdpris le tableau 8.1. et les figures

8.6. ; 8.7. et 8.8. respectivement pour I'eaudmivec le MOP-5 utilisé a une concentration
de 0,006 ; 0,2 et 0,340 g/I.
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Concentrations (g/1) k (min")

0,006 g1 0,11
0,2 g/1 0,15
0,340 g/1 _ 0,17

Tableau 8.1.:Constantes cinétiques en fonction des différerdasentrations de
MOP-5 utilisées.

Ces résultats montrent que I'efficacité de la déstion varie suivant I'ordre ci-apres :
0,340g/1 >@21 >0,0069g/I

Ceci pourrait se justifier par le fait que plusclancentration du photosensibilisateur
augmente, plus l'efficacité de la désinfection aagte. Ce phénomene a été mis en évidence
dans plusieurs travaux réalisés sur la désinfegittstodynamique de I'eau (Taba K.M. et
Luwenga E., 1999 ; Sundaait, 2008). Mais il faut noter que dans le cadreel¢ravail, les
écarts notés entre les différentes constantedaumest ne sont pas énormes.

Temps ( minutes)
0 5 10 15 20 25 30 35

In{N/No)

y = -0,1173x - 0,0466
0,006 g/l

Figure 8.6Inhibition des coliformes fécaux en fonction dmfes en utilisant
0,006 g de MOP-5/1.
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Temps { minutes)
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i
=
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0,2 g/l
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Figure 8.7.Inhibition des coliformes fécaux en fonction dunfes en
utilisant 0,2 g de MOP-5 /1.

Temps{ minutes)

0 5 10 15 20 25 30 35
D L L i L | L 1
&
_1 .
e, T *
(=]
-
= y = -0,1725x - 0,0043
= 4l 0,340 g/l
&
6 4

Figure 8.8.: Inhibition des coliformes fécaux en fonction dunfes en
utilisant 0,340 g de MOP-5 /1.

3.1.3. Influence de l'intensité lumineuse sur I'abéement des coliformes fécaux
Les résultats de Il'abattement des coliformes fécaunx fonction de lintensité

lumineuse (fluence) sont repris dans la figure dur les concentrations de 0,006 ; 0,2 et
0,340 g/l.
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Figure 8.9.:Influence de l'intensité lumineuse sur l'inhibitiales coliformes fécaux.

(=) Eau traitée avec 0,2 de MOP-5/ litre
() Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5/ litre
( +) Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/ litre

Aucune inhibition n’est notée avec une dose devh% nt (pratiquement le début des
analyses). A 18 wh / mune inhibition compléte est notée pour les cotraéions de 0,340 et
0,2 g/l. Par contre, pour la concentration de 0,006a cette méme fluence, nous avons
remarqué un abattement de l'ordre d’'une unité (UEGHhibition compléte des coliformes
fécaux dans 'eau traitée avec 0,006 g /I est rquée aprés une variation de deux unités (20
wh / nf). Ceci montre que Iinhibition des coliformes fégaroit avec I'intensité lumineuse.

3.2. Sensibilité des entérocoques fécaux vis-a-dis MOP-5

Les résultats des tests de désinfection de I'eaplpatosensibilisation avec le MOP-5
sont repris dans les figures 8.10. a 8.13.

1,00E+05 -
1,00E+04 1 _ ~
& = " -

1.00E+D3
1 DOE+02 i

UFC/ 100ml

1,00E+01 4

1,00E+00 e — e —obe — . ' . X
1n|:.E.|:.1ﬂ] 10 20 30 40 50 B0 OO OBD 80 100 110 120 130

+

T T T T T .

Temps(minutes)

Figure 8.10.: Abattement des entérocoques fécaux en fonctiderdps (0,006g de MOP-5 /
litre).

+ ) Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5 / litre etiga

(
() Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5/ litre et garél I'obscurité
(= ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 8.11.: Abattement des entérocoques fécaux en fonctiderdps (0,20 g de MOP-5/
litre).

( +) Eau traitée avec 0,20 g de MOP-5/ litre et ig¢ad
() Eau traitée avec 0,20 g de MOP- 5/ litre et gar@€obscurité
(= ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 8.12.: Abattement des entérocoques fécaux en fonctiderdps (0,340 g de MOP-5/
litre).

+ ) Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/litre et irtadi

(
() Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/litre et gaadkebscurité
(= ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 8.13.:Abattement des entérocoques fécaux en fonctiderdps : comparaison des
concentrations.

( +) Eau traitée avec 0,340 g de MOP-5/ litre etiga
() Eau traitée avec 0,20 g de MOP-5/ litre et igad
(= ) Eau traitée avec 0,006 g de MOP-5/ litre etiga

Ces résultats montrent une inhibition cateld’entérocoques fécaux présents dans le
milieu aprés 5 minutes d'irradiation pour toutes émncentrations utilisées (0,006 ; 0,2 et
0,34049g/1).

Ces résultats confirment ceux observeés apitrie précédent.

4. Conclusion

L’étude de la désinfection de l'eau par photoselisition avec le méthoxy-5
psoraléne a montré une inhibition compléte dedaraties fécaux présents dans le milieu
aprées 60 minutes d'irradiation pour toutes les eatrations utilisées (0,06 ; 0,20 et 0,340
g/l). L’étude cinétique a montré que les constaoteétiques se classent suivant I'ordre que
voici: 0,11 ; 0,15 et 0,17 mih respectivement pour les concentrations de 0,008 et 0,340
g/l.

En ce qui concerne les entérocoques fécaux, litiwbcomplete a été notée aprés
cing minutes d’'irradiation pour toutes les concatdns (0,06 ; 0,20 et 0,340 g/l). La
différence de sensibilité entre les coliformes t&cat entérocoques fécaux pourrait se
justifier par la constitution de leurs membrandtutagres (voir chapitre VII).

L’inhibition remarquée aussi bien pour les colif@s fécaux que les entérocoques
fécaux est due a la photoréactivité de méthoxyebgbsne. Cette molécule, en présence d’'une
source lumineuse subit I'excitation et passe datl'@®ndamental a I'état excité. La forme
excitée initie une réaction de photosensibilisatipm serait responsable de I'inhibition des
coliformes et entérocoques fécaux.

Malgré I'activité remarquée pour cette moléculellezci reste dans I'eau apres la

désinfection. La fixation de cette derniere sursupport solide permettrait de la récupérer
aprés la désinfection de I'eau. Aussi, la dernié@pe de notre recherche portera sur la
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fixation du méthoxy-5 psoraléne sur un supportdeobt I'étude de I'efficacité désinfectante
de cette forme fixée sur support.
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CHAPITRE IX: DESINFECTION DE L'EAU PAR PHOTOSENSIBI LISATION
AVEC LE METHOXY-5 PSORALENE FIXE SUR LE POLYSTYRENE

1. Introduction

La désinfection de I'eau par photosensibilisativacale méthoxy-5 psoralene (MOP-
5) a montré une trés bonne activité photosensililcee. Malgré cette activité, ce dernier reste
en solution aprés la désinfection de I'eau. Pousuiie de cette recherche, il nous a paru
intéressant de le fixer sur un support solide gmuvoir I'enlever aprés la désinfection de
'eau. Nous avons choisi le polystyrene en tant spygport. Deux sortes de polystyréne ont
ete utilisés (A et B).

2. Matériel et méthodes
2.1. Désinfection de I'eau avec le MOP-5 fixé sue polystyrene A
2.1.1. Préléevement de I'eau a analyser

L’eau utilisée dans ce travail provenait de laéiei Semois, en Belgique. Cette eau
contenait approximativement 25*10FC coliformes fécaux / 100 ml.

2.1.2. Le méthoxy-5 psoraléne

Le méthoxy-5 psoraléne utilisé dans ce travail @mtvde Sigma Aldrich, Belgique
(Référence: 65320).

2.1.3. Le polystyrene

Le polystyrene utilisé dans ce travail provientSigma Aldrich, Belgique (Référence:
12973). Ses caractéristiques sont les suivantddoii@e de benzoyle polystyréne, 100-300
mesh, charge: 1,5 mmol/g). Pour la suite du tracailpolystyréne sera désigné polystyrene
A.

2.1.4. Fixation du méthoxy-5 psoraléne sur le polygene A

Le méthoxy-5 psoraléne a été fixé sur le polgstgrA par mélange des 3 solutions
suivantes:

e Solution 1: 35 mg (0,16 mmol) du méthoxy-5 psoral& voir figure 9.1.) dans 3
ml de dichlorométhane ;

* Solution 2: 250 mg (0,36 mmol) du polystyrene (@irVigure 9.1.) dans 3 ml de
dichlorométhane ;

e Solution 3: 0,5 g (1,9 mmol) de chlorure détainnCk) dans 2ml de
dichlorométhane (3).

Cette réaction a été réalisée sous agitation, grend8 heures, a la température
ambiante (voir figure 9.1.). Le produit de la réact a été filtré, puis lavé par le
dichlorométhane. Par la suite, celui-ci a été smigement lavé plusieurs fois avec l'eau
distillée, puis séché. Le produit de la réactiorpiEsente sous forme de poudre brune (voir
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figure 9.1.-3) ((Rdt : 93,7 % ; Infra Rouge (FT-IRpr, -CO=: 1729 Cril; -OH: 3416 cri)
Voir figure 9.3.)).

‘\T
cv ¢l
SnCl, ,CH,Cl,
. OCH; ———
RT, 48h
1 2

Systeme MOP-5-P-A
Figure 9.1.: Fixation du Méthoxy-5 psoralene sur le polystyréne
2.1.5. Mode opératoire de tests de désinfection

Dans deux erlenmeyers contenant 100 ml d’eau seralon ajoute 20 mg du MOP-5-P-
A (0,9 mg de MOP-5 / |) fixé sur le polystyrénegtl2). Un troisieme erlenmeyer contenant
leau non traitée est utilisée comme témoin (3)s lézhantillons 1 et 3 sont soumis a
I'agitation (a I'aide d’'un agitateur magnétique)iradiés a 365 nm avec une lampe UV, de
marque UVA (B-100 AP). La lampe a été positionné@5acm des échantillons d’eau.
L’échantillon 2 est gardé a I'obscurité. Aprés B, 320, 60, 120 et 180 minutes d’irradiation, 1
ml d’eau provenant des tests de photosensibilisash prélevé dans chaque lot pour la mise
en culture. L'incubation est réalisée a 44,5°C pem@4 heures.

2.1.6. Analyses bactériologiques

Les milieux Rapid’Ecoli et Bile esculine a#te utilisés pour la culture des coliformes et
entérocoques fécaux respectivement. A chaque B013,5, 60, 120, 180 minutes, 1 ml d’eau
provenant d’échantillons des tests de photoseissibdn a été ensemencé. Apres 24 heures
d’incubation a 44,5°C, un comptage des coloniete agalisé.

2.1.7. Etude cinétique

L’étude cinétique a été realisée suivant la loCieck H. (1908). (Voir chapitre VIII,
point 2.5.).

2.2. Désinfection de I'eau avec le MOP-5 fixé sue pbolystyrene B
2.2.1. Eau polluée
Les échantillons d’eau ont été prélevés a la mvisemois en Belgique. Cette eau

contenait approximativement 4@t 1G UFC / 100ml, respectivement pour les coliformes
fécaux et entérocoques fécaux.
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2.2.2. Méthoxy-5 psoralene (MOP-5)
Le méthoxy-5 psoralene provenait de Sigma Aldi@#lgique (Référence: 65320).
2.2.3. Polystyréene

Le polystyréne provenait de Sigma Aldrich, Belgig(iolystyrene monocarboxy
terminated Mw~ 200000 by GPC) (Référence: 7016RBur la suite des expériences, ce
polystyréne sera désigné polystyréne B.

2.2.4. Fixation du méthoxy-5 psoralene sur le polggéne B
Le méthoxy-5 psoralene a été fixé sur le polystyrémmme suit:

Etant donné que la fonction acide carboxylique tpes tres réactionnelle par rapport
a la fonction chlorure d’acyle, celle-ci a été sfammée en chlorure d’acyle avec le chlorure
de thionyle comme suit:

170 mg de polystyrene (P-COOH) (1) (voir figure.p2 eté mélangé avec 0,5 ml de
chlorure de thionyle (SOg)I dans un ballon de 50 ml. Par la suite, quelquadtgs de
diméthyle formamide (DMF) ont été ajoutées. Le m@ka été par apres chauffé a reflux
(82°C) pendant 48 heures. On obtient le produit (2)

Par la suite, 2 ml d’acide trifluoroacétique (TF&jt été mélangés avec le produit (2),
puis 6 mg de MOP-5 (3). Le mélange a été chaufigflax a 82°C, sous agitation, pendant
deux heures (Woods L. et Harold L., 1960) (Voiufig 9.2.). Le produit (Cristaux blanc, qui
au fil de la réaction, forment un solide en forneefitin) (4) a été plusieurs fois lavé avec
I'eau distillée et séché (Rdt : 98 %) avant d'étiksé dans les tests de photosensibilisation.
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Figure 9.2.:Fixation de MOP-5 sur le polystyrene B.

2.2.5. Tests de photosensibilisation avec le MOPgsoraléne fixé sur le polystyrene B
(MOP-5-P-B)

Les boites en verre de pyrex de 100 ml ont étésémis comme réacteurs. Dans
chaque réacteur, nous avons ajouté le systeme MPHB-5Un autre échantillon non traité et
irradié a été utilisé comme témoin. Par la suiés, échantillons ont été irradiés avec une
lampe de marque UVP (B-100AP) a 365 nm. La lampé&téapositionnée a 25 cm des
échantillons d’eau. L'intensité lumineuse a été un&s avec un pyranométre CMP3. Un
échantillon traité avec le MOP-5-P-B et gardé adaurité a été utilisé comme témoin
négatif. A chaque 0, 2, 6, 13, 15, 30 et 60 mim)tedes prélevements ont été réalisés dans
chaque réacteur pour les analyses bactériologiqtes.expériences ont été réalisées a dix
reprises. Les différents points repris dans chdigee représentent la moyenne de dix
mesures. Pour chaque série de données l'erreutastha été calculée (Moyenne = SD).

2.2.6. Analyses bactériologiques
Les milieux Rapid’Ecoli et Bile esculine ont étdlisés pour la culture des coliformes
et entérocoques fécaux respectivement. A chag@e 4,6, 13, 15, 30 et 60 minute(s) 1 ml

d’eau provenant d’échantillons des tests de phosiiséisation a été ensemencé. Apres 24
heures d’incubation a 44,5°C, un comptage des @mdanété réalisé.
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2.2.7. Etude cinétique

L’étude cinétique a été réalisée suivant la loCiéck H. (1908). (Voir chapitre VIII,
point 2.5.).

3. Résultats et discussion
3.1. Caractérisation du MOP-5 fixé sur le polystyrae A

La figure 9.3. donne les résultats de la spectmmedafra-rouge de la réaction entre le
MOP-5 et le polystyréne. Apres le dépouillemensgectre, nous avons remarqué la présence
d'une large bande a 3416 ¢nraractéristique d’'un groupement —OH. Celui-ci peovi
probablement du clivage du groupement —QQ¥bir figure 9.1.). Nous avons en outre
remarqué une absorption & 1729 croaractéristique du groupement carbonyl (-C=0) du
méthoxy-5 psoraléne (voir aux annexes). Celui-di emeévidence la fixation du MOP-5 sur
le polystyréene.
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Figure 9.3.:Spectre infra rouge du méthoxy-5 psoraléne fixdespolystyréne A.
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3.2. Tests de désinfection de I'eau par photosendibation avec le méthoxy-5 psoraléne
fixé sur le polystyréne A (MOP-5-P-A)

Les résultats des tests de désinfection de I'eaplpatosensibilisation avec le méthoxy-5
psoraléne fixé sur le polystyréne sont repris dafigure 9.4.

I_D[]EI-D!:':-|
M P e Fa L

1,00E+04 *

™
ba
&

1.00E+03 4

1.00E+02 -

UFC/ 100 mi

1,00E+01 4

1,00E+00 : - - - - -
0 Minutes 15 Minules a0 Minutes 45 Minutes &0 Minules 120 Minutes 180 Minules

Temps ( minutes)

Figure 9.4.: Inhibition des coliformes fécaux en fonction dmpes dans I'eau traitée avec
le MOP-5-P-A (0,9 mg de MOP-5/ litre d’eau).

( ): Eau traitée avec le MOP-5-P-A (0,9 mg de MOHiBe d’eau) et irradiée

(= ): Eau non traitée et irradiée

( +): Eau traitée avec le MOP-5-P-A (0,9 mg de MOHi®e d’eau) et gardé a
I'obscurité

Au regard des résultats obtenus dans ce travaimédéhoxy-5 psoralene fixé sur le
polystyrene (MOP-5-P-A) révele une trés bonne @étidans la désinfection de I'eau par
photosensibilisation (Inhibition compléte des awiihes fécaux aprés 45 minutes
d’irradiation) (voir figure 9.4.). Quant a I'échdldn d’eau non traité et exposé a la radiation
ultraviolette, aucune inhibition significative n&té constatée. Ceci laisse supposer que le
meéthoxy-5 psoralene garde ses propriétés photdsksetrices aprés greffage sur le
polystyréne. Nous avons remarqué une activité acdtuméthoxy-5 psoralene greffé sur le
polystyrene par rapport au méthoxy-5 psoraleneotrtisn (voir chapitre VIII). Il semblerait
donc que le greffage du méthoxy-5 psoraléne supdbstyréne augmente I'activité
photosensibilisatrice de cette molécule. Ceci outre d0 a I'apport du groupement
chromophore (carbonyle —C=0) apporté par le potgsty au méthoxy-5 psoraléne. Ce
groupement facilite la résonance dans la molédutloec la réactivité. En ce qui concerne la
cinétique, nous avons remarquée que l'inhibitioas c@iformes fécaux en fonction du temps
suit une cinétique de premier ordre (n~1).

La récupération du systeme MOP-5-P-A pour une o application se fait
difficilement, car celui-ci se présente sous fordee poudre. Il faut donc procéder par la
décantion. Ceci prend du temps et semble étre npoatgjue. Afin de résoudre ce probléme,
nous avons fixé le MOP-5 sur un support qui peraetl’enlever facilement apres la
désinfection.

137



3.3. Désinfection de I'eau par photosensibilisatioavec le polystyréne B (MOP-5-P-B)

Dans la présente étude, nous avons fixé le MOPr3espolystyrene (Polystyréne
monocarboxy terminated, Mw~ 200000 by GPC). Ceitetion conduit a la formation d’'un
produit qui se présente sous forme d'un film et gsi facilement récupérable aprés la
désinfection de I'eau.

3.3.1. Sensibilité des coliformes fécaux vis-a-visi systeme MOP-5-P-B

Les résultats de tests de désinfection de I'eatogkasibilisation avec le MOP-5 fixé
sur le polystyrene sont repris dans la figure 9.5.
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Figure 9.5.: Inhibition des coliformes fécaux en fonction dmpes dans I'eau traitée avec le
systéme MOP-5-P-B (5,88 mg de MOP-5/ litre d’eau).

(= ) Eau traitée avec le systeme MOP-5-P-B (5,88 eWyI®P-5 / litre d’eau) et irradiée.
() Eau traitée avec le systeme MOP-5-P-B (5,88 enyl@®P-5 / litre d’eau) et gardée a
I'obscurité.

( +) Eau non traitée et irradiée

Aucune inhibition des coliformes fécaux n'a été statée apres une heure de
traitement de I'eau avec MOP-5-P-B a l'obscurité. & qui concerne I'eau non traitée et
irradiée, nous avons noté un abattement négligeabl®s 60 minutes d’irradiation.
L’inhibition compléte des coliformes fécaux a ét#ée aprés six minutes d’irradiation dans
'eau traitée avec le MOP-5-P-B et irradiée. Cade supposer que le systeme MOP-5-P-B
est photosensibilisant. Aussi, ces résultats mohtgeie le MOP-5 garde ses propriétés
photosensibilisantes aprés immobilisation sur lgygtgréne. En comparant ces résultats a
ceux obtenus avec la forme libre de MOP-5, noustadons que le systeme MOP-5-P-B
présente une photoactivité accrue par rapportfartae libre a la méme concentration (Voir
Chapitre VIII).

Ceci pourrait se justifier :
- premierement, par le fait que I'eau traitée aleedorme libre présente une turbidité tres

elevée (dispersion de MOP-5 dans I'eau) par ragpodile traitée avec le systeme MOP-5-P-
B. Cette turbidité ne permet pas une bonne trassomisde lumiere. Par contre, pour I'eau
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traitée avec le systeme MOP-5-P-B, la bonne trassiom de la lumiére conduit a une
photoexcitation facile de la molécule de MOP-5 & le polystyréne. Celle-ci, étant dans sa
forme excitée, inhibe les microorganismes préseats le milieu (Pathak M.A. et Joshi P.C.,
1983 ; Decout J. L. ., 1983 ; Foote C.S., 1984 ; Beani J.C., 1997 dBoF., 1999 ). Ceci
pourrait étre aussi a la base de l'activité élengrarquée pour le systéeme MOP-5-P-B par
rapport au systeme MOP-5-P-A (poudre).

- Deuxiemement, cette différence pourrait étre plael’apport du groupement chromophore
(~C=0) du polystyréne au méthoxy-5 psoraléne.

3.3.1.1. Etude cinétique

L’étude cinétique a été réalisée suivant la loCikéck et Watson (1908). Les résultats
de cette étude sont donnés dans la figure 9.6.
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Figure 9.6.: Abattement des coliformes fécaux en fonction dope dans I'eau (5,88 mg de
MOP-5/1).

L'ordre de la réaction a été déterminée par kdigu : K=C't., ou:
t: temps
C: concentration du photosensibilisateur
n: ordre de réaction
k: la constante cinétique
La réaction est de premier ordre si n est comprieed,8 et 1,2: 0,8 <n< 1,2

Exploitant cette relation, nous avons trouve guadibition des coliformes fécaux en
fonction du temps suit une cinétique de premiereo(d =1).

3.3.1.2. Influence de l'intensité lumineuse sur llBattement des coliformes fécaux

Les résultats de I'influence de l'intensité lumisewsur I'abattement des coliformes
fécaux sont donnés dans les figures 9.7. et 9.8.
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Figure 9.7.:Influence de lintensité lumineuse sur I'abattetnd#s coliformes fécaux par
MOP-5-P-B (5,88 mg de MOP-5 / litre d’eau).

Intensite lumineuse { whim2)

0 16

on

Figure 9.8.: Abattement des coliformes fécaux en fonction'idéehsité lumineuse (5,88 mg
de MOP-5/1).

Nous avons remarqué une corrélation entre l'afbette des coliformes fécaux et
lintensité lumineuse caractérisée par un coefficte corrélation R= 0,94.

3.3.2. Sensibilité des entérocoques fécaux vis-&die MOP-5 fixé sur le polystyrene-B
(MOP-5-P-B)

Les résultats de tests de désinfection de I'eaplpatosensibilisation avec le MOP-5-
P-B sont repris dans la figure 9.9.
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Figure 9.9.: Inhibition d’entérocoques fécaux en fonction dups dans I'eau traitée avec le
systéeme MPO-5-P-B (5,88 mg de MOP-5/ litre d’eau).

( =) Eau traitée avec le systeme MOP-5-P-B (5,88 eWI®P-5-B / litre d’eau) et irradiée

( ) Eau traitée avec le systeme MOP-5-P-B (5,88 enyl@P-5-B / litre d’eau) et gardée a
I'obscurité

( +) Eau non traitée et irradiée

Ces résultats montrent une inhibition completeatgsrocoques fécaux présents dans
'eau non traitée et irradiée apres 30 minutes.uiecinhibition n’a été notée dans l'eau
traitée avec le MOP-5-P-B et gardée a I'obscuNkgus avons noté une inhibition complete
d’entérocoques fécaux dans I'eau traitée avec |[€NSSP-B aprés deux minutes d’irradiation.
Ceci laisse suggérer que le systeme MOP-5-P-B isadiation, initie une photoréaction qui
conduit a l'inhibition d’entérocoques fécaux présenlans I'eau. L'inhibition compléete
d’entérocoques fécaux notée apres 30 minutes diatian dans I'eau non traitée est due
I'action combinée du rayonnement ultraviolet etldgempérature. L'action combinée des
UVA et de la chaleur sur les microorganismes eshae (Wegelin eél., 1994 ; Meierhofer
R. et Wegelin M., 2002). Mais cette activité esble par rapport a celle induite par I'action
combinée de 'UVA (lumiere) et du photosensibilaa (Garcia F. eal., 1996 ; Taba K.M.
et Luwenga E., 1999 ; Villen L. at., 2006 ; Sunda @l., 2008 ; Sunda et., 2009).

3.3.3. Etude du maintien de l'activité du systeme KP-5-P-B dans le temps

Une deuxieme application du systeme MOP-5-P-B n'antné aucune activité
photosensibilisatrice vis-a-vis des coliformes técéVoir figure 9.10.). Cette perte d’activité
pourrait se justifier par la formation des liaisaovalentes entre les molécules de méthoxy-5
psoraléne, conduisant a la formation des photodisn@ycloaddition [2.2]).

Cherchant a résoudre ce probleme, nous avons éxgdoix voies:

1. L’irradiation du systéme (MOP-5-P-B) avec une lanmaéogéne émettant entre 340-
750 nm (Halogen reflector lamp GU10, 50 Watts) ;

2. L’irradiation du systeme (MOP-5-P-B) avec une loaigud’onde inférieure a 320 nm.
Dans ce cas, nous avons utilisé une lampe ultet@oémettant a une longueur d’onde
de 254 nm (Camag UV-lamp, 8 watts).
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La premiere voie, celle d’irradiation du systeme RAB-P-B avec une lampe halogéne
n'a montré aucune régénération. Exploitant la dsuei voie, nous avons remarqué la
régénération du systéme apres deux heures d'iti@dia 254 nm (voir figure 9.11.).

1.00E+05 4
1,00E+04 1 L] [A] Fi r

1.00E+03 - [ ]

Ln{MMNo)

1.00E+02 1

1.00E+01 4

1, D0E+00 - . : v ;
0 Minutes & Minutes 15 Minutes 30 Minutes &0 Minutes 120 Mnutes

Temps{ minutes)

Figure 9.10.:Inhibition des coliformes fécaux en fonction émps avec le systéme
MOP-5-P-B (5,88 mg de MOP-5/ litre) (deuxieme &stdlon).

( +) Eau traitée avec le systtme MOP-5-P-B (5,881enyIOP-5 / litre) et irradiée
() Eau traitée avec le systeme MOP-5-P-B (5,88 ejI@®P-5 / litre) et gardée a
I'obscurité

(= ) Eau non traitée et irradiée
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Figure 9.11.:Inhibition des coliformes fécaux en fonction dmfes avec le systeme
MOP-5-P-B régénéré.

( +) Eau traitée avec le systtme MOP-5-P-B régéetdréadiée
() Eau traitée avec le systeme MOP-5-P-B régéndagardée a I'obscurité
(= ) Eau non traitée et irradiée

Etant donné qu’aucune régénération n’a été remargpees deux heures d’irradiation
avec la lampe halogéne et que la régénération ldeaiesoit remarquée apres deux heures
d’irradiation ultraviolette, suppose que la régatién du systeme (MOP-5-P-B) dépend de la
longueur d’onde utilisée et donc de I'énergie. Pane faible énergiel(> 320 nm: cas de la
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lampe halogéene) aucune régénération n'est consfatée une grande énergie < 320 nm:
cas de la lampe ultraviolette), nous avons remalauégénération du systeme. Cette énergie
conduirait a I'ouverture des liaisons formées emd® molécules de méthoxy-5 psoraléne
(Photodiméres). Ces liaisons sont donc réversilileste réversibilité est mise en évidence
par la régénération du systeme MOP-5-P-B.

4. Conclusion

L’étude de la désinfection de l'eau par photoselisition avec le méthoxy-5
psoraléne fixé sur le polystyrene A a montré mhédition complete des coliformes fécaux
apres quarante-cing minutes. Malgré I'efficacitésygteme MOP-5-P-A, la récupération de
ce dernier apres la désinfection de I'eau estailéfi Cherchant a résoudre ce probleme, nous
avons fixé le MOP-5 sur un support solide qui feamihit sa récupération apres la désinfection
(polystyrene B).

L’étude de la désinfection de l'eau par photoselisition avec le méthoxy-5
psoraléne fixé sur le polystyréne B (MOP-5-P-B) @iré une inhibition compléte aprés 6 et
2 minutes d’irradiation respectivement pour lesfoohes et entérocoques fécaux.

Ces résultats montrent que la forme fixée présengactivité photosensibilisatrice
accrue par rapport a la forme libre: I'inhibitionrapléte des coliformes fécaux a été notée
apres 60 minutes (voir chapitre VIII) et 6 minutgsradiation respectivement pour la forme
libre (en solution) et fixée (MOP-5-P-B). En ce quoncerne les entérocoques fécaux,
l'inhibition complete a été notée apres 2 et 5 @auespectivement pour la forme fixée et la
forme libre.

Etudiant la cinétique de l'inhibition enobienne du systeme MOP-5-P-B, nous avons
remarqué que celle-ci suit une cinétique de preorigre (n=1 ; R = 0,94).

Une deuxieme application du systeme MOP-5-P-B miantré aucune activité
photosensibilisatrice. Ceci est d0 a la formati@s ghotodimeres entre les molécules de
MOP-5. La régénération du systtme MOP-5-P-B paasd’igadiation de ce dernier a une
longueur d’onde inférieure a 320 nm. D’autres testsc le systeme MOP-5-P-B s’averent
indispensables pour examiner son efficacité datenps.
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CHAPITRE X: DISCUSSION GENERALE

La présentation séquentielle de nos résultats \&ergsales 5 chapitres précédents
correspondant aux 5 étapes de recherche ne peamefgvoir une vision d’ensemble. Alors
gue les discussions de ces chapitres étaient edksment en liaison directe avec les résultats
obtenus, il nous paraissait intéressant de mereeréffexion générale critique sur la maniere
dont le programme de recherche a été développér édss conditions d’application concréte
des résultats obtenus en vue de la production gdetable au niveau familial. Mais d’abord,
examinons l'objet principal de ce travail qui éstude du pouvoir sensibilisateur des plantes
appligué a la désinfection de I'eau.

1. Confirmation de l'effet photosensibilisateur jugifiant le pouvoir désinfectant des
substances testées

L’effet photosensibilisateur des plantes, en ligacda désinfection de I'eau, a bien été
confirmé a chacune des étapes de notre travaittibiainhibitrice vis-a-vis des bactéries est
observée dans des conditions caractéristiquesmeltasensibilisation, a savoir:

» Exposition obligatoire a la lumiére pour obtenieunhibition significative ;

* En absence de lumiere, activité pratiguement méledant la durée des tests réalisés
en laboratoire ;

 En phase de post-photosensibilisation, aucune ivddoh des bactéries n'a éte
observée ;

» Le photosensibilisateur peut étre utilisé plusidais sans perdre son pouvoir.

Il convient cependant de nuancer ce dernier paicihant que seule la forme fixée sur
le polystyrene modifié a pu étre testée. L'effit@da@st retrouvée lors d’'un second essai aprés
réactivation du support suite a une exposition @ lumiere de 254 nm. Il conviendrait de
confirmer ce phénomeéne en réutilisant le méme @eosibilisateur de nombreuses fois.

2. Réflexion relative aux conditions d’expérimentabn

Le theme de ce travail peut faire appel a un vetstenp d’investigation tant le monde
des plantes est immense. Nous avons exploré uameéide plantes et a partir des premieres
investigations, nous avons centré notre analyselesirsubstances porteuses d'un effet
photosensibilisateur. Nous reviendrons ici sur lesnditions d’expérimentation,
particulierement, la nature du photosensibilisgtdar lumiére utilisée et les analyses
bactériologiques.

2.1. La nature du photosensibilisateur

Au fil des étapes de notre recherche, nous avansagifrontés a diverses formes de
photosensibilisateurs. Partant d’une forme brués (ektraits aqueux de plantes), nous avons
utilisé au final une molécule chimiquement pureésur un support solide. Plus précisément,
les photosensibilisateurs se présentaient sodsriegs suivantes:

1) Des extraits agueux de plantes ;

2) Des extraits alcaloidiques ;

3) Des huiles essentielles ;

4) Une molécule chimiquement pure libre en solutionsd&au ;
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5) Cette méme molécule fixée sur un premier suppdidesde polystyrene A ;
6) Toujours cette méme molécule fixée sur un secopdat, le polystyrene B.

Cette succession de formes variées n'a pas fatditdise en cohérence des tests
réalisés. Le comportement du photosensibilisatstiil §nalement identique quelque soit sa
forme ? Le fait de se trouver en milieu complexeaecompagnement de nombreuses autres
molécules qui pourraient éventuellement contrarieau contraire amplifier le phénomeéne de
photosensibilisation, ne risque-t-il pas de pesdurbbes performances en matiere de
désinfection ? Si les extraits ont fait I'objet d&i analyse grossiére ne permettant pas
l'identification précise du photosensibilisatews, ttaitement de I'huile essentielle G&rus
bergamia en spectrométrie de masse a bien révélé toumtalexité chimique de ce produit
(voir la figure 7.1.).

Des linstant ou nous nous sommes intéressés asewue molécule chimiquement
pure, ce probléme aurait pu étre résolu mais neassatesté celle-ci sous trois formes
différentes, comme précisé ci-dessus. Rappelons lguepassage d'une forme de
photosensibilisateur a l'autre se justifiait ennmtes de performances désinfectantes et de
facilité d’application concreéte.

A cette réflexion d’ordre qualitatif, il convienednettre en exergue I'aspect quantitatif
étant confronté a des unités de mesure différented.extrait, ml d’huile essentielle, mg de
molécule libre, mg de molécule fixé sur un suppoiide. Et pour rendre les choses encore
plus complexes, nous n’avons pas pu utiliser lemmeseconcentrations d’'un test a I'autre,
étant donné que le photosensibilisateur étaitisatsous forme liquide, poudre ou film. Le
choix de la diminution de concentration des exdrdié plantes aux huiles essentielles était
motivé par le souci d’'opérer avec une faible cotredion. En ce qui concerne le MOP-5 fixé
sur le polystyréne, la difficulté provenait du fgite 'un se présente sous forme de film et
'autre de poudre.

Ces variations qualitatives et quantitatives deotgdensibilisateurs testés ne
permettent pas une étude comparative car finaleniegst difficile de préciser la forme la
plus performante (voir tableau 10.1.). Mais avioosis le choix ? Nous aurions pu limiter
notre travail aux seuls extraits de plantes ou seides huiles essentielles mais le caractere
pragmatique de notre recherche nous obligeait ayessle produire une forme solide de
photosensibilisateur. Et dans ce sens, il estdante plus réaliste de fixer sur un support une
molécule chimiquement pure qu’un cocktail de digsrsiolécules.

Cette limite a notre recherche ouvre la voie veesnduvelles perspectives de mise en
cohérence des photosensibilisateurs utilisés.
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Photosensibilisateur Concentration Typ_e‘ de , Temps_ Eau utilisée Indlcatgur Qe R,erjdement
lumiére d’exposition contamination désinfectant
fécale
Extraits de plantes
Université de -
Extrait aqueux 2 ml/ litre Soleil 60 minutes Kinshasa / Coliformes fécaux Etude qual!tgnve
(test positif)
Home XXX
Université de Etude qualitative
Extrait non alcaloidiques 2ml/ litre Soleil 60nites Kinshasa / Coliformes fécaux (testq ositif)
Home XXX P
Huiles essentielles
Citrus limonum Iml/ litre Soleil 120 minutes Riviere Coliformes fécaux 4 log / 100ml
Mandebras
Citrusreticulata 1 ml/ litre Soleil 120 minutes Riviere Coliformes fécaux 4 log /100 ml
Mandebras
. } . . ; Riviére . .
Citrus bergamia 1 ml/litre Soleil 60 minutes Coliformes fécaux 4 log /100 ml
Mandebras
1 ml/litre w 60 minutes R'V'er? Coliformes fécaux 4 1og /100 ml
Semois
Citrus bergamia
- : Riviere . .
1 ml/ litre uv 30 minutes Semois Entérocoques fécau 3 log / 100ml
MOP-5 libre
uv 60 minutes Riviére Coliformes fécaux 4 1og /100 ml
Semois
MOP-5 0,006 g/ litre
uv 5 minutes R'V'ere Entérocoques fécau 3 log / 100ml
Semois
uv 60 minutes R'V'er? Coliformes fécaux 41og /100 ml
Semois
MOP-5 0,20 g/ litre
: Riviere . .
uv 5 minutes Semois Entérocoques fécau 3 log / 100ml
Riviére . .
uv 60 minutes Semois Coliformes fécaux 4 log /100 ml
MOP-5 0,340 g/ litre
Riviére
uv 5 minutes Semois Entérocoques fécau 3 log / 100ml
MOP-5 fixé
. . Riviere . .
MOP-5-P-A 0,9 mg/ litre uv 45 minutes Semois Coliformes fécaux 41og /100 ml
6 minutes Riviére Coliformes fécaux 41og /100 ml
. Semois
MOP-5-P-B 5,88 mg / litre uv —
Riviere
2 minutes Semois Entérocoques fécau 3log /100 ml

Tableau 10.1.:Synthése des résultats obtenus en fonction desalities conditions
d’expérimentation.
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2.2. La lumiére

Les deux premiéres études (désinfection de I'eauppatosensibilisation avec les
extraits de plantes et les huiles essentielles)étdtréalisées en utilisant le soleil comme
source d’énergie. Il sied de signaler que la preanifut réalisée a Kinshasa et la seconde en
Belgique. Ce changement de cadre étant dicté @adndit ou devait s’effectuer les analyses,
conformément a notre chronogramme de recherches Mails nous sommes vite rendu
compte qu’il était difficile d’évoluer dans ces chitions étant donné que I'intensité lumineuse
du soleil est sujette a des variations climaticptesaisonnieres. Ces fluctuations ne permettent
pas de reproduire a chaque fois les mémes conslitianalyses. C’est dans ce cadre que
nous avons utilisé par la suite une lampe ultratie] afin de standardiser les conditions
d’analyses, principalement l'intensité lumineuse.

2.3.Analyses bactériologiques
2.3.1. Eau utilisée

Plutét que de reconstituer une eau contaminée &r pdlune méme suspension
d’indicateur de contamination fécale, nous avon&fépé nous rapprocher de conditions
réelles en utilisant des eaux naturellement poluéau de Kinshasa et eau de la Semois a
Arlon.

Le choix géographique (Kinshasa ou Arlon) étaitéjgar I'endroit ou s’effectuaient les
travaux de recherche, chaque année comprenantuioelg de travaux a Kinshasa, une autre
période a Arlon.

2.3.2. Milieux de culture

A coté de cela, il faut signaler que les analysegdriologiques ont été, dans un premier
temps, réalisées dans un milieu liquide. Ceci paison de cohérence a la premiére étude qui
fut réalisée sur les extraits de plantes par Tab& Kt Luwenga (1999). Par la suite, le milieu
solide a été utilisé. Le passage de l'un a l'adtr@t motivé par le souci de réaliser un
comptage quantitatif, lequel n’était pas possibiermglieu liquide. Ceci a finalement rendu
difficile la comparaison des résultats entre lesadis de plantes et les autres produits mis au
point dans la suite de la recherche (voir tableaa.).

3. Le greffage de MOP-5 et la conservation de sompvoir photosensibilisateur

Il s’agit assurément d’'une des originalités de ecdtiése. Selon une recherche
bibliographique fouillée, nous n’avons pas idegtifle communication portant sur ce
processus. |l s’agirait donc d’'une premiere. Lehtégue d’acylation de Friedel-craft a été
employée pour le greffage du méthoxy-5 psoralemd¢’a8ylation de Friedel-craft est bien
connue, le greffage du MOP-5 sur un support sofide cette réaction constituerait une
contribution originale. La réaction se déroule agenservation de I'activité de MOP-5. En
plus, ce systeme peut étre enlevé apres la désorfeat étre utilisé par la suite.
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4. Application concréte des résultats obtenus

Nous rappellerons ici que I'acces a I'eau constitneprobléme aigu dans la plupart
des pays en voie de développement. Dans les miligbains, les systemes de production
d’eau ne sont généralement pas en mesure d’apfmovés régulierement la population en
eau potable. Quand celle-ci est desservie, satquins bien des cas laisse a désirer. Dans les
milieux ruraux, le manque de systemes de productitgau pousse la population a
s’approvisionner a partir de puits et de sources mrotégées. Malheureusement, ceci peut
conduire a des graves problemes de santé publigst.signalé chaque année 2,2 millions de
morts suite a des maladies d’origine hydrique (Ma&er R. et Wegelin M., 2002). Dans ce
contexte, des initiatives tendant a encouragertelgdmiques de la désinfection de I'eau au
niveau domestique devraient étre encouragées. Raygpgue les méthodes de désinfection
utilisées couramment au niveau domestique sorguesntes: la chloration, I'ozonation, les
lampes germicides et la désinfection solaire. Lsirdéction solaire est préférée a toutes ces
méthodes. Or, celle-ci est tributaire des cond#iolimatiques. Mais elle peut étre améliorée
par la photosensibilisation. C’est dans ce cadeelgyrésente étude a été réalisée.

En guise de rappel, la désinfection de I'eau pasdkire est basée sur l'action
combinée de 'UVA et de I'Infra-rouge. Celle-ci ciste a exposer I'eau a traiter au soleil
pendant six heures si le ciel est completementgigaa durée d’exposition passe de six
heures a 48 heures si le ciel est nuageux. bigaglé des abattements de l'ordre de 4 a 5
unités logarithmiques / 100 ml (voir figure 10.1IEn outre, il est noté de temps en temps la
réactivation des microorganismes (Amin M. et Han 2009).

10000 T v v —T B0

E 10000 | Coliformes | -° =
= fécaux =
= 40 =
= 0 —
i
L _
a a0 ;
- 10 =
= - —
E £|:| _=
= 10} £
e [ 10 =
3 —_

( 20 A0 &0 ad 100
Dose d'UV-A (Whim?®)

Figure 10.1.:Inhibition des coliformes fécaux en fonction deltse utilisée (Meierhofer R.
et Wegelin M., 2002).

Comparativement a notre travail, nous avons rengacg qui Sulit:

Les extraits aqueux et alcaloidiques de plantesigitent de réduire ce temps de six
heures a une heure d’ensoleillement. Quant awehwbsentielles, celles-ci permettent de
réduire ce temps a une heure pour I'huileGileus bergamia et deux heures pour celles de
Citrus limonum et Citrus reticulata. En plus, la réactivation des microorganismes areguée
de temps en temps aprés la désinfection solailéede, n'est pas observée lorsque I'huile
essentielle deCitrus bergamia est utilisée. Avec le MOP-5 libre (en solutiorinHibition
complete est notée apres 60 minutes. Ce temps paseninutes avec le MOP-5 fixé sur le
polystyréne A et a 6 minutes pour le MOP-5 fixélsysolystyréne B.
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Bien que ces différents produits améliorent Sodisy a lieu de se poser
guelques questions, notamment en ce qui concerne:

» La disponibilité de ces produits dans les paysaa @e développement (PED) ;
* Le codt de production ;

* Les contraintes techniques ;

* La stabilité.

Les plantes qui ont servi a la préparation desa#sgtret a I'extraction des huiles
essentielles sont disponibles dans la plupart dgs pn voie de développement (PED), en
Républiqgue Démocratique du Congo en particuliers kegtraits de plantes et les huiles
essentielles peuvent donc étre produits sur place.ce qui concerne le MOP-5, sa
disponibilité est limitée et son colt assez éfswdr le PED.

A la lumiére de ce qui vient d’étre évoqué précéaemt, certains produits mis au point
dans ce travail, notamment les huiles essentietldss extraits de plantes, peuvent déja étre
utilisés en remplacement aux méthodes de désiofeetistantes, notamment I'ozonation et
les lampes germicides dont les prix sont élevésr des populations des pays en
développement. Ceux-ci, étant disponibles sur plageuvent aussi étre utilisés en lieu et
place du chlore dont I'accés n’est toujours pasidadn ce qui concerne le MOP-5
immobilisé sur le polystyrene, malgré les bons Itasitrouvés, celui-ci se trouve confronter
principalement au probleme de col(t de production.effet, 1 mg de MOP-5 codlte 0,399
Euros. Pour le systeme MOP-5-P-A, nous avons @tdi® mg de MOP-5 / litre, soit 0,36
Euros. Par contre, pour le systeme MOP-5-P-B, avoss utilisé 5,88 mg de MOP-5 / litre
(2,34 Euros). Mais ces prix peuvent sensiblemeissbaen jouant sur la concentration des
réactifs.

Notre recherche doit étre considérée comme un itraxploratoire qui a bien mis en
evidence la possibilité d'utiliser les extraits glantes comme agents désinfectants. Mais les
modalités pratiques d’application devraient étieci@ées par des travaux complémentaires.
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CHAPITRE Xl
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CHAPITRE XI: CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La présente étude consacrée a la désinfectiorede par photosensibilisation avec les
extraits de plantes avait pour objectif la recherdbs plantes a activité photosensibilisatrice.
A partir de ces plantes, il s’agissait d’identifles composés et de préciser la structure de la
(des) molécule(s) concernée(s). Pour des modabitasques d’application, il était aussi
opportun de pouvoir fixer cette molécule sur unggupsolide.

Nous avons bien démontré l'efficacité des extragplantes en désinfection de I'eau,
ces extraits pouvant étre utilisés sous diversamds : extraits aqueux, alcaloidiques, non
alcaloidiques, huiles essentielles, molécule pargodution dans I'eau et fixée. Nous avons en
outre produit un photosensibilisateur greffé sursupport solide, tout en conservant son
efficacité, la méthode de greffage ouvrant la \Joge nombreuses applications.

En effet, si l'utilisation des extraitee plantes est largement répandue dans la
pharmacopée traditionnelle, il existe & ce jour p&tudes réalisées dans le cadre de la
désinfection de I'eau par photosensibilisation. lauons pu démontrer a partir de ce travalil
gue des plantes utilisées pour soigner certainéadiea de la peau peuvent aussi étre utilisées
comme agent photosensibilisant.

Dans un premier temps, I'étude de la désinfectier’@au par photosensibilisation
avec les extraits de feuille€assia alata, Cassia occidentalis, Carica papaya, Coleus
kilimanschari et phyllanthus niruri a montré une inhibition complete des coliformesaté
présents dans I'eau aprés une heure d’ensoleilleanat saturation du milieu en oxygene.
Par contre les huiles essentielles extraites datgdade la famille de RutacéeSitfus
reticulata, Citrus limonum et Citrus bergamia) ont montré une activité photosensibilisante
intéressante sans saturation du milieu en oxygéerehition compléte des coliformes fécaux
apres deux d’ensoleillement pour les huiles essiéegideCitrus reticulata et Citrus limonum
et une heure pour celle @&trus bergamia.

L’huile essentielle d€itrus bergamia analysée en spectrométrie de masse a révélé la
présence de méthoxy-5 psoralene, principale maéctdsponsable de [I'activité
photosensibilisante. La suite du travail s’est ligéa sur cette molécule. Utilisée en solution
dans I'eau a désinfecter, elle permettait une itibibdes coliformes fécaux aprés 60 minutes
d’irradiation, les entérocoques fécaux étant cotepieént inhibés aprés 5 minutes
d’irradiation. Ces huiles essentielles, étant didples dans la plupart des pays en
développement, peuvent étre utilisées dans la féésion de I'eau pour I'amélioration de la
désinfection solaire avec pour avantage la rédactiotemps d’ensoleillement.

La fixation du MOP-5 sur support solide (polystye) a été réalisée par la réaction
d’acylation de Friedel Craft et a conduit a un pibdfacilement récupérable aprés la
désinfection. De plus le produit une fois régéraenéserve ses propriétés photosensibilisantes
apres fixation. La fixation offre aussi I'avantage pouvoir récupérer le MOP-5 fixé sur le
polystyréne apres la désinfection de l'eau et éttiisé par la suite. L'inhibition des
coliformes fécaux et entérocoques fécaux a éteenaspectivement apres 6 et 2 minutes
d’irradiation avec des abattements de 4 unitégiibgaiques.
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Notre recherche doit étre considérée comme un pretnaivail exploratoire qui ouvre
la voie vers un nouveau processus de désinfectoledu par photosensibilisation a partir
d’extraits de plantes mais I'application concretecd procédé se trouve a ce jour confrontée a
de nombreuses difficultés, notamment la quantité demposés a utiliser, le colt de
production et de désinfection, et la stabilité disté&me a long terme. Dans ce sens, il
conviendra de préciser les modalités pratiques plicgtion apres avoir confirmé les
potentialités offertes par les divers composégsest

A partir des apports de ce travail, il conviendrdiinc d’étudier la faisabilité
opérationnelle pour rendre le systeme a la foifopmant et acceptable d’'un point de vue
économique notamment a lintention des populatides pays en développement. Mais
auparavant, des études complémentaires serontsagess.

- Les premiers résultats obtenus dans notre trawaitott étre complétés par de
nombreux tests de reproductibilité. La stabilitésggteme MOP-5 / Polystyrene devra
étre confirmée par des répétitions d’opérationsl@@nfection de I'eau avec le méme
produit, celui-ci étant récupéré et régénére esttegjue utilisation ;

- Le processus de régénération appliqué dans natrailtidevra étre mieux compris et
I'utilisation d'autres supports que le polystyrenaptamment des matériaux
inorganiques ou naturels, mérite d'étre explorée ;

- Seuls deux indicateurs de contamination fécale, deformes fécaux et les
enterocoques fécaux, ont été retenus dans notde.&ie serait-il pas opportun de
tester l'efficacité du dispositif vis-a-vis d’'ausreindicateurs bactériens tels les
Clostridium perfringens ? Et vis-a-vis des virus ou des kystes de proiczeeon peut
aussi se demander si l'effet photosensibilisategirndtre dispositif se manifeste
toujours efficacement ?

- Drautres familles de plantes utilisées dans lapbaopée traditionnelle pour soigner
les infections microbiennes et parasitaires autgiarétre utilisées dans ce travail. La
recherche s’orientera vers celles dont I'activiteotpsensibilisatrice n’exige pas la
saturation du milieu en oxygéne ;

- Au sein de la famille des Rutacées, d’autres espdeeCitrus, notammentCitrus
aurantifolia, Citrus grandis, Citrus aurantium, Citrus sinensis, Citrus
paradisi,....méritent aussi d’étre étudiées pas seulementtiéisant des zestes de
fruits mais également les feuilles et les racihes. autres méthodes d’extraction qui
se prétent bien a I'extraction des huiles ességdigu niveau domestique, notamment
'expression a froid, peuvent aussi étre exploitpear faciliter I'utilisation de ces
derniéres, surtout dans les milieux ruraux

Enfin, les premiers résultats obtenus avec le MAR&sur un support solide devraient
permettre d’explorer la piste conduisant a offuur $¢ marché un nouveau procédé de
désinfection de I'eau par photosensibilisation. @gut imaginer le photosensibilisateur
pouvant étre greffé sur un filtre ou inclus dans golonne de traitement traversé par I'eau a
désinfecter. Pourquoi ne pas envisager de gredfgrhbtosensibilisateur a la surface d’un
récipient ou I'eau serait exposée a la lumiéere pahdn certain temps avant consommation ?

Le domaine de la photosensibilisation en applicatiola désinfection de I'eau offre de
nombreuses perspectives de recherche pour de nasesrannées, tant dans 'amélioration de
la compréhension des phénomenes observés que emmsigses au point opérationnelles. Ce
champ d’investigation est d’autant plus pertineansiun monde ou l'accés a I'eau potable

154



restera une priorité pour un meilleur développentdsd populations, particulierement, les
habitants des pays en développement toujours audfa ces difficultés de disposer d’'une
eau de bonne qualité. C’est dans ce contexte gsitusdla présente contribution.
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ANNEXE: SPECTRES INFRA ROUGE
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