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| Résumé

Résumé

La consommation massive de médicaments par les populations du monde entraineune
contamination inquiétante de l'environnement puisque, en I’absence d’un traitement
adéquat, une grand quantité de résidus médicamenteuxse retrouventdans les écosystemes
naturels. Dans ce contexte, la présente étude porte sur la dégradation photocatalytique du
paracétamolen solution aqueuse, sélectionné comme molécule modeéle. Les expériences
sont élaborées dans un réacteur batch animé de radiations UV et en présence de deux
systemes catalytiques : TiO2/cellulose et ZnO/polystyrene. Cette configuration a I'avantage
majeur d’une séparation facile du photocatalyseur de la solution traitée par rapport a un
systeme hétérogéne avec catalyseur en suspension. Différents parameétres sont étudiés : la
photolyse, la nature de la source lumineuse (UV, visible et solaire), le pH de la solution,
I’effet des oxydants (H20> et K»S;0g) et les cinétiques de dégradation. Les résultats ont
montré que pour uneteneurinitialeenmédicament de 10 mg/L, plus de 85% de paracétamol
a été dégradé¢ sous irradiation UV dans les conditions d’un pH neutre et d’une température
de 20 °C. L’utilisation des oxydantsa affecté la photodégradation du paracétamol. En
particulier,enprésencede UV/TiO2/cellulose/K2S20s, la vitesse de la réaction de
dégradation a considérablement augmenté avec un rendement de 93,1%. Parallelement a
ces manipulations, des essais de biodégradation du paracétamol ont été effectués a ’aide
de bactéries isolées a partir d’un effluent hospitalier (CHU de Monastir, Tunisie) dans le
but de le comparer a laphotocatalyse. Le rendement de dégradation par la bactérie
Pseudomonas putidaE1.21 était de 92% aprés 32 h d'incubation. Par ailleurs, des tests de
toxicité sur des souris de laboratoire (étude in-vivo) et sur des graines de cresson
(phytotoxicité) ont été mis en ceuvre pour voir I’effet du traitement photocatalytique et
biologique. Le test de phytotoxicitéa montré que les traitements photocatalytiques sous
irradiations UV en présence de H.O; et KyS>Ogont conduit a des sous-produits de
dégradation non toxiques. La toxicité des solutions deparacétamolmenéein-vivo sur les
sourisa montré que les activités des enzymes créatinine, ALP, ALT, AST et LDH étaient
significativement plus faibles (p <0,05) chez les souris traitées aux UV/TiO; et a la souche
P. putida E1.21 par rapport au groupe témoin. D'apres ces tests, on peut conclure que le
traitement photocatalytique et le traitement biologique jouent chacun un roéle clé dans
I'amélioration du statut antioxydant et peuvent donc étre considérés comme tres efficaces
pour dégrader des molécules organiques d’origine pharmaceutique sans présenter de
symptomes de toxicité sévere.

Mots clés: Biodégradation; Catalyseur supporté; Paracétamol; Photocatalyse ;
Phytotoxicité ; Toxicité ; Test in-vivo.



’ Abstract

Abstract

The massive consumption of drugs by the populations of the world leads to a worrying
contamination of the environmentsince, in the absence of adequate treatment, a large
amount of drug residues will be found in natural ecosystems. In this context, the present
study foccuson the photocatalytic degradation of paracetamol in aqueous solution, selected
as model molecule. The experiments are carried out in a UV-batch reactor in the presence
of two catalytic systems : TiO>/cellulose and ZnO/polystyrene. This configuration has the
major advantage of easy separation of the photocatalystfrom the treated solution compared
to a heterogeneous system with suspended catalyst. Various parameters are studied :
photolysis, the nature of light source (UV, visible and solar), solution pH, the effect of
oxidants (H20. and K>S:0g) and degradation kinetics. The results showed that for an
initial drug concentration of 10 mg/L, more than 85% of paracetamol was degraded under
UV irradiations under the conditions of neutral pH and temperature of 20 °C. The use of
oxidants affected the photodegradation of paracetamol. In particular, in the presence of
UV/TiOz/cellulose/K2S2Q0g, the rate of the degradation reaction in creased considerably
with a yield of 93.1%. In parallel, paracetamol biodegradation tests were carried out using
bacteria isolated from a hospital effluent (Hospital of Monastir, Tunisia) in order to
compare it with photocatalysis. The degradation yield by the bacterium Pseudomonas
putida E1.21 was 92% after 32 h of incubation. In addition, toxicity tests on laboratory
mice (in-vivo study) and on water cressseeds (phytotoxicity) were carried out to evaluate
the effect of the photocatalytic and biological treatments. The phytotoxicity test showed
that the photocatalytic treatments under UV irradiations in the presence of H.O. and
K2S20g led to non-toxic degradation by-products. The toxicity of paracetamol solutions
carried out in-vivo on mice showed that the activities of creatinine, ALP, ALT, AST and
LDH enzymes were significantly lower (p<0.05) in mice treated with UV/TiO; and the P.
putida E1.21 strain compared to the control group. Fromthese tests, it can be concluded
that the photocatalytic treatment and the biological treatment splay a key role in improving
the antioxidant status and can there fore be considered to bevery effective in degrading
pharmaceutical organic molecules without showing symptoms of severe toxicity.

Keywords : Biodegradation ; Paracetamol ; Photocatalysis; Phytotoxicity ; Supported
catalysis ; Toxicity ; In-vivo test.
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Introduction générale

Contexte de I’étude

Depuis les années 1980, différentes études menées dans le monde entier ont montré la
présence de médicaments & usage humain et animalier et de leurs métabolites dans I'eau
[1]. La contamination de 1’eau par les résidus pharmaceutiques est devenue aujourd’hui un
sujet de préoccupation. Cette pollution émergente a fait preuve d’inquiétude a 1’échelle
mondiale. Partout dans le monde, des milliers de tonnes de substances pharmacologiques
sont chaque année consommés en medecine humaine pour le diagnostic, le traitement, ou
la prévention de maladies, aussi le secteur vétérinaire utilise excessivement ces substances
pharmaceutiques comme promoteurs de croissance, préventifs des maladies, ou comme
parasiticides. Néanmoins, apres leur utilisation, les médicaments sont partiellement
métabolisés et parfois rejetés sous forme du composé parent inchangé. Apreés
administration, 5-90% des médicaments peuvent étre excrétés inchangés ou partiellement
métabolisés par 1’organisme. Selon nombreuses études on peut constater qu’il y a
différentes sources d’émission et qui sont classées en deux catégories, la premicre
catégorie est celle des sources d’émissions diffuses consecutives aux rejets de substances
médicamenteuses et de leurs dérivés dans les rejets d’eau domestique (urines et féces de la
population humaine et des animaux de compagnie, ordure ménagere) et la seconde
catégorie est celle des sources d’émissions ponctuelles liées aux rejets industriels
pharmaceutiques et les établissements de soins (hépitaux et cliniques), des élevages
industriels des animaux [2-4]. L’environnement représente le milieu récepteur final de
nombreuses substances medicamenteuses. Pendant les dernieres années, les études
scientifiqgues se sont multipliées et ont montré la présence de ces résidus dans
I’environnement et en particulier dans ’eau [4]. Parmi les principales sources de
contamination des eaux superficielles on peut citer principalement les effluents
domestiques, mais également les effluents hospitaliers, ou encore les usines de fabrication
et de conditionnement des médicaments. Généralement tous les médicaments finissent
dans les STEPs sauf ceux utilisés dans 1’élevage et 1’aquaculture ou ceux rejetés
directement dans I’environnement, c’est pour cela les STEPs jouent un grand rdle dans la
dissémination des résidus pharmaceutiques [5-8].

Une fois les résidus de produits pharmaceutiques présents dans les STEPs, la plupart
d’entre eux subissent des modifications chimiques, issues de processus de transformations
métaboliques. Les métabolites ainsi généres peuvent étre plus ou moins actifs ou plus ou
moins toxiques que le médicament initial. Le rendement d’élimination des molécules
pharmaceutiques et de leurs métabolites dans les stations d’€épuration est fonction des
caractéristiques de traitement (procédés, temps de rétention dans la station, nature des
influents) et des propriétés physicochimiques des molécules [9]. De plus, la détection de

ces molécules dans I’environnement indique que les stations d'épuration des eaux usées ne
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permettent pas de les éliminer par les méthodes classiques (traitement biologique,
procédés membranaires, adsorption sur charbon actif, coagulation-floculation, etc.), ce qui
peut expliquer la relation entre la consommation de produits pharmaceutiques et
I'efficacité des STEP. Certains polluants si difficiles a éliminer passent par les stations
d'épuration sans nécessairement perdre leur nature génotoxique et sont donc directement
rejetés dans les écosystemes naturels [10-13]. Sur la base d'une analyse de plusieurs
études, des résidus de produits pharmaceutiques ont été détectés dans différents
compartiments de I'environnement a des concentrations allant de 1 a 10 pug/L dans les eaux
usées, 10-100 ng/L dans les eaux de surface, 1 ng/L dans les eaux de boisson, 110 a 980
ng/L dans les eaux souterraines et < 1 pug/L ans les eaux estuariennes et coti¢res [14].
Depuis quelques décennies, les techniques d’oxydation avancée constituent I’'une des voies
efficaces permettant la destruction totale de la majorité des polluants organiques : solvants,
pesticides, colorant et composés pharmaceutiques. Divers procédés d'oxydation ont été
testés dans I'assainissement des effluents contenant des résidus de medicaments. Les
procédés d'oxydation avancée tels que I'électrochimie (électrooxydation avec ou sans
génération de chlore actif) et Fenton (photo-Fenton et électro-Fenton) et les procédés de
photocatalyse hétérogene (UV/H202, UV/K:S20s, UV/TiO2 ou UV/ZnO, ....) se sont
révelés intéressants et efficaces. Particulierement, la photocatalyse est un processus
catalytique induit par la lumiére qui oxyde ou réduit les molécules organiques par des
réactions se déroulant a la surface des semi-conducteurs sous irradiation lumineuse. Au
cours du phénomeéne, des radicaux libres (*OH, H20° et 0.*") sont générés qui reagiront
avec les polluants ce qui conduit a sa dégradation et/ou a sa minéralisation.

Actuellement, la recherche de nouveaux matériaux catalytiques est particulierement
orientée vers la préparation de catalyseurs performants qui doivent répondre a certains
criteres : stabilité a long terme, activité catalytique élevée, sélectivité, reproductibiliteé,
facilité de mise en ceuvre et faible coit. Dans ce cas, le choix du support est un élément
clé. Le dioxyde de titane (TiOz2) est le photocatalyseur le plus utilisé en traitement d’eau
résiduaire industrielle, en raison de la faible énergie nécessaire a son activation (Et = 3,2
eV). De plus ce semi-conducteur est biologiquement et chimiquement inerte, stable (en
milieu acide et basique), insoluble, non toxique et moins coliteux que d’autres catalyseurs.
Sa forme anatase apparait comme la plus photoactive. Un autre oxyde de métal utilisé en
photocatalyse est I’oxyde de zinc (ZnO) qui a fait I’objet d’intérét dés les années 1970. Ce
matériau a des propriétés fondamentales attractives, une large bande de gap soit 3,2 eV et
une grande énergie de liaison d’excitation. Un oxyde de métal soumis & une excitation
d’énergie supérieure a sa largeur de bande interdite, provoque 1’éjection d’un électron de
la bande de valence (BV) vers la bande de conduction (BC).

Les résidus pharmaceutiques peuvent passer dans I’environnement et présenter un risque
potentiel pour la santé humaine. Des outils de contrdle de ces contaminants sont alors
utilisés pour la surveillance des écosystémes naturels afin d’estimer cette pollution. Ainsi,
la biosurveillance (ou biomonitoring) est apparue comme une technique alternative aux
analyses chimiques souvent onéreuses et globalement complexes lorsqu’il s’agit de
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mélange de contaminants. Ce type de bioessais s’appuit généralement sur des critéres de
mesure d'effets sur des espéces animales et végétales. Suite a 1’exposition a des
contaminants, ces espéces appelées alors biomarqueurs présentent des changements au
niveau morphologique, physiologique, moléculaire et biochimique. Ce type de bioessais
peut également étre utilisé pour évaluer 1’effet d’un procédé de traitement sur des effluents
gazeux, liquides ou solides. Ainsi, des tests de toxicité in-vitro (plantes terrestres et
aquatiques, graines, ....) et IN-vivo (souris, poissons, ...) sont toujours intéressants a
appliquer sur des effluents ayant préalablement subi un traitement d’épuration.

Objectifs de la these

La prise de conscience des dangers que représentent les polluants d’origine
pharmaceutique a conduit les communautés scientifiques a réfléchir aux meilleures
méthodes pour le contrble de cette pollution contribuant de plus en plus au déséquilibre
des écosystemes naturels. Cette thése s’inscrit dans le cadre de la contribution a
I’épuration des eaux chargées en résidus médicamenteux rejetées par les industries
pharmaceutiques et les établissements hospitaliers. L’objectif principal de ce projet est
I’étude de I’activité photocatalytique de catalyseurs déposés sur différents supports. Ceci
est appliqué a la dégradation photocatalytique de 1’acétaminophéne (ou paracétamol) en
solution aqueuse. Ce médicament est choisi comme molécule modele représentative des
polluants présents dans les résidus médicamenteux. Spécifiquement, les objectifs visés
sont :

- L’analyse de [Defficacit¢ des deux systemes catalytiques sélectionnés, a savoir
TiO2/cellulose et ZnO/polystyréne activés par différentes sources lumineuses ;

- Appliquer les deux catalyseurs a la dégradation photocatalytique du paracétamol en
tentant d’optimiser le procédé de photocatalyse en vue de déduire celui qui est le plus
performant ;

- Elaborer en paralléle un procédé de biodégradation du polluant choisi dans le but de le
comparer au premier. Ce point ne faisant pas partie des premiers objestifs de la thése
apporterait certainement un plus au projet étant donné que la biodégradtion est considéréee
comme une option peu colteuse respectueuse de I'environnement ayant le potentiel
d'éliminer les produits pharmaceutiques en les dégradant en produits finis inoffensifs tels
que du CO; et du H20 [15].

- Evaluer le degré de toxicité des échantillons traités par photocatalyse et biodégradation
en utilisant des tests sur la flore (phytotoxicité) et la faune (étude in-vivo) ; les premiers
tests sont réalisés sur des graines de cresson et les seconds sont menés au laboratoire sur
des souris blanches.

Les travaux de cette thése sont présentés dans deux parties différentes et répartis en six
principaux chapitres. La premicre partie est réservée a 1’étude bibliographique et la
seconde est consacrée aux méthodes et résultats expérimentaux. De fagon succincte :
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- Le premier chapitre concerne une revue bibliographique sur les substances
médicamenteuses et leur impact sur I’environnement ;

- Le deuxieme chapitre englobe des genéralités sur le traitement des eaux contaminées
par les composés pharmaceutiques et les procédés d’oxydation avancée (POA); il traite en
particulier la photocatalyse hétérogene ;

- Le troisieme chapitre est consacré aux tests de toxicité et est centré sur les outils
biologiques de controle des polluants pharmaceutiques présents dans 1’environnement ;

- Dans le quatrieme chapitre, est présenté 1’ensemble des techniques d’analyse et des
protocoles expérimentaux nécessaires a la réalisation du présent travail.

- Le cinquieme chapitre est consacré a 1’étude et I’optimisation du procédé de
dégradation photocatalytique de I’acétaminophéne en présence de TiO2/cellulose et
ZnOlpolystyrene. Les différentes expériences sont soutenues par des techniques
analytiques (CLHP, MEB, DRX, spectrophotométrie UV-vis) nécessaires a 1’analyse du
phénomeéne étudié ;

- Enfin, le sixiéme chapitre rassemble les principaux résultats de 1’effet de I’efficacité de
la photocatalyse et la biodégradation sur la nature des solutions traitées. Des études
toxicologiques sont donc réalisées sur des souris blanches (in-vivo) et sur des graines de
cresson (étude phytotoxique) ;

Le manuscrit est terminé par une conclusion générale résumant succinctement les résultats
essentiels de la these et d’annexes rassemblant quelques éléments complémentaires au
projet.
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Chapitre |

Source de contamination de
I’environnement par les
produits pharmaceutiques

Le présent chapitre permettra de
s'informer sur les substances
médicamenteuses rejetées dans
les effluents urbains et
industriels. Une attention
particuliere sera portée au

produit paracétamol.
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Chapitre . Source de contamination de

I’environnement par les produits pharmaceutiques

I.1. Introduction

Ces dernieres années, les populations du monde sont devenues de plus en plus conscientes
des conséquences de rejet des composés pharmaceutiques dans l'environnement. La
consommation de produits pharmaceutiques par des actions humaines de maniére
délibérément et involontaires et par des actions animales représente la principale source de
rejet des composés pharmaceutiques dans I'environnement [1,2]. Aujourd’hui les résidus
pharmaceutiques pénetrent dans les écosystemes aquatiques par des voies multiples bien
identifiées. Il existe deux sources principales de contamination de I’environnement : les
sources diffuses qui concernent les médicaments a usage humaine et vétérinaire et les
sources ponctuelles par les rejets des industries chimiques ou pharmaceutiques. Ces
résidus qui sont rejetés dans I'environnement ne sont malheureusement pas completement
dégradés dans les stations d'épuration au cours du traitement ; le taux d’élimination varie
largement selon leurs propriétés physico-chimiques (I’efficacité de celui-ci tres aléatoire,
est globalement de 60% mais avec des variations de 2 a 99% selon les molécules). La
possibilité de contamination des cultures agricoles est envisageable a cause de la
réutilisation des boues des stations d'épuration parfois riches en substances lipophiles [3-
8]. D’apres 1’étude de Loos et al, sur les 156 produits pharmaceutiques présents dans les
effluents de 90 stations d’épuration européennes (STEPS), on montre que 125 substances
(80% des composés ciblés) dans les effluents d’eaux usées européennes sont présentes a
des concentrations allant de faibles nanogrammes a quelques milligrammes par litre.

La contamination atteint également les eaux souterraines avec des concentrations faibles
de I’ordre de quelques ng/L, les eaux de surface avec quelques dizaines de ng/L et parfois
les eaux destinées a 1’alimentation humaine [10]. L’étude menée par I’Agence Fédérale
allemande de D’environnement (UBA) a collecté des données sur la concentration
environnementale en Allemagne. L’étude a montré que 156 produits pharmaceutiques ont
été détectés en Allemagne dans des milieux environnementaux tels que les eaux de
surface, les eaux souterraines et 1’eau potable [11]. Sur la Figure 1.1, sont représentées les
différentes sources de contamination et les principales voies d’entrée des résidus
médicamenteux dans notre environnement.
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Figure 1.1. Schéma représentatif des différentes sources et des principales voies
d’entrée des composés pharmaceutiques dans 1’environnement [12]

La France fait partie des Etats Européens les plus engagés en matiére de santé
environnementale. Cela se traduit notamment par la mise en ceuvre des trois Plans
nationaux santé environnement (PNSE) qui se sont succeédé depuis la conférence de
Budapest en 2004. Le quatriéme plan national santé environnement (PNSE4), s’engage
dans une approche intégrée et unifiée de la santé publique, animale et environnementale
autour du concept « un monde, une santé » ou « One Health » [13].

1.2. Les résidus médicamenteux dans les effluents urbains

Les résidus de médicaments représentent aujourd’hui une vaste catégorie issue de
substances d’origine médicamenteuse. En 2011, la France utilise plus de 3000 substances
actives a usage humain dans la composition de médicaments soumis a prescription [14].
Une fois le médicament administré par ingestion, voie cutanée ou voie injectable, ce
médicament est metabolisé puis excrété dans les urines ou les feces. Ces métabolites se
retrouvent ensuite dans le réseau des eaux usées. On retrouve alors une partie des
médicaments dans les STEPs ; une fraction des résidus peut aussi contaminer les sols et
peut ainsi exercer des effets divers sur les organismes.

Les médicaments non utilisés ou périmés (MNU) jouent un rdle important dans la
contamination de I’environnement par la dispersion directe dans les eaux usées OU a
travers des déchets ménagers. Une partie de ces rejets est due a une mauvaise gestion. Il
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s’agit d’une voie mineure mais elle est tout de méme a prendre en compte. Il est donc
important de lutter contre les rejets des MNU dans les déchets ménagers, directement dans
les égouts ou encore dans les toilettes [12]. Depuis quelques années, on a pris 1’habitude
dans certains pays développés de déposer les MNU dans les pharmacies;
approximativement, 70% de médicaments non utilisés d’origine personnelle peuvent étre
déposés [15].

Une autre source de contamination de 1’environnement concerne les médicaments destinés
a l’usage veétérinaire mais qui représentent une source mineure de pollution. Ces
médicaments se retrouvent dans les eaux usées, notamment dans les eaux pluviales
lorsqu’il existe un réseau séparatif. Les médicaments a usage vétérinaire représentent un
faible pourcentage par rapport aux medicaments a usage humain [16,17].

1.3. Les résidus médicamenteux dans les effluents industriels

Les effluents industriels constituent la deuxiéme source d’introduction de résidus
médicamenteux dans 1’environnement. Les industries répondent aux normes 1SO14000 qui
est une norme internationalement reconnue qui établit les exigences relatives a un systeme
de management environnemental [18].

L'industrie chimique est liée aux procédés de fabrication des molécules qui passent par
certaines étapes telles que: la formulation, la synthése et le conditionnement du produit qui
pourraient entrainer des pertes de résidus médicamenteux dans les eaux de transformation
ou de lavage. Certaines industries envoient leurs eaux usées directement dans le réseau
d’eaux résiduaires urbaines malgré la présence de stations d’épurations propres a ces
industries [17].

L'industrie pharmaceutique se caractérise aussi par des molécules en formes
pharmaceutiques. Une étude allemande a rapporté des concentrations élevées de
phénazone et de diméthylaminophénazone (jusqu’a 95 ug/L) dans la vallée du Main, alors
qu’elles ne dépassent pas 0,024 pg/L dans les vallées voisines a fortes concentrations
d’entreprises. De méme, des rejets de 45 kg/j de diclofénac ont été évalués dans le Rhin, a
Mayenne, en relation avec la présence de plusieurs sites de production [3].

I.4. Le paracétamol : entre besoin et danger

Selon le langage de la santé publique, un médicament est défini comme une substance
possédant des propriétés curatives ou préventives a I'égard des maladies humaines ou
animales. Un médicament est en fait composé d’un principe actif, qui est la substance lui
conférant ses propriétés thérapeutiques, associé a des excipients qui sont des substances
inactives.

Les médicaments sont classés par des méthodes multiples et peuvent prendre en compte
leur mode d’action, leur indication thérapeutique ou leur structure chimique. Les
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analgésiques représentent la classe médicamenteuse la plus consommée a travers le
monde. Particulierement, le paracétamol est le principe actif le plus consommé en raison
de ses propriétés antalgiques (qui luttent contre la douleur) et antipyrétiques (qui luttent
contre la fievre) [19]. Depuis les années 1960, grace a son innocuité a dose thérapeutique
et malgré son absence d’action anti-inflammatoire, sa consommation ne fait que croitre.
La consommation en tonne par ans de paracétamol dans quelques pays européens affleure
les 1000 Tonnes/an [20,21]. Le paracetamol reste un medicament sous forme non ionisée
au niveau de I’estomac ce qui facilite son absorption [22].

1.4.1. Le paracétamol, peut-il é&tre dangereux ?

A dose thérapeutique, le paracétamol est sans risque car il est presque totalement dégradé
en metabolites (95-98%), non toxiques au niveau hépatique grace aux systémes
enzymatiques microsomiaux donnant des formes inactives hydrosolubles et excrétées par
le rein. Mais une surdose de paracétamol ou des prises élevées et fréquentes de cet
antidouleur peut induire une nécrose hépatique. L’hépatotoxicité, risque majeur des
intoxications par le paracétamol, est fortement réduite aux doses thérapeutiques mais
s’accroit lors de surdosage [22,23].

1.4.2. Toxicité et écotoxicité du paracétamol

Les effets toxiques des analgésiques tels que le paracétamol sont beaucoup plus
remarquables sur les organismes aquatiques (poissons, algues et moules) et terrestres. Les
valeurs des unités toxiques indiquent que les antalgiques constituent le groupe
thérapeutique responsable de 1’effet toxique le plus élevé comme des perturbateurs
endocriniens. Des effets toxiques peuvent survenir sans bioaccumulation et I’enjeu associé
aux médicaments concerne leur toxicité chronique, consécutive a des expositions a de
faibles concentrations a long terme. Les seuils de toxicité aiglie, caractérises par la
concentration létale pour 50% des individus (LD50) sont supérieurs au mg/L. En effet,
I’acétaminophéne peut causer une nécrose hépatique, néphrotoxicité, lésions extra-
hépatiques et méme la mort chez I'homme et les animaux en cas de surdose [24-26].

Les tests de toxicité sur les contaminants de 1’eau sont généralement effectués pour tester
les effets d’un seul polluant sur divers organismes (bactéries, algues, daphnies et poissons)
[27]. 11 existe différents tests standards pour mesurer I’écotoxicité, 1’un de ces tests est le
facteur PEC/PNEC, c’est-a-dire le rapport entre la concentration de la substance dans
I’environnement (PEC = PredictedEnvironmental Concentration) et la concentration
prédite sans effet (PNEC = Predicted No Effect Concentration). Le médicament
analgésique, est considéré comme dangereux sur I’environnement quand le rapport
PEC/PNEC dépasse 1 [28].
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1.4.3. Effet du paracétamol sur I’environnement

Le paracétamol est un des médicaments sans ordonnance les plus vendus [29]. En raison
de cette consommation, ce compose a été couramment trouvé avec des concentrations
croissantes dans I'environnement [30] ; ce médicament est récemment considéré comme
un nouveau groupe de polluants, connus sous le nom de « nouveaux polluants émergents »
[25]. L’exposition chronique aux traces pharmaceutiques peut étre une menace possible
pour le milieu aquatique, I’air, le sol et la faune, sans négliger les risques marqués sur la
santé humaine [25,31]. Si le paracétamol y est dégrade a plus de 90%, il reste des traces
dans les eaux usées remises en circulation, puis dans les eaux de surface [32]. D’ailleurs, il
est l'un des produits pharmaceutiques les plus fréquemment détectés dans les eaux
naturelles. Les concentrations du paracétamol de 48,74 mg/L dans les eaux usées et de 25
ng/L dans les eaux de surface ont été trouvées dans diverses études [24]. Des valeurs
similaires ont été signalées dans les eaux usées affluentes, avec des concentrations
moyennes allant de 6,92 a 492,34 mg/L [33]. Bien que le paracétamol soit considéré
comme persistant dans I'eau, il n'est pas bioaccumulable pour les organismes aquatiques
[34]. Il peut étre hépatotoxique en cas de surdosage, une condition entiérement
documentée chez les animaux de laboratoire et les humains [35].

1.4.4. Législation

La présence de résidus de médicaments dans les eaux est régulierement évoquée dans les
médias. Ce ne sont pas des polluants des milieux aquatiques comme les autres. La France
est le 1" consommateur européen de médicaments vétérinaires (300 molécules), et le 4™
consommateur mondial de médicaments humains (3 000 molécules).
Cette étude a été inscrite en France dans le premier Plan National Santé Environnement
(PNSE 1) qui planifiait que des campagnes d’analyses soient conduites par les Agences de
I'eau dans les eaux et en particulier dans celles destinées a la consommation humaine [36].
Poursuivi dans le PNSE 2, le plan intervient par [37] :
- L’¢laboration d’une stratégie de hiérarchisation sur la base de critéres pertinents pour
retenir une liste de molécules prioritaires a rechercher dans les eaux ;
- La conception d’un plan d’échantillonnage national représentatif permettant d’estimer
I’exposition des populations aux résidus de médicaments dans différents types d’eaux
(eaux superficielles et eaux souterraines) utilisés pour la production d’eaux destinées a la
consommation humaine.
- L’¢laboration de bonnes pratiques pour la gestion des déchets de medicaments dans les
¢tablissements de santé afin d’éviter leur rejet dans les eaux usées et leur dissémination
dans I’environnement.
La loi canadienne sur la protection de I’environnement exige une ¢évaluation
environnementale pour les nouveaux produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires,
produits de santé naturels, médicaments vétérinaires, cosmetiques, les thérapies
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biologiques et génétiques via le réglement sur les renseignements sur les substances
nouvelles [38].

Aux Etats-Unis, la FDA (Food and Drug Administration) a émis une directive quant & une
¢évaluation environnementale d’un produit pharmaceutique commercialisé si celui-Ci est
susceptible de se retrouver dans 1’environnement a une concentration supérieure a 1 pg/L
(FDA - CDER, 1998) [39].

De nombreuses études internationales ont mis en évidence la présence dans 1’eau des

rivieres de médicaments a 1’état de traces, et leurs effets biologiques sur les écosystémes.

I.5. Procédés de traitement des effluents chargés en résidus
médicamenteux

Diverses stratégies de traitement des effluents chargés en résidus médicamenteux sont
mises en ceuvre. Certaines sont encore a une étape conceptuelle en vue d’une optimisation
et extrapolation a grande échelle. Parmi les nombreux procédés de traitement, on ne cite
que :

- L’Ozonation : ce traitement dégrade les molécules de médicaments pour former des
molécules davantage biodégradables. Cependant, étant donné le peu de connaissance des
sous-produits, certains étant potentiellement toxiques, les chercheurs recommandent
d’ajouter une filtration sur sable pour les éliminer. Les résultats présentés dans 1’étude de
Mettler et al. [40] semblent encourageants : sur les 47 substances étudiées, seules huit ne
sont pas éliminées a plus de 80%. Ces résultats confirment 1’efficacité de 1’ozone dans la
destruction des micropolluants présents dans des résidus de médicaments et de soins
corporels. Ainsi, 34 des 35 médicaments ont été totalement détruits apres un traitement
d’une vingtaine de minutes. En Europe, le traitement par ozonation tend a se généraliser
dans les grandes et moyennes stations d’épuration. Ces traitements ont évidemment un
colit qui se répercutera sur le prix de 1’eau.

-Le piégeage sur du charbon actif : ce traitement constitue une deuxiéme technique de
potabilisation qui pourrait étre appliquée pour éliminer les micropolluants en sortie de
STEP. Si la technique semble efficace, la régénération du charbon actif est néanmoins
difficile a estimer. Cette technologie accroit les volumes de boues a éliminer (résidus du
traitement des eaux usees) [41].

-La photocatalyse : Les applications potentielles de la photocatalyse hétérogene sont
nombreuses et les développements industriels sont en cours. Mais la faisabilité de
I’installation industrielle d’un procédé photocatalytique dépend du type d’effluent a traiter.
En effet, la photocatalyse permet une dégradation et une minéralisation compléte de
polluants organiques, mais les cinétiques de dégradation sont relativement faibles. Dés
lors, I’application ne sera possible que pour des effluents d’un volume limité.

Concernant 1’épuration des eaux usées, il parait difficile d’étre compétitif vis-a-vis des
autres techniques existantes (notamment la dégradation biologique). Par contre, de par sa
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capacité a traiter des effluents peu concentrés, la photocatalyse peut devenir une technique
qui, combinée & l'adsorption sur charbon actif, est bien adaptée pour des traitements
pointus de finition. Par rapport au charbon actif, avec lequel il y a un simple transfert de
pollution, le procédé UV/TiO, présente le grand avantage de permettre la minéralisation
totale du ou des polluants.
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Chapitre Il : La photocatalyse hétérogene : Principe

et mécanismes

11.1. Introduction

La croissance démographique et le développement sociétal, provoquent une pression
grandissante sur les réserves en eau. Les effluents liquides industriels et urbains rejetés
dans I’environnement peuvent contenir des quantités appréciables de résidus
médicamenteux pouvant porte préjudice a la santé humaine et animale [1]. Ces dernieres
années, le monde entier est devenu de plus en plus strict sur I'effet de ces résidus
médicamenteux sur la santé humaine et leur impact écologique.

Il existe divers procédés classiques pour la dépollution des eaux chargées en polluants
d’origine pharmaceutique parmi les quelles on distingue les procédés physiques (filtration,
décantation, ....) [2], les procédés chimiques (coagulation-floculation) [3] et les procédés
biologiques qui reposent sur 1’utilisation de microorganismes qui dégradent les polluants
organiques [4]. Globalement, ces procédés ne sont pas efficaces vis-a-vis de ce type de
contaminants en raison d’une forte toxicité. Le développement technologique a permis de
mettre en ceuvre d’autres techniques de traitement plus prometteuses telles que les
Procédés d’Oxydation Avancée (POAS) qui ont vu le jour vers les années 1970. Parmi les
méthodes de traitement de I’eau usée, la photocatalyse hétérogene se présente comme une
technologie de choix pour la dépollution et I’intégration de ces eaux usées, car il s'agit d'un
systeme performant, efficace, simple et économique [5].

Dans ce chapitre, il sera tout d’abord fait état de quelques généralités de base sur les
Proceédes d’Oxydation Avancée ; un accent particulier étant mis sur la photocatalyse
hétérogene et les méthodes d’élaboration de photocatalyseurs.

I1.2. Procédés d’oxydation avancée
11.2.1. Introduction

Récemment, un grand nombre de procédes d'oxydation avancée (POAS) a été étudié a
I'échelle de laboratoire (mécanismes de réaction, étude cinétique, etc.).

Glaze et al ont défini les POAs comme des procédés de traitement des eaux fonctionnant
sous des conditions de température et de pression ambiantes et générant des radicaux
fortement réactifs (spécialement des radicaux hydroxyles °*OH avec un potentiel
d’oxydation de 2,80 V qui présente plusieurs avantages par rapport a d’autres oxydants en
particulier par sa non sélectivité) en quantité suffisante pour effectuer la purification de
I’eau [6-9].
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11.2.2. Espéces radicalaires
a) Formation des espeéces radicalaires

Les principaux radicaux produits et mis en ceuvre par les POA sont les *OH, H20° et O2°.
Le radical *OH est une espece trés réactive qui possédent un pouvoir oxydant supérieur a
celui des oxydants traditionnels tels que Clz, CIO2 ou Oz (Tableau 11.1).

Tableau 11.1 : Potentiel d’oxydation pour différents oxydants dans 1’eau [10]

Oxydant Formule chimique Potentiel d’oxydation (V/ENH)
Fluorure de xénon XeF2 3,40
Difluorure d'oxygéne OF 3,29
Fluor F 3,06
Radical hydroxyle *OH 2,80
Ozone O3 2,07
Peroxyde d’hydrogéne H20: 1,77
Radical hydroperoxyle H.O*® 1,70
Permanganate MnO4 1,67
Dioxyde de chlore ClO; 1,50
Dichlore Cl; 1,36
Dioxygéne 02 1,23

D’autres oxydants tels que XeF et OF. ne sont pas exploitables pour la dépollution de
I’eau en raison de leur extréme réactivité, de leur nocivité sous formes réduites et de leur
direction a former des trihalométhanes (THM) cancérigenes. Par contre, les oxydants non
halogénés et non métalliques (*OH, O3, H20.), sont attractifs pour les traitements de I'eau
[11]. Cependant le plus intéressant de ces radicaux reste le radical hydroxyle *OH qui est
une espece transitoire omniprésente dans la nature ; puissant oxydant, il présente de
nombreux avantages par rapport aux autres oxydants car il répond a un ensemble de
critétres d’exigence, en particulier de par sa non-sélectivité. Sur la Figure I1.1, sont
illustrées les principales caractéristiques des radicaux hydroxyles libres *OH.
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Figure 11.1 : Schéma représentatif des caractéristiques du
radical *OH [12]

b) Mécanisme d’oxydation par le radical hydroxyle

Les réactions du radical *OH avec les composés organigues se font selon trois mécanismes
principaux suivants [13,14] :
= Abstraction d’atome d’hydrogéne ;
= Addition électrophile aux doubles liaisons (type C=C et C=N) ;
= Transfert électronique (rarement observé directement), cas dans lequel *OH est
l'accepteur d’¢électron. Il se manifeste par la formation des complexes intermédiaires
susceptibles d'étre impliqués dans le processus.

c) Réactivité des radicaux hydroxyles *OH

Le radical *OH est parmi les oxydants connus le plus puissant ; il a ’avantage de ne pas
induire de pollution secondaire, d’étre relativement simple a manipuler et d’étre le plus
rentable possible. En milieu fortement basique, les radicaux *OH existent sous leur forme
basique conjuguée : le radical anion oxygene O* réagissant plus lentement par attaque
nucléophile. Par contre en milieu acide, c'est la forme acide qui prédomine et qui réagit sur
la matiere organique par attaque électrophile [15].

I1.2.3. Principe de fonctionnement des principales techniques d’oxydation avancée

Le terme POA se référe a un ensemble de procédés d’oxydation, caractérisé par une
utilisation commune des radicaux *OH pour détruire les composés organiques complexes
et non biodégradables en produits finis a 1’état ultime [14,16]. Une classification des
principaux procédes de production de ces radicaux est donnée sur le Tableau I1.2.
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Tableau 11.2 : Classification des procédés d’oxydation avancée [16-18]

H2O, / Fe*" Fenton Fe? + H,0,—Fc> + OH + *OH
H,0,/Fe?* Photo Fenton Fe?*+ H,0,— OH" + *OH + Fe®*
UV Fe3*+ H,0+ hv— Fe?* + H* + *OH

(Fe"(C204)3)*+ hv  —(Fe'"(C204)2)%+ C204°
C204* +(Fe"'(C204)3)* —(Fe'"(C204)2)> + C,042 + 2CO;
C,04 + 0 — 0, +2CO0O,

UV / Fed— Procédé Photo Fenton
Oxalate/H,0- modifié

H,0, / UV Photochimie assistée H.0; + hv — 2 °0OH
03/ UV Oxydation UV Os+hv - O+0
O + H,O — H,0,
O3/ H202/ UV Photo-peroxonation 203 + H0; +hv — 2°0OH + 30;
SC + hv — SC(h*sv+ese)
uv Catalyse hétérogene h*gv + H20 — H*+°*OH
: esc+ 02 — 02°
Electrochimie directe ; H0 — °*OH s+ H  + ¢
Autres Electrochimie indirecte ; O, +2H*+2¢e° — H20,
technologies sonochimie (ultrasons). H,O + ultrasons — *OH + H*
radiolyse H,O — HxO"— °*OH + H°*

Parmi ces procédes, la photocatalyse hétérogene reste comme une technique efficace pour
I’élimination des micropolluants présents dans 1’eau. C’est un processus catalytique qui
repose sur I’excitation d’un semi-conducteur par un rayonnement lumineux conduisant a
I’accélération de la photoréaction en faisant intervenir des réactions entre les paires
électron/trou et les produits organiques adsorbés a la surface du semi-conducteur [19,20].
En catalyse hétérogene, la réaction se produit uniquement a la surface du catalyseur solide
dans une phase fluide contenant les réactifs et les produits [20]. L utilisation du catalyseur
lors du processus photocatalytique peut s’effectuer de deux manieres différentes, soit sous
une forme dispersée, ou soit sous une forme fixe (support catalytique) [21].

La photocatalyse hétérogéne est apparue comme une nouvelle technologie de
décontamination efficace, puissante, propre, pour le traitement des polluants organiques et
la transformation de produits chimiques dangereux sous différentes formes [22].

11.3. Photocatalyse hétérogene
11.3.1. Semi-conducteurs actifs en photocatalyse

Les semi-conducteurs ont été découverts au 19°™ siécle mais en 1947 ont commencé leurs
applications pratiques [23]. Ce sont des matériaux solides utilisés surtout pour conduire le
courant. Un semi-conducteur est un matériau avec des propriétés électriques
intermédiaires situant entre le métal et I’isolant sont déterminées par deux bandes
d'énergie particuliéres : d'une part, la bande de valence (gamme d’énergie inférieure) et
d’autre part, la bande de conduction (gamme d’énergie supérieure).
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Ces deux bandes d'énergies sont séparées par un gap caractérisé par une bande interdite Eg
qui correspond & une barriére d'énergie, dont I'ordre de grandeur est I'électron-volt. Si Eg
augmente, 1’énergie nécessaire pour exciter le réseau et libérer des électrons de la bande de
valence augmente. La différence entre la bande de valence et la bande de conduction est
appelée un écart énergétique. Il s’agit en fait de la quantité d’énergic que doit avoir un
électron pour sauter de la bande de valence vers la bande de conduction. Une fois
I’¢éléctron dans la bande de conduction, I’électron est libre de se déplacer a travers le
matériau et n’est plus lié a aucun atome particulier. Un conducteur est un matériau qui
conduit aisément le courant électrique. Ce matériau conducteur possede des bandes de
valence et de conduction situés sur des niveaux énergétiques se chevauchant. Les
meilleurs conducteurs sont des matériaux constitués d’un seul élément comme le cuivre,
I’argent, 1’or et I’aluminium. Isolants et semi-conducteurs possédent une bande de valence
totalement pleine (saturée) d’électrons et une bande de conduction totalement vide ; un
semi-conducteur posséde, comme les isolants, une bande d’énergie interdite « gap » entre
sa bande de conduction et bande de valence. Ieffet d’un
approvisionnement énergétique (élévation de température, champ magnétique, absorption
de lumiere), supérieur ou égal a la largeur de la bande interdite, certains de ses électrons
de valence peuvent étres promus dans la bande de conduction et devenir des électrons de
conduction [16] ; un isolant est un matériau qui ne conduit pas le courant électrique sous
des conditions normales (ni un champ électrique, ni la température). Il existe cependant
une tension de claquage (de valeur trés élevée), qui pourra forcer le matériau a conduire
les électrons si elle est appliquée. La plupart des bons isolants sont des matériaux
composes de plusieurs éléments (Figure 11.2) [17].

Cependant, sous

Energie (eV)
N

Bande de conduction

Chevauchement Bande de conduction 4\
Eg : Bande interdite Ecart énergétique
Bande de conduction « Gap »
ol = N R \l/ \l/

ande dévalence
e-€ e ee-q

‘B
_e—

e

Conducteur

e- _ e- €= e
¢- Bande de valence
¥ et e o

-

Semi-Conducteur

e- e ST
¢ Bande de valence
e- e e ee

Isolant

Figure 11.2. Diagrammes énergeétiques pour les conducteurs, semi-
conducteurs et isolants [20]
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Un semi-conducteur peut étre soit intrinseque, soit dopé par des impuretés extrinseques.
Les éléments uniques les plus utilisés pour les semi-conducteurs sont le silicium, le
germanium et le carbone. Dans les réactions de photocatalyse, les semi-conducteurs jouent
le role de catalyseurs, et ne sont donc pas consommes dans la réaction globale. Ils sont
appelés photocatalyseurs [5]. Plusieurs semi-conducteurs ont été testés dans la
photocatalyse comme TiO2, ZnO, ZnS, WOgz, Fe:O3 et CdS. Le Tableau 11.3 donne
I’énergie et la position de la bande-gap de certains photocatalyseurs.

Tableau 11.3 : Energie de la bande gap de plusieurs photocatalyseurs [5]

Photocatalyseurs Formule chimique Energie de la bande-gap (eV)
Silicium Si 1,1
Oxyde de fer Fe203 2,2
Sulfure de cadmium Cds 2,4
Dioxyde de titane TiOz (rutile) 3,0
Dioxyde de titane TiO> (anatase) 3,2
Oxyde de zinc ZnO 3,2

Le semi-conducteur Si a I’état pur n’est pas un bon conducteur ni un bon isolant ; le semi-
conducteurs CdS a I’avantage d’absorber par rapport au TiO2 une fraction plus importante
du spectre solaire, mais malheureusement il est instables durant 1’oxydation
photocatalytique [19]. ZnO pourrait étre un photocatalyseur de grand intérét puisqu’il
présente de fortes activités dans le visible mais il souffre de photocorrosion [11].
Cependant le plus intéressant de ces catalyseurs reste le dioxyde de titane (TiO2) qui est un
catalyseur stable et constitue un bon compromis entre efficacité et stabilité. C’est le semi-
conducteur le plus utilisé en photocatalyse hétérogene en raison de son faible colt [19].
Un bon catalyseur doit étre:
» Photoactif (capable d’accélérer les réactions désirées — plus I’activité augmente,
plus la quantité de catalyseur diminue),
> Excité en présence de radiations UV et/ou de lumiére visible,
> Sélectif (accélére uniquement la réaction désirée — plus sélectivité augmente, plus
la purification diminue),
» Photostable (résiste a la désactivation), étre peu couteux et non toxique [5].

Sur la Figure 11.3, nous illustrons les principales propriétés d’un bon catalyseur.
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Figure 11.3 : Schéma représentatif des propriétés d’un bon catalyseur

11.3.2. Principe et définitions

Dans la photocatalyse hétérogene, la notion de catalyse indique qu’une substance accélére
la vitesse d'une photo-réaction chimique. En plus de I'effet accélérateur, le catalyseur
possede également un effet orienteur qui permet d'obtenir sélectivement les produits
désirés [24-26].

La notion d’hétérogénéité indique que la substance catalytique et les réactifs forment
plusieurs phases. En photocatalyse, la substance catalytique est solide et les réactifs
liquides ou gazeux [24]. Dans le cas de la photocatalyse hétérogene, le catalyseur est un
semi-conducteur [11].

D’aprés 'IUPAC (Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée), la photocatalyse
est le domaine de la catalyse qui fait intervenir la lumiére comme moyen d’activation du
catalyseur, induites par 1’absorption de photons (énergie lumineuse) par un catalyseur [27].
Le principe de la photocatalyse est proche de la catalyse hétérogéne ou la réaction
d’oxydo-réduction se passe a la surface du catalyseur (du semi-conducteur). Quand un
catalyseur semi-conducteur de type oxyde métallique (TiO2, ZnO) ou chalcogénure (CdS,
CdSe, ZnS) est illuminé par des photons d'énergie égale ou supérieure a la largeur de
bande interdite (bande-gap Eg) (hv > Eg), il y a absorption de ces photons et création,
dans la masse du solide, de paires électron (e")/trou positif (h*) avec transfert d’un électron
de la bande de valence a celle de conduction et crée des photo-trous dans la bande de
valence [28] (Eq. I1.1) :

Semi-Conducteur +hv — € 'sc + h*sv Eq. 1.1

Une adsorption spontanée se produit et selon le potentiel redox de chaque adsorbat, un
transfert d'électron a lieu vers les molécules de caractére électro-accepteur (A) (Eq. 11.2) :

A (ads) + €BC — A(ads) Eq. 11.2
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Tandis que les photo-trous positifs sont transférés vers les molécules de caractére
électro- donneur (D) (Eq. 11.3) :

D (ags) + h'Bv — D*(ags) Eq. 11.3

Enfin, une recombinaison électron-trou reste possible ; au cours de son déplacement,
I’¢électron de conduction ainsi formé reprend sa place originale dans la bande de valence.
Ceci peut avoir lieu dans le volume ou en surface du semi-conducteur et s’accompagne
d’un dégagement de chaleur (plus la température augmente, plus il y a création de paires
électron/trou) (Eq. 11.4) :

e’sc + h"sv — Chaleur Eq. 11.4

Le dioxyde de titane et I'oxyde de zinc ont des caractéristiques similaires et induisent tous
deux le méme type de mécanisme de réaction.

Dans le cas de TiO2 ou ZnO on écrit alors: Le TiO2/ZnO subit une excitation par
rayonnement qui permet a un ¢électron de la bande de valence d’étre ¢jecté dans la bande
de conduction et crée des trous positifs dans les bandes de valence (Eq. 11.5) :

TiO2/Zn0O + hv — e’sc + h'sv (A< 385 nm) Eq. 1.5
Le radical hydroxyle est formé par transfert direct de trous dans I'eau (Eq. 11.6) :

H20ads + h*—*OHags + H* Eq. 11.6
Ou des ions hydroxyles pour former de puissants radicaux *OH (Eq. 11.7)

“OH ags+ h*—*OHads Eq. 11.7

L'eau et P (molécules organiques) peuvent ainsi déclencher la dégradation oxydante, ce
qui peut conduire & une minéralisation complete (Eq. 11.8) [29] :

*OHags + P — H20 + CO2 Eq. 11.8

Dans les systémes aérés, I’espéce oxydante telle que I'oxygeéne est adsorbée sur la surface
de TiO> et peut balayer un €electron pour former le radical anion superoxyde (O2* ") (EqQ.
11.9):

O2+6 — 07° Eq. 11.9

Le phénomeéne se produit sur la surface du semi-conducteur selon les étapes schematisees
dans La Figure 11.4.
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Figure 01.4 : Principe de la photocatalyse hétérogéne [30]

11.3.3. Mécanismes de dégradation de composés organiques par photocatalyse

Comme pour tout procédé incluant des réactions en phase hétérogene, le procédé
photocatalytique peut étre divisé en cing étapes indépendantes [26,31,32]:

1.

Transfert de réactif de la phase fluide vers la surface du catalyseur : La diffusion,
processus physique, tend a égaliser les concentrations dans la phase fluide. Un courant
de diffusion s’établit donc au voisinage de I’interface solide/fluide, lorsque la
consommation des réactifs sur la surface et la formation de produits provoquent dans
cette région des gradients de concentration ;

Adsorption de réactif sur la surface : L’adsorption se traduit par des ruptures de
liaisons intramoléculaires et il y a formation de liaisons avec la surface. Ces espéces
adsorbées constituent des intermédiaires actifs qui, réagissant entre eux, permettront a
la réaction de se dérouler suivant un mécanisme différent de 1’activation thermique ;
Réactions en phase adsorbée : Etape ou se déroule la réaction photocatalytique
proprement dite. En effet, les réactions sont généralement trop rapides malgré les
progrés des méthodes analytiques ;

Désorption des produits intermédiaires et/ou finaux : Une réaction catalytique est
une suite de reactions elémentaires et les sites actifs doivent étre régenérés apres
désorption des produits ;

Transfert de ces produits de la région de surface dans la phase fluide : La catalyse
est caractérisée par une grande spécificité dans I’interaction entre les molécules et le
solide.

Les étapes de la dégradation photocatalytique d’un polluant organique peuvent donc étre
représentées de la maniere schématique représentée sur la Figure 11.5 :
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Figure 01.5 : Schéma explicatif du phénomeéne de photocatalyse [33]

Le mécanisme réactionnel de la photocatalyse est caractérisé par deux processus: 1’un
physique et 1’autre chimique. Les étapes 1 et 5 correspondent a des processus physiques,
de transferts de maticre vers I’interface solide (catalyseur supporté) ou la transformation a
lieu ; ce déplacement des molécules de la phase fluide vers la surface catalytique est régi
par les lois de la diffusion. Les étapes 2, 3, et 4 correspondent a des processus chimiques
et consistent en une réaction chimique de dégradation proprement dite [17].

11.4. Différents types de catalyseurs utilisés en photocatalyse

Plusieurs efforts de recherche ont déja introduit divers types de catalyseurs pour la
dégradation d'une variété de polluants et éviter leur accumulation dans les eaux
aquatiques. Comme le montre le Tableau 11.4, les pourcentages de dégradation sont trés
variables. Ceci est d0 a la nature du catalyseur, aux les méthodes d'élaboration du procédé
et aux différentes conditions expérimentales (concentration initiale et temps de réaction).
En particulier, pour le catalyseur TiO2 supporté sur fibre cellulosique, testé par plusieurs
chercheurs, le pourcentage de dégradation varie de 85 a 90%. Cependant, il est important
de noter que 5h sont nécessaires pour dégrader 400 mg/L de paracétamol en présence de
TiO2 et atteindre 85% de dégradation. Par ailleurs, d’autres études indiquent que le
systeme zéolite/ZnO/Fe203 est plus efficace dans la dégradation de la Diphenhydramine
(DPH), par rapport a TiO> /Fe2Oz/zéolite. Dans les conditions optimales, I'efficacite de la
dégradation de la DPH avec TiO2/Fe;Os/Zéolite (DPH: 50 mg/L, peroxyde d'hydrogéne:
50 mg/L, temps d'irradiation: 120 min, photocatalyseur: 0,5 g/L, pH = 5) et
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ZnO/Fe,03/zéolite (DPH: 50 mg /L, peroxyde d'hydrogene: 50 mg /L, temps d'irradiation:
100 min, photocatalyseur: 0,5 g / I, pH = 10) est de 80 et 95%, respectivement [34].

Tableau I1.4: Produits pharmaceutiques traités par photocatalyse hétérogene

s Réact Décolorati Temps de
Catalyseur Polluant | ource cacteur. ecoloration trajtement  Réfs
umineuse photocatalytique (%) (min)
b . . Réacteur a deux
ZnO/Fe;0s/zéolite Diphenhydramine UVass coques de 95 100 [34]
05g/L) (50mg /L) capacité 250 mL
. 5 . - Réacteur a deux
TiO2/Fe20s/zéolie Diphenhydramine UVass coques de 80 120 [34]
©59/L) (50mg/L) capacité 250 mL
X Paracétamol Réacteur
ZnO / polystyréne (125 mg/ L) UV2ss cylindrique Pyrex 77 240 [35]
. . . ) Réacteur
TiO2/ fibre cellulosique  Paracétamol UV 20 discontinu de 85 300 [36]
(04g/L) (400mg /L) capacité 1 L
TiO2 P25 Paracétamol
©01g/L) (1,0x10* M) UVa43 90 160 [37]
TiO2/ fibre cellulosique  Paracétamol Photoréateur a lit
(2 mg/cm?) (10 mg/L) UV fixe %0 300 [38]
. . . . hotoréacteur
TiO2 / fibre cellulosique  Paracétamol photore
(04g/L) (2,65%10 M) UVa46 gzlllr;%ngrzg 90 150 [39]
Paracétamol Réacteur
TiO2 PC-25 (2.0 mM) UV2s4 cylindrique 95 80 [40]
' annulaire
. . Phenazopyridine Reacteur .
TiO2/ plaque céramique UVazs rectangulaire 89,10 150 [41]

(10 mg/L)

11.5. Facteurs influencant le procédé de photocatalyse

Les réactions photocatalytiques font intervenir un ou plusieurs composés chimiques. Par
conséquent, I’efficacité du traitement photocatalytique dépend de plusieurs facteurs qui
régissent la cinétique de la photocatalyse. Ainsi, pour obtenir une bonne activité
photocatalytique, il est nécessaire de travailler dans des conditions optimales. Dans cette
section, nous présentons brievement les principaux effets de chaque parametre sur les
réactions photocatalytiques.

11.5.1. Influence de la concentration en catalyseur

La concentration initiale joue a la fois sur les mécanismes d’adsorption et sur les
mécanismes chimiques. A faible concentration, la vitesse initiale de dégradation d’une
grande variété de matiéres organiques est directement proportionnelle a la concentration
du catalyseur ; un optimum est atteint correspondant a I'absorption compléte des photons
par le catalyseur. D’une maniére générale, lorsque la concentration initial tend vers 0, la
relation entre la vitesse de dégradation et la concentration est linéaire : le nombre de sites
existants a la surface du catalyseur est suffisant pour que I’ensemble des molécules
puissent se dégrader.
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Plus la concentration de polluant est élevée, plus l'adsorption du composé sur le
photocatalyseur sera importante jusqu’au moment ou tous les sites actifs sont occupés, et
ou une nouvelle augmentation de la concentration ne change plus la concentration en
polluant sur la surface de catalyseur (Figure I1.6). Alors qu’a forte concentration, la
vitesse est indépendante de la concentration du catalyseur [19].

V (m s!)

C (mg/L)

Figure 11.6 : Influence de la concentration en catalyseur sur
la vitesse de dégradation d’un polluant

11.5.2. Influence de la température

Le systéme photocatalytique ne nécessite pas 1’apport de chaleur du fait qu’il s’agit d’un
processus d’activation photonique. La majorité des photo-réactions sont non sensibles aux
petites variations de température [19]. Par conséquent, la température optimale (Figure
11.7) est généralement comprise entre 20 et 80 °C [25] : a basse température, la désorption
des produits demeure 1’étape limitante. Au contraire, quand la température augmente au-
dessus de 80 °C, I’adsorption exothermique des polluants est défavorisée [42].

Log V

20 80 1/T

Figure 11.7 : Influence de la température sur la vitesse de
dégradation d’un polluant
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11.5.3. Influence du flux lumineux

Il n’est pas nécessaire de travailler avec une source lumineuse trés puissante car le
processus est limité par le transfert de matiere a la surface du catalyseur. La vitesse de
réaction varie en fonction de I’intensité de la lumiére (I) d’excitation (Figure 11.8). En
effet a faibles valeurs de I, la loi est linéaire, alors qu’a moyennes valeurs, v est fonction
de 1%, Par contre & des intensités importantes, la vitesse est indépendante de 1 [22,43].

Log V
v=K *]0.5 E v=K *10.0

v=K*1

D, (sH)

Figure 11.8 : Influence de flux photonique sur la vitesse de
dégradation d’un polluant

I1.5.4. Influence de la longueur d’onde

Lors de I’activation photonique du catalyseur, il faut que la longueur d’onde soit suffisante
pour provoquer le transfert de 1’électron de la bande de valence a la bande de conduction
[44]. Si on prend I’exemple du TiO2 qui posseéde une longueur d’onde inférieure & 400 nm,
pour A<400 nm, la vitesse de dégradation photocatalytique est optimale (Figure 11.9).
Pour 2>400 nm on constate une chute brutale de la vitesse initiale de réaction au-dela de
laquelle elle finit par s’annuler [27].

V (ms)

400 A (nm)

Figure 11.9 : Exemple d’influence de la longueur d’onde sur
la vitesse de dégradation d’un polluant
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11.5.5. Influence du pH

On appelle Point de Zéro Charge (pHrzc), le pH pour lequel la charge de surface du
catalyseur est nulle. 1l est de 6,5 environ pour TiO> qui est le plus utilisé en photocatalyse
experimentale. Si le pH est supérieur au pHpzc du TiO2, alors qu’en milieu basique (pH >
pHezc), la surface du photocatalyseur est chargée négativement (TiO") et attire les cations
(Eq. 11.10). A I’inverse, pour une valeur de pH inférieure a pHpzc, alors qu’en milieu
acide (pH < pHpzc), la surface de TiO> est chargée positivement (TiOH2") ce qui favorise
I'adsorption des anions par attraction électrostatique (Eq. I11.11). Cette charge permet
d’augmenter mais aussi de diminuer 1’adsorption des polluants sur le catalyseur [23,31].

TiOH —& TiO" + H* Eq. 11.10
TiOH2" — TiOH + H* Eq. 11.11
I1.5.6. Influence de la présence d’accepteurs d’électrons (02, H202, k2S20s, ...)

Une minéralisation totale peut arriver en présence d’oxygene:
Polluants organiques + O2 — CO + H>0 + acides minéraux Eq. 11.12

L’oxygene intervient comme un accepteur d’électrons, il limite ainsi la recombinaison des
paires électrons/trous en formant O2°. Il augmente alors la cinétique de dégradation des
polluants. Les chercheurs ont prouvé que I'augmentation de la quantité d'oxygene dans la
solution conduit a une amélioration globale des performances de la photocatalyse. Mais il
est préférable de remplacer I'oxygéne pur par de l'air car il est tres colteux et il a été
observé que cela n'affecte pas la vitesse de dégradation. L'eau peut également étre
oxygénée par simple agitation [23].

Le peroxyde d’hydrogéne est meilleur accepteur d’électrons que 1’oxygeéne. Le H20; est
soluble (0,7-3,0 g L) dans I’eau a 25 °C [45]. L’énergie minimum requise a la réduction
de I’oxygene pour réduire des radicaux hydroxyles est de 3,0 eV tandis que pour le H20-
elle est de 2,2 eV [23]. En milieu acide, 1’ajout de H20- conduit & la formation de radicaux
hydroperoxyle HO>*® suivant les équations ci-dessous :

02°* + H" & HO,® Eqg. 11.13

A de faibles concentrations de peroxyde d'hydrogéne, cela augmentera la vitesse de
formation de radicaux hydroxyle (Egs 14-16) :

HO2* + HO2®* — H202 + O2 Eq. 11.14
02*+HO2* - HO2 + 02 Eq. 11.15
HO2 + H" — H20: Eq. 11.16
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A des concentrations élevées de peroxyde d'hydrogéne, les réactions suivantes peuvent se
produire.

H202(05) + € — HO® + HO™ Eq. 11.17

H.02 + O2 * - HO®* + HO™ + O2 Eq. 11.18
hv

H.0, — 2HO® Eqg. 11.19

A des concentrations trés élevées de peroxyde d'hydrogene, les réactions données par les
équations 20 et 21 peuvent préedominer.

H.02 + HO®* — H0 + HO>*® Eq. 11.20
HO:* + HO®* — H20 + O2 Eqg. 11.21

En effet, ces deux réactions consomment les radicaux hydroxyles et hydroperoxyles
nécessaires a la photodégradation des molécules organiques [46].

Le persulfate de potassium (k2S20g) est I'un des agents oxydants les plus puissants
appliqués dans le traitement des polluants de I'environnement. Il est moins cher que les
autres oxydants utilisés in-situ, mais pour les applications industrielles, il reste plus cher
que le peroxyde d'hydrogéne [47]. Le k2S20g a une trés faible solubilité (0,7-3,0 g L)
dans I’eau a 25 °C [45]. Kolthoff et Miller [48] proposent le mécanisme complet de la
décomposition du persulfate en solution aqueuse ; les solutions impliquent les réactions
suivantes :

S,08% — 2 SO4™° Eq. 11.22
2S04* + 2 H,0 — 2 HSO4 + 2 HO® Eq. 11.23
2HO®* - H0 +% 03 Eq. 11.24

Dans les solutions acides alcalines, neutres et diluées, le persulfate se décompose selon
I’équation 11.22 tandis que dans les solutions fortement acides, les équations 11.23 et 11.24
se produisent.

11.5.7. Influence de la masse de catalyseur

La quantit¢ de catalyseur mise en ceuvre affecte le rendement de dégradetion des
polluants lors des procédés de traitement photocatalytique.

La vitesse initiale de dégradation photocatalytique est en général directement
proportionnelle a la masse de catalyseur. Cependant, les quantités élevées des catalyseurs
entrainent une diminution de la pénétration de la lumiere dans la solution et par
conséquent une diminution de la photodégradation. Pour cela, une masse optimale de
catalyseur doit étre choisie pour éviter un excés de catalyseur et pour assurer une
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absorption totale et efficace de photons [43]. De plus, qu’a fortes charges de TiOy,
certaines réactions de terminaison peuvent contribuer a la diminution de la vitesse de
photodégradation puisque le radical hydroperoxyle (HO2¢) formé étant moins réactif que le
radical hydroxyle (OHe) [49].

*OH + *OH — H202 Eq. 11.25
H2O02 + *OH — H2O + HO»e Eq. 11.26
V (ms)
m (g)

Figure 11.10 : Influence de la masse de catalyseur sur la
vitesse de dégradation d’un polluant

11.6. Catalyseurs supportés

La catalyse occupe une place importante dans le monde industriel pour la protection de
I’environnement avec une grande croissance économique. Les catalyseurs mis en ceuvre
dans les procédés catalytiques industriels sont principalement des catalyseurs hétérogénes
(Figure 11.11) avec une part de quatre fois plus celle des catalyseurs en phase homogéne
et des bio-catalyseurs.

3%

m Catalyseur hétérogéne

m Catalyseur homogeéne

m Bio-catalyseur

Figure 11.11: Pourcentages d’utilisation des trois principaux
types de catalyseurs [50]
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Malgré une activité souvent inférieure a celle des catalyseurs homogeénes [51], il est
préférable d'utiliser un ensemble « support + catalyseur » pour éviter I'étape de filtration
colteuse et techniquement difficile a la fin du traitement photocatalytique [23].

Les catalyseurs supportés sont composés d’un support poreux (en général de 1I’alumine, la
silice, la zéolithe et les charbons actifs) sur lequel sont déposés des précurseurs
métalliques [52]. D’autres supports d’origine biologique sont de plus en plus utilisés
comme la laccase, la versatile peroxydase et la glucose oxydase. L'activité des catalyseurs
est trés souvent liée a la morphologie (forme et dimension des grains) du support. Les
interactions du métal avec le support permettent au métal d’acquérir une certaine stabilité
a I’état dispersé et d’augmenter ainsi sa surface active disponible [53]. Cependant
I’efficacité¢ d’un support dépend de certaines caractéristiques géométriques et mécaniques
[54,55] :

+ Géométriques d’abord, puisqu’il doit :

- Offrir une porosité (grande surface spécifique, volume poreux, distribution en tailles
des pores) pour éviter le phénomene de diffusion dans les pores et de permettre une
bonne dispersion au métal ;

- Une bonne conductivité thermique qui permettra de limiter les gradients de température
a l'intérieur des grains dans un éventuel lit fixe de catalyseur.

+ Meécaniques ensuite, puisqu’il doit posséder une bonne résistance aux chocs thermiques
et a I’usure par frottements.
Il existe trois types de supports parmi lesquels, on a [53] :

v les grains d’un oxyde [56,57] ou de plusieurs oxydes mélangés, de forme sphérique ou
cylindrique (alumine, silice, cérine, ...).

v" les monolithes céramiques, a base de cordiérites, ou métalliques, comportant une
multitude de petits canaux paralleles généralement de section carrée (structure sous forme
de nid d’abeilles).

v les charbons et principalement les charbons actifs appelés ainsi parce qu’ils subissent
un traitement thermique qui leur confére une porosité trés développée.

11.6.1. Elaboration des catalyseurs supportés

En ce moment, les procédés industriels ont un intérét économique important dans la
recherche de nouveaux matériaux dans le domaine de la catalyse. Cette recherche est
particulierement orientée vers la préparation de catalyseurs performants qui doivent
répondre a certains critéres : stabilité a long terme, activité catalytique élevée, sélectivité,
reproductibilité, facilité de mise en ceuvre et faible colt. Dans ce cas, le choix du support
est un élement clé. Mais malheureusement, il est plus difficile de collecter toutes ces
exigences dans un seul matériau [58-60]. Il existe plusieurs méthodes de préparation et de
fixation du catalyseur. Quelques méthodes sont résumeées ci-dessous.
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a) Préparation des catalyseurs par imprégnation (IMP) [61-63]

La technique d’imprégnation est la méthode la moins colteuse et trés pratique a
développer a I’échelle industrielle. Elle consiste a immerger le support poreux,
géneralement un oxyde réfractaire stable mécaniquement et thermiquement dans la
solution de sels precurseurs de la phase active dans des conditions précises de
concentrations, température et temps, suivie d’un séchage ; le support est généralement
séché a des températures comprises entre 80 °C et 200 °C afin d’¢liminer le solvant. La
vitesse de séchage dépend fortement de la température et du gaz utilisé. L’ immersion peut
également étre suivie d’une calcination qui peut modifier les propriétés physiques (surface
specifique, volume poreux), ainsi que les propriétés des catalyseurs (activité, sélectivité).
Elle consiste a mettre le solide dans un four ou dans un courant d'air a haute température
de 400 °C a 600 °C (les sels metalliques précurseurs sont transformés en oxydes
métalliques). L'activation est la derniere étape de préparation des catalyseurs par
imprégnation ; dans cette étape un courant gazeux de dihydrogéne (Hz) est utilisé dans le
but de la réduction de I’oxyde métallique en métal.

Il existe deux approches sont possibles :

- L’imprégnation est dite a sec lorsque le volume de la solution du sel métallique est égal

au volume poreux du support
- L’imprégnation avec exces, ou le volume de la solution du sel est supérieur au volume
poreux du support.
L’imprégnation constitue la procédure de dépdt la plus commune et la plus facile a mettre

en ceuvre, mais sa simplicité est trompeuse.
b) Procédé Sol-Gel (SGP)

Le procedé Sol-Gel est preféré en raison de sa faisabilité économique et du procédé a
température modérée proche de I’ambiante qui nous permet de contrdler la composition du
produit obtenu [64]. La premiere polymérisation Sol-Gel a été réalisée par Ebelmen en
1846 [65].

L’appellation Sol-Gel est une contraction des termes «Solution-Gélification» [66]. Ce
procédé Sol-Gel représente une technique par voie humide (dép6t chimique en solution),
pour la fabrication des matériaux sous forme de poudres et de films.

Dans ce procédé, une solution a base de précurseurs en phase liquide, se transforme en un
solide par un ensemble de réactions chimiques de type polymérisation a une température
ambiante. La solution de départ est constituée en général par un précurseur, un solvant (en
général un alcool), parfois un catalyseur (acide ou basique) et de I’eau. Le choix du
solvant et du catalyseur est alors dicté par les propriétés chimiques du précurseur. Ce
dernier étant le composé central de la solution [67]. Il existe deux voies de synthese Sol-
Gel qui sont [60] :
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» Voie inorganique ou colloidale : obtenue a partir de sels métalliques (Chlorure,
nitrate, ...) en solution aqueuse. Cette voie est peu chere mais difficile a contréler

c’est pour cela qu’elle est encore trés peu utilisée. Toutefois c’est la voie privilégiée
pour obtenir des matériaux céramiques.

» Voie métallo-organique ou polymérigue : obtenue a partir d’alcoxydes métalliques
dans des solutions organiques. Cette voie est relativement colteuse mais permet un
contrble assez facile de la granulométrie.

¢) Microémulsion

En raison des propriétés uniques des microémulsions (tension interfaciale ultra-faible,
grande surface interfaciale, stabilité thermodynamique et capacité de solubiliser des
liquides non miscibles), elles ont acquis une importance croissante tant dans la recherche
fondamentale que dans I'industrie [68]. Une microémulsion est un systéme composé eau-
dans-huile (E/H). La structure de la microémulsion permet d’obtenir des nanoparticules
bien dispersées et des systéemes bimétalliques avec une composition bien définie. Ainsi,
cette nouvelle technique permet la préparation de particules métalliques ultrafines d’une
grandeur nanométrique (5 nm < diameétre de la particule < 50 nm) [69].

d) Préparation des catalyseurs par précipitation (PRP)

Cette méthode est basée sur la préparation d’un catalyseur par I’utilisation de solutions
basiques (NaOH, NH4OH, urée) comme agent précipitant, suivie d’une calcination. Le
désavantage de cette méthode est le contréle fastidieux de la taille des particules
puisqu’une précipitation trop rapide entraine la formation de particules plus larges.

De nombreux chercheurs ont déja introduit différentes méthodes de dépbt pour plusieurs
catalyseurs sur divers supports (Tableau 11.5).

Tableau 11.5 : Supports de catalyseur et méthode de dép6t

Méthode de dépot Catalyseurs Supports Références
Imprégnation Ni La203 [60]
Sol-Gel TiO> (anatase) Tige de quartz [70]

TiO; Glass fibres [71]
Microémulsion Cds Zn-Sio [69]
Précipitation Ag CeO2 [72]

11.6.2. Rétrospectives sur les polluants d’origine pharmaceutique traités par
photocatalyse

De nos jours, I’utilisation immodérée et massive des produits d’origine pharmaceutique a
conduit a l’accroissement du phénomene de [I’antibiorésistance pouvant induire la
réapparition des épidémies incurables. Un procédé de traitement est choisi en fonction de
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la nature et de 1’origine de la pollution visée, des propriétés physico-chimiques des
produits pharmaceutiques contenus dans 1’effluent. Parmi ces procédés, la technique de
photocatalyse est efficace contre ces pollutions. Par exemple, 1’étude sur la spiramycine,
antibiotique fréeqguemment utilisé dans la médecine vétérinaire, a montré que l'activité
antibactérienne au cours de sa photocatalyse a révélé une perte de toute activité
antibactérienne au bout de 45 minutes [73].

En 2017, Surenjan et ses co-auteurs ont rapporté I'efficacité du TiO. sphérique dopé C
sous forme anatase pour la photodégradation du Diclofenac (DCF) et du Carbamazepine
(CBZ) aprés 4 h sous lumiére visible car apres cette période, aucun des composés
pharmaceutiques (PhCs) ou des intermédiaires de dégradation respectifs et des produits n'a
été identifié. (degrés de minéralisation supérieurs a 98%) [74]. La caractérisation du
photocatalyseur dopé révéle que les atomes de carbone peuvent substituer des sites Ti ou
occuper des positions interstitielles. Les auteurs ont constaté qu'en présence de glucose, le
taux de dégradation du CBZ diminue (de 0,0348 min™ en soluté unique a 0,0249 min™)
indiquant que le glucose agit comme un agent sacrificiel. Dans des conditions a double
soluté (c'est-a-dire DCF et CBZ), le taux de dégradation du CBZ a toujours une diminution
plus prononcée que celui du DCF, mais méme si une élimination compleéte des deux PhC a
été obtenue en 210 min [74]. De plus, El Bekkali et al [75] a montré que, le TiO; est plus
rapide que le ZnO a dégrader les antibiotiques ciprofloxacin (CIP) ofloxacin (OFL) dans
I'eau en raison de sa forte capacité de sorption dans I'obscurité. Cependant, les données de
photodégradation confirment que I'oxyde de zinc affiche également une efficacité fermée
au TiO2 pour la ciprofloxacine, mais a besoin de plus de temps pour une dégradation
complete. En outre, la photodégradation efficace de I'ofloxacine nécessite un temps plus
long pour une dégradation compleéte, en particulier avec des catalyseurs séchés. Notant que
I'activité photodégradative du ZnO séché montre des résultats optimaux malgré sa plus
petite surface spécifique (19 m?/g) par rapport a celle du dioxyde de titane séché (280
m?/g). Par ailleurs, d’autres études indiquent que, pour 1’Oxytétracycline, elle passe de
98% pour une concentration initiale de 5 mg/L, alors que pour 1’ibuproféne elle passe de
99% pour la méme concentration (5 mg/L) [76]. L’étude menée par N’Guettia et al. (2019)
sur l'efficacité du photocatalyseur pour une concentration de 0,5 g/L de TiO2 P25 est était
d'environ de 80% apres 8h de traitement dans les solutions d’eau ultra pure mais cette
vitesse diminue avec une suspension de 1,0 g/L de TiOz. Dans I’eau du robinet et dans
I’eau usée, cette vitesse de dégradation évolue dans I’ordre croissant des concentrations de
TiO2 [80].
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Tableau 11.6 : Dégradation photocatalytique de quelques composés pharmaceutique

par photocatalyse.

Réacteur Décoloration ~ Temps de .
Polluant Catalyseur photocatalytique (%) traitement (min) Refs
. . TiO2/C
gg'f’fzeggc Et/;sg;)amamp'”e (50 - 350 - 98 240 [74]
Hg mg/dm?3)
. . Zn0100 ) . .

Ciprofloxacin - Réacteur discontinu

TiO2 -100 o 100 80 [75]
(20 mg/L) @ gll) de capacité 800 mL

: Zn0100 , . .

Ofloxacine - Reéacteur discontinu

TiO2100 o 100 250 [75]
(20 mg/L) @ gll) de capacité 800 mL
Oxytétracycline TiO2P25 Réactgqr en batch de 98 120 [76]
(5,0 mg/L) 1 g/L) capacité 1 L
Ibuproféne TiO2P25 Réacteur en batch de
(5,0 mg/L) (1glL) capacité 1 L 9 120 [76]
Phenazopyridine . i Photoréacteur &
(10 mg/L) TiO2 PC-500 tamis 89.10 150 [77]
Amoxicillin TiO2- Billes Multi-colonnes
(100mg/L) 3h revétues cylindriques 577 180 [78]
Lindane . photoréacteur a bulles
(50ug/L) Ti0e de labyrinthe 99.09 24 [79]
Ofloxacine TiO2P 25 Réacteur cylindrique
(20 mg/L) (0.5 g/L) de2 L 80 470 [80]

Mais la photacatalyse reste un traitement comme tout procedé de dépollution admettant
des avantages et des inconvénients. Ces derniers sont résumés dans le Tableau 11.7.

Tableau 01.7 : Avantages et Inconvénients de la photocatalyse [21]

Avantages

Inconvénients

- Installation simple;

- Dégradation

organiques ;

efficace des

- Limitation par le transfert de
matiere;

COMPOSES . Nécessité de récupération du

catalyseur apres réaction;

- lls permettent de transformer des polluants - Efficacité et durée de vie limitée
réfractaires en produits biodégradables qui des lampes UV.

peuvent étre traités par la suite par des

méthodes biologiques moins colteuses.
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Chapitre lll. Tests de toxicité

I11.1. Devenir des résidus pharmaceutiques dans I’environnement

La principale voie d’introduction des médicaments dans I’environnement se fait a travers
leur consommation. Les réglementations imposées, le développement socio-économique et
I’accés aux soins font la différence entre les pays développés et les sous-développés dans
les rejets environnementaux. Les substances biologiquement actives des medicaments
peuvent subir des changements structurels et elles deviennent d’autres substances appelées
«métabolites» dans le corps. Aprés leur excrétion, les médicaments sont déchargés dans
I’environnement, majoritairement dans les matrices aquatiques a travers les eaux usées.
Aussi dans I’environnement, ils pourraient encore étre changés par des dégradations et/ou
des réactions qui donnent lieu a des substances différentes de la molécule mere appelées
«produits de transformation». Les résidus peuvent entrer encore une autre fois apres leur
excrétion comme des xénobiotiques (Figure I11.1). Dés qu’ils rentrent dans 1’organisme
différentes réactions de meétabolisation selon la nature des xénobiotiques (oxydation,
conjugaison, réduction, etc.) peuvent se déclencher par le foie, le rein et d’autres organes
pour les éliminer. Différentes fins seraient possibles comme I’excrétion, la combinaison
avec les macromolécules cellulaires comme des protéines et I’ADN conduisant a des
cancers et au dysfonctionnement cellulaire.

Xénobiotique ———> Organisme ————> Metabolisme
voie Sang (Foie, riens,
Respiratoire poumons, peau)
cutanée
orale \L
Lipophiles Polaires Hydrophiles
Phase Phase ll Phasellll
Initialisation de | . \ Adduitsa .
nitialisation de la cancérogenese ADN RS I
c o 2.
a2 &
Sl 5]
3 > @
(=]
=}
Combinaison avec les )
macromolécules Transport
cellulaires
Adduits aux Excréti ) )
’ ] xcrétion (Bile, urine)
Dysfonctionnement cellulaire @ & )y

Figure 111.1 : Différentes voies de la biotransformation des
xenobiotiques [1]
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I11.2. Impact des résidus pharmaceutiques

Des que les résidus atteignent 1’environnement, plusieurs risques pourraient influencer la
faune et la flore. Leur impact dans certains cas est néfaste et irréversible.

I11.2.1. Les risques pour la santé humaine

Les résidus médicamenteux présentent un risque majeur pour la sant¢ humaine d’une
facon directe ou indirecte.

a) Nocivité directe

Bien que les résidus pharmaceutiques soient synthétises a des fins thérapeutiques, ils
peuvent passer dans I’environnement et présenter un risque potentiel pour la santé
humaine. En effet, plusieurs travaux de recherche ont montré que les effets d’une
exposition par voie orale lors de I’ingestion d’eau contaminée sont pour cette heure
considérés comme non significatifs [2,3]. Néanmoins, il y a la possibilité de passage des
médicaments a travers les barriéres de traitement comme montré dans I’étude de Zuccato
et al [4] ou I’ingestion d’antibiotiques par I’eau du robinet est également possible (a des
taux de 0,6 & 1,7 ng L), mais 1’absence de valeurs guides fixées précisant, pour des sujets
exposées via I’environnement, la «dose maximale tolérable» de molécules
médicamenteuses, explique que les doses-repéeres permettant d’aboutir a cette conclusion
sont habituellement fixées par chaque auteur [5]. Ce qui indique I’incertitude de
I’évaluation des risques pour I’homme avec ces approches probabilistes dont les données
spécifiques sont généralement insuffisantes. Petrovic et al [6] montre aussi que plusieurs
facteurs peuvent participer a I’incertitude des connaissances tels que la prise en compte
des mélanges (les cocktails), la toxicité des métabolites et produits de dégradation, la prise
en compte des polymorphismes humains, I’extrapolation des effets toxiques aux faibles
doses ou encore I’absence de seuil d’effet pour les produits génotoxiques directs. Le risque
toxique direct pour I’homme est minime, mais cette hypothése est provisoire et peut se
heurter a I’absence des données précises. Les résidus de nitrofuranes et de certains
sulfamides sont soupconnés de feetotoxicité. Ces molécules passent dans le lait maternel,
et sont toxiques pour les nourrissons de moins d’un mois. Les résidus de pénicilline
peuvent former des complexes avec certaines protéines (albumines) et se transforment en
corps immunogenes. Les résidus des antinflammatoires dans 1’environnement provoquent
des effets néfastes qui comprennent les saignements gastro-intestinaux, des ulceres
intestinaux et l'anémie aplasique, de plus, I'exposition a long terme a certains
antinflammatoires induit des tumeurs rénales chez les rats et les tumeurs du foie chez la
souris [7].

Page 45



Chapitre IlI ‘ Tests de toxicité
b) Nocivité indirecte

Un des grands risques est celui de la sécurité alimentaire car il peut se produire un passage
de résistance et colonisation du tube digestif humain par des bactéries résistantes et en plus
de ca, des problemes de toxicité et d’allergie a travers la chaine alimentaire peuvent aussi
se produire [8]. L’ingestion des résidus de médicaments dans les poissons, les coquillages
et les viandes altére la flore intestinale normale, ce qui augmenterait la sensibilité aux
infections bactériennes et le risque de sélection de bactéries résistantes [9]. Par ailleurs,
I'utilisation de ces médicaments chez les animaux producteurs de denrées alimentaires
(lait, viande, poissons, etc.) pourrait créer des problemes de santé. L'utilisation généralisée
présente un risque potentiel pour le consommateur si leurs résidus entrent dans la chaine
alimentaire. Le danger principal de I’utilisation des antibiotiques dans 1’alimentation des
animaux provient de la sélection de bactéries résistantes susceptibles de se transmettre a
I’homme par 1’alimentation [10].

En Tunisie, a cause de passage des bactéries résistantes a I’homme a travers les aliments,
ont restreint 1’'usage des antibiotiques en aquaculture [11,12]. Ces restrictions ont imposé
une augmentation des surveillances de prescriptions d’antibiotiques et du 1’usage a titre
prophylactique. Les fréquences de ces antibiorésistances ont été constatées plus élevée
parmi les éleveurs que parmi les populationsvivant en zone urbaine. De nombreuses
barriéres telle que les STEPs et les usines de potabilisation jouent normalement un réle
important pour bloquer le passage des bactéries résistantes a ’homme mais il s’est avéré
que ces barrieres sont dans la majorité des cas innofoncives [13,14].

111.2.2. Risques ecotoxicologiques

Contrairement aux risques incertains chez I’homme, et en état actuel des études de
recherche scientifiques, les effets écotoxicologiques ne sont pas exclus car les taux trouvés
en résidus médicamenteux dans l’environnement dépassent souvent le seuil considéré
comme délétére chez une espéce animale, végétale ou un microorganisme [15,16]. Bien
qu’ils étaient spécifiquement concus, les médicaments sont dotés d’une activité
pharmacologique bien déterminée pour agir sur les organismes vivants, ils se retrouvent
dans I’environnement a des concentrations faibles inférieures aux doses thérapeutiques et
qui s’averent souvent persistantes [4]. Le caractéere lipophile de certaines molécules leur
permet de se bioaccumuler et de pouvoir engendrer des effets adverses globaux ou
spécifiques sur les écosystémes aquatiques [17]. Selon les revues des données
d’écotoxicité précédentes, les organismes aquatiques sont les plus susceptibles d’étre
touchés par les résidus pharmaceutiques souvent par une faible toxicité aigué [18].
Kummerer et al [18] ont identifié plus del00 substances médicamenteuses dans
I’environnement deux parmi elles sont révélées actives pour les organismes aquatiques a
I’état de trace (concentration 0,1 mg L™). Ces observations sont plus remarquables dans le
cas des antibiotiques qui ont la capacité d’engendrer des effets sur les microorganismes.
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Les antibiotiques n’agissent pas toujours comme congus par les firmes mais ils peuvent
affecter d’autres fonctions chez les espéces aquatiques [15].

Des études précédentes ont mis en évidence les effets écotoxiques chroniques suite a des
expositions prolongées des organismes aquatiques a des doses sublétales de composés
pharmaceutiques. Des changements de comportement, de la fonction de reproduction et du
développement des especes ont été observés au cours de ces études [19]. Les
concentrations toxiques associées aux effets chroniques sublétaux s’approchent des
concentrations environnementales. Plusieurs auteurs appellent dans des travaux précédents
a réaliser des études écotoxicologiques au sein de la communauté (microcosmes naturels
ou reconstitués) a fin de garder les mémes conditions réelles de vie et d’interaction entre
les espéces [20]. De nombreuses espéces aquatiques sont continuellement exposées plus
de longues périodes de temps ou méme sur toute leur vie cycle. L’évaluation du potentiel
chronique de micropolluants est donc importante. Cependant, il existe un manque de
données disponibles a propos la toxicité chronique. Des investigations plus spécifiques sur
différentes phases de la vie des organismes sont rarement été effectuées [21]. Le risque
potentiel associé a la présence de plusieurs substances médicamenteuses dans des
mélanges dans les eaux de surface reste le plus souvent inconnu [15,16].

111.2.3. Biosurveillance : Outils de contrdle de contaminants pharmaceutiques

La biosurveillance (le biomonitoring) est basée sur les manifestations biologiques des
organismes vis-a-vis des polluants. Les réponses de ces organismes sont mesurables et
quantifiables et elles sont assimilées a des bio-indicateurs. Les bioessais s’appuient
généralement sur de nombreuses especes, tant animales que végétales, ainsi que sur de
nombreux critéres de mesure d'effets et ils sont désormais normalisés. Suite a 1’exposition
a des contaminants, les biomarqueurs présentent des changements au niveau moléculaire
et biochimique [22].

a) Biomarqueur de génotoxicité

Certaines substances pharmaceutiques présentent un potentiel génotoxique [23]. Les
études de Pomati et al [24,25] ont montré que des substances pharmaceutiques non
génotoxiques peuvent acquerir ce potentiel en se retrouvant dans un mélange avec d’autres
molécules (effets additifs et/ou synergiques). Les molécules pharmaceutiques se
retrouvant dans un certain mélange, en faibles concentrations environnementales, peuvent
provoquer des altérations génétiques ou mutagénes [11-13]. Du fait qu’un cancer est
supposeé étre provoqué a n'importe quel niveau d'exposition a un compose génotoxique, la
dose seuil en-dessous de laquelle aucun effet cancérigéne ne puisse pas se produire s’avére
importante [26]. Le métabolisme de I'ADN semble étre une cible trés sensible pour
certains médicaments comme les antibiotiques; le sulfamethoxazole, le trimethoprim et
I’érythromycine affectent I’ADN des bivalves (Mytilus edulis) avec une intensité variable
[16].
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b) Biomarqueurs histologiques

L'acétaminophene (N-acétyl-p-aminophéne, PARA) est un médicament analgésique /
antipyrétique sOr et efficace lorsqu'il est utilisé a des niveaux thérapeutiques [27].
Cependant, un surdosage du paracétamol entraine une nécrose hépatique centrilobulaire,
qui peut étre fatale [28]. La toxicité du paracétamol est déclenchée par la formation du
métabolite réactif N-acétyl-p-benzoquinone imine (NAPQI). Le NAPQI est catalysé par le
cytochrome P450 CYP2EL, responsable de lésions hépatiques par épuisement du
glutathion [29]. Une fois le GSH épuisé, tout NAPQI restant formé réagira avec des cibles
alternatives, en particulier des protéines cellulaires telles que les protéines
mitochondriales, et induira un stress oxydatif mitochondrial et un dysfonctionnement [30].
Le dysfonctionnement mitochondrial étendu entrainant des dommages a I'ADN nucléaire
conduit a la mort des cellules nécrotiques [31-33]. Bien que le mécanisme exact de la
Iésion cellulaire induite par le paracétamol ne soit pas encore completement compris, il a
toujours été supposé que le mode de mort cellulaire était I'oncose ou la nécrose oncotique
[34,35]. Cependant, ces derniéres années, un nombre croissant d'auteurs ont postulé que
I'apoptose joue un role majeur dans I'insuffisance hépatique induite par le paracétamol [36-
38]. De plus, le paracétamol induit I'apoptose dans d'autres types de cellules [39,40]. Pour
le foie, on a émis I'nypothése que 40% ou plus des hépatocytes meurent en fait par
apoptose [41]. Les preuves expérimentales apparentes de la mort cellulaire apoptotique
apres un surdosage du paracétamol in vivo comprenaient la fragmentation de I'ADN [42],
le clivage de la poly (ADP-ribose) polymérase [38], les ruptures de brins d'ADN détecté
par le test TUNEL (Nick End Marquage de la dUTP médiée par la
désoxynucléotidyltransférase terminale) [43], et preuves morphologiques de l'apoptose
d'hépatocytes individuels (microscopie électronique et optique) [41].
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Chapitre IV

Matériels et Méthodes
expérimentales

Ce chapitre est consacré a la
description en détail du matériel et
des méthodes utilisés dans Ila
présente  étude. Les matériels
comprendront principalement les
produits chimiques, les catalyseurs et
le réacteur photocatalytique. Les
méthodes expérimentales, englobent
les protocoles utilisés dans les essais

ainsi que les techniques d’analyse.
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Chapitre IV. Matériels et Méthodes expérimentales

V.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous présentons le matériel et les méthodes expérimentales ayant permis
la réalisation pratique de ce travail. En premier lieu, les polluants et les produits chimiques
sont décrits ainsi que les catalyseurs utilisés dans cette étude. Nous avons en effet choisi
de travailler avec deux types de photocatalyseurs, le TiO2 imprégné sur du papier
cellulosique et le ZnO dispersé sur du polystyréne. Une description détaillée du dispositif
expérimental et son fonctionnement est présentée dans la troisieme partie. En vue de
suivre et d’interpréter le phénoméne en présence, diverses techniques analytiques sont
nécessaires comme la spectrophotométrie UV-vis, la chromatographie en phase liquide a
haute performance (CLHP), la diffractométrie des rayons X (DRX), la microscopie
optique (MO) et la microscopie électronique a balayage (MEB) ; ces techniques sont
soigneusement décrites et sont accompagnées de leurs appareillages. Enfin, dans une
perspective d’évaluer I’effet du traitement sur le polluant, des tests de phytotoxicité avec
des graines de Cresson et des tests de toxicité in-vivo sur des souris de laboratoire sont
élaborés et discutés.

IVV.2. Polluant et produits chimiques

Dans le cadre de ce travail, nous avons en besoin d’un certain nombre de produits
chimiques nécessaires a 1’¢laboration des manipulations. Le polluant sélectionné comme
molécule modele est le paracétamol (PARA); des produits chimiques divers sont
également utilisés. Enfin, de I’eau distillée pour la préparation des solutions et le ringage
de la verrerie (pH=6,0 et conductivité électrique=6,0 uS/cm) est utilisée tout au long de ce
travail experimental.

IV.2.1. Le paracétamol
a) Propriétés physicochimiques

Le paracétamol est aussi appelé acétaminophene. C’est un médicament antalgique et
antipyrétique utilisé pour le soulagement des maux de téte et des douleurs d’intensité
faible a modérée. Cette molécule modéele représentative des polluants d’origine
pharmaceutique a fait I’objet de plusieurs études effectuées dans notre laboratoire dans le
cadre de travaux de Doctorat et de Master. Quelques caractéristiques physicochimiques et
informations relatives a ce médicament sont présentées dans le Tableau 1V.1.
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Tableau IV.1 : Propriétés physicochimiques du paracétamol [1,2]

Nom commun  Paracétamol Formule développée
Formule brute  CgHgNO>
Masse molaire  151,1626 + 0,0078 g/mol

H
Densité 1,263 N
Solubilité Eau : assez soluble /©/ Y
Alcool : facilement soluble O
HO

Ether et chloroforme: tres peu
soluble Texture
Famille Analgésique
Abréviation PARA
Nom IUPAC N- (4-hydroxyphényl) acétamide
pKaa 25 °C 9,5
A max (nm) 243

La structure moléculaire du paracétamol est constituée d'un cycle benzénique, substitué
par un groupe amide et un groupe hydroxyle. Chimiquement le paracétamol est désigné
sous le terme de 1- hydroxy 4-acétamido benzene qui est un dérivé du phénol.

Le paracétamol ou l'acétaminophene, se présente sous forme de poudre cristalline blanche,
inodore de saveur amére. Le produit ayant fait 1’objet du présent travail est fourni par la
société SAIDAL (Annaba, Algérie) avec une pureté > 99%.

b) Données toxicologiques

L’acétaminophéne principalement utilis¢ comme médicament analgésique et antipérytique
est absorbé par les voies digestives. Les données toxicologiques relatives a
I’acétaminopheéne sont treés limitées bien que des études avec des doses uniques indiquent
qu’elle affecte le foie. Une nette augmentation des données toxicologiques disponibles a
été constatée depuis le précédent examen de la littérature (Tableau 1V.2).

Tableau 1V.2 : Principales données toxicologiques obtenues selon plusieurs approches

[6]

Présence [3,5] - Dans des eaux brutes de surface : 0,1-16 ug /L ;
- Dans des eaux souterraines : 110-111 ng /L,
- Dans I’eau potable : 1-20 ng/L (voir méme 100
ng/L).

Posologie par voie orale [4] Adulte : 4 g/jour en 4 prises
Enfant et nourrisson : 60 mg/kg/jour en 4 a 6
prises

Approche dérivée de la dose 2400 ug/L
thérapeutique [5]

Approche de préoccupation 2,7 pg/L
toxicologique [5]
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IV.2.2. Produits chimiques

Différents produits chimiques sont utilisés dans ce travail ; ils sont donnés dans le
Tableau 1V.3 dans lequel on précise la pureté, le fournisseur et 1’utilisation.

Tableau V.3 : Produits utilisés dans le présent travail

Produit Formule Pureté Fournisseur Utilisation

Medicament
Paracétamol CsHoNO; >99 % SAIDAL-Annaba Polluant

Réactifs chimigues

Dioxyde de titane TiO2 99 % Alhstrom
Oxyde de zinc Zn0O 99 % Alhstrom Réactifs de
Eau oxygénée H20: 50 % Merck photocatalyse
Persulfate de potassium  K>S;0g 98 % Merck

Acide / Base
Acide sulfurique H2S04 95-97 % Sigma Réglage du
Hydroxyde de sodium NaOH 96 % Merck pH

Solvants et éluant Eau

Eau H20 100 % Bioblock Fisher  Préparation
Acétonitile CH3CN 99 % Fluka de solution et
Acide acétique CH:COOH 998%  Fluka ﬂgﬂ"cn pour

IVV.3. Catalyseurs-Mise en ceuvre

Dans cette étude, nous avons utilisé deux principaux systémes catalytiques qui sont
TiO2/cellulose et ZnO/polystyréne

Dans le premier systéme, le catalyseur utilisé est du dioxyde de titane PC-25, dont la taille
est de 1,4um, de structure cristalline anatase (>99%) avec une surface spécifique
d’environ 317 m?/g. Le support poreux non-tissé est composé de fibres cellulosiques
synthétiques et naturelles ; cette texture limite la perte de TiO2 assurant ainsi une tres
bonne activité photocatalytique et une bonne résistance au rayonnement UV.

Les feuilles de catalyseur (Figure 1V.1) sont fournies par des chercheurs de 1’Ecole
Nationale Supérieure de Chimie de Rennes (Université de Rennes 1, France).
Leurscaractéristiques sont données dans le Tableau 1V.4.
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Tableau 1V.4 : Quelques caractéristiques des systemes catalytiques utilisés dans la
présente étude

Caracteristiques TiOz2/cellulose ZnO/polystyrene
Energie de bande interdite 3,2eV 3,3eV
Zone optimale de pH Intermédiaire variable
Densité catalytique 16,59/ m? /
Surface spécifique catalytique 317 m?/g /
Epaisseur de la couche catalytique 250 um /
Diametre moyen des particules 1,4 um /

Figure 1V.1: Systémes catalytiques utilisés dans la présente étude : (a)
TiO2 imprégné sur fibre cellulosique, (b) ZnO supporté sur du
polystyréne

IV.4. Description et fonctionnement du dispositif expérimental

Le dispositif expérimental représenté sur la Figure 1V.2 est constitué d’un photoréacteur
batch de capacité 1 L opérant a température constante (20£1 °C). La solution a traiter est
irradiée a 1’aide d’une lampe UV de marque Philips et de puissance 9 W immergée dans
solution. Cette lampe émet une lumiére UV (A = 365 nm) avec une intensité de 20 W/m?
(mesurée a 1’aide d’un radiométre). Au moins la moitié de la lampe doit étre immergée
dans la solution. Le réacteur est entiérement couvert avec du papier d’aluminium afin
d’éviter la pénétration de la lumiére visible dans le réacteur et la dispersion de la lumiére
Ultra-Violette. Le protocole expérimental passe par différentes étapes, a savoir :

- La preparation de la solution (500 ml) de paracétamol a traiter ;

- La disposition de la feuille de catalyseur (de dimensions définies) dans le réacteur

apres I’avoir immergée dans 1’eau distillée pour la débarrasser de I’exces de ligand ;

- La fixation de la lampe UV a I’intérieur du réacteur ;

- L’immersion du photoréacteur dans un bain en maintenant la température d’opération

a la valeur de 20+1 °C et la vitesse d’agitation a une valeur modérée ;
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Le traitement commence par une agitation du mélange dans 1’obscurité pendant 30 min
afin d’assurer 1’établissement d’un équilibre adsorption-désorption a la surface du
catalyseur avant 1’irradiation ; il se poursuit alors pendant un temps de traitement de 4h le
long duquel des prélévements d’échantillons de solution de 1 mL sont effectués toutes les
30 min. Apres 4 h de traitement, la feuille de catalyseur est retirée du reéacteur, lavée a
I’eau distillée pendant 2-3 h sous agitation magnétique puis séchée pour une éventuelle
utilisation ; Les échantillons maintenus dans 1I’obscurité, sont ensuite centrifugés a 3000
rpm pendant 15 min ; le surnageant est alors analysé par spectrophotométrie UV-vis a une
longueur d’onde Amax = 240 nm.

/ Thermometre

Seringue

L uv
Septum ampe
Solution / Support en Innox
(l?ar‘acétamol e : Feuille de catalyseur
distille) — |\ |

Barreau magnétique

Feuille d’aluminium N

/

Agitateur magnétique

Figure 1V.2 : Dispositif expérimental pour la dégradation
photocatalytique du paracétamol

IV.5. Techniques d’analyse
IV.5.1. Spectrophotométrie UV-vis- Analyse du paracétamol

La spectrophotométrie d’absorption UV-vis est une méthode d’analyse quantitative et
qualitative mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde se trouvent dans I'UV ou
le visible.

Le spectrophotomeétre est essentiellement employé pour mesurer le spectre d’absorption de
la lumiere par 1’échantillon dans le domaine de l’ultraviolet et du visible. Lorsqu’une
molécule absorbe une partie d’énergic de la radiation électromagnétique, cette absorption
d’énergie est automatiquement accompagnée d’une transition électronique d’un niveau
fondamental a un niveau d’énergie supérieur (Figure 1V.3). Ces changements dans la
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structure électronique se produisent a 1’échelle moléculaire et sont décrits par la relation
suivante :

AE=E2-Ei1=ho Eq. V.1

0

phofodétecteur

sélection d'une

longueur d'onde T

source de lumiére échanfilon &
analyser

Figure I1V.3 : Principes de la spectrophotométrie [7]

Lorsqu’un rayonnement monochromatique traverse un milieu (une solution), une partie de
son énergie peut étre absorbée par ce milieu, 1’autre partie est transmise. La loi qui permet
de relier I’intensité d’absorption A (ou densité optique) a la concentration C de la solution
est celle est la loi de Beer Lambert. Elle permet de déterminer A (sans unité) grace a la
relation empirique suivante [8] :

A=€LC Eq. IV.2

€ est le coefficient d’absorption molaire (L.mol™.cm™) dont la valeur dépend de la
longueur d’onde et L est ’épaisseur de la cuve (cm). C est la concentration de la solution
(mol/L).

L’absorbance varie avec la longueur d’onde de la lumicére ; elle passe par un maximum qui
correspond a une longueur d’onde pour laquelle la sensibilit¢ est maximale et les
fluctuations minimales. La linéarité de la loi de Beer-Lambert n’existe que dans un certain
domaine de concentration appelé « domaine de validité de la méthode », déterminé par
étalonnage de solutions de concentrations connues.

Le dosage du paracétamol en phase liquide est effectué par UV-vis. Afin de pouvoir
proceder a ce dosage, il faut au préalable déterminer la longueur d’onde d’absorption
maximale (Amax) par un balayage spectral puis établir une courbe d’étalonnage.

Le spectrophotomeétre utilisé a cet effet est de type PhotoLab 6600 UV-VIS.

IVV.5.2. CLHP- Analyse des sous-produits de dégradation

La Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP) permet la séparation ou la
purification d'un ou de plusieurs composés d'un mélange en vue de leur identification et
quantification [9].
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Les composés a separer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce meélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt
le systeme chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers
du systeme chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur
affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grace a un
détecteur approprié les différents solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics
enregistrés est appelé chromatogramme [10].

| Injecteur |

A ]r I
EE=

Détecteur Exploitation
de données

Figure IV.4 : Principe de fonctionnement de la CLHP [11]

Dans le présent travail, le paracétamol et ses sous-produits de dégradation sont analysés
par un chromatographe liquide, modele CECIL, 4100 équipée d'une colonne Knauer
Eclipse Plus C18, 250 mm, 4,6 m, 5 um. Le mélange utilisé dans ce cas est constitué
d’eau/acétonitile/acide acétique, respectivement dans les proportions suivantes 90/10/3%.
Les concentrations des produits séparés par la colonne C18 sont déterminées par un
détecteur UV-Visible. La longueur d’onde d’analyse est variable et paramétrable par
I’utilisateur de I’appareil. La longueur d’onde choisie pour détecter le paracétamol et ses
sous-produits est de 240 nm. Ces étapes sont détaillées dans la partie « Reésultats et
discussions » (§ V.5).

IVV.5.3. DRX et MEB- Caractérisation des catalyseurs

La DRX (diffraction des rayons X) est la technique la plus utilisée pour étudier les
matériaux cristallins. Cette technique non destructive est basée sur les interactions des
atomes composants 1’échantillon avec des radiations de courte longueur d’onde (rayons
X). Le rayonnement X est produit lorsque des électrons de haute énergie frappent un
atome, et provoguent des transitions électroniques. Les électrons des couches internes sont
déplacés de leurs orbites, et remplacés par des électrons de couches plus externes. L’exces
d’énergie est transféré sous forme de photons. La longueur d’onde du rayonnement X est
idéalement adaptée a 1’étude des structures cristallines périodiques dont les distances inter-

Page 59



Chapitre IV ’ Matériels et Méthodes expérimentales

réticulaires sont du méme ordre de grandeur. Le phénomene de diffraction intervient
lorsque chaque objet d’un réseau périodique diffuse la radiation de fagon cohérente,
produisant des interférences constructives a des angles spécifiques: Les électrons d’un
atome diffusent la lumiére de fagon cohérente par interaction avec le champ électrique de
I’onde. Les atomes d’un cristal forment ainsi un réseau cohérent de diffuseurs. Lors de
I’analyse, un faisceau de rayons X monochromatique incident est diffracté sur
I’échantillon a certains angles spécifiques, selon la loi de Bragg (Eq. 1V.3). La diffraction
se produit a un angle déterminé par 1’équidistance dn des plans réticulaires. L’intensité
des pics est déterminée par la nature des atomes [12,13].

PD=2dsin6=n\ Eqg. V.3

n est I’ordre de diffraction (un entier naturel : 0, 1, 2, 3, ..., n), A est la longueur d’onde du
rayonnement X incident et 0 est 1’angle formé la radiation incidente et la famille des plans.
L’appareil de diffraction des rayons X utilisé dans le présent travail est de type Ultima IV
Rigaku.

Le microscope optique ou microscope photonique (MO) est un instrument d'optique muni
d'un objectif et d'un oculaire qui permet de grossir I'image d'un objet de petites dimensions
(ce qui caractérise sa puissance optique) et de séparer les détails de cette image (et son
pouvoir de résolution) afin qu'il soit observable par I'eeil humain. C’est un systéme optique
a lentilles dont le but est d'obtenir une image agrandie de I'objet observé.

Cette technique est donc utilisée pour caractériser le catalyseur et identifier la disposition
des cristaux de TiO2 sur les fibres cellulosiques et de ZnO sur le polystyréne. Le
microscope optique utilisé dans ce travail est de type Eclipse LV100ND avec des
grossissement de 5 x 0,15, a été nécessaire pour distinguer quelques détails sur la surface
des deux systemes catalytiques. Le microscope optique était accompagné du logiciel NIS
Elements D (4.10.00).

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une technique de caractérisation tres
efficace. Elle permet d'obtenir des images en 3D de surfaces de pratiquement tous les
matériaux solides avec des grossissements de 1’ordre de 0,4 nm a 10 nm, beaucoup plus
nets qu’avec le microscope optique. L'image MEB est une image reconstituée : une sonde,
le faisceau d'électrons, balaye la surface de I'échantillon, un détecteur récupéere de maniére
synchrone un signal induit par cette sonde pour en former une image, cartographie de
I'intensité de ce signal [14].

Cette technique est donc utilisée pour caractériser les dépots de TiO2 sur les fibres
cellulosiques et de ZnO sur le polystyréne. Le microscope électronique a balayage utilisé
dans ce travail est de type QUANTA 250 avec des grossissements de 300, 1200 et 2000 x
accompagné d’un logiciel EDAX (TE X1 Anamyzer).
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IV.5.4. Tests de phytotoxicité- Analyse des solutions photocatalysées

La phytotoxicité des solutions de paracétamol avant et apres le traitement photocatalytique
est évaluée par des essais de germination des graines de Cresson Alénois Commun de
marque Vilmorin (Lepidiumsativum). Cette toxicité est determinée en utilisant le test de
Zucconi modifié [15] en mesurant la germination et la croissance des graines. Dix graines
de Cresson sont placées dans des boites de Pétri de 9 cm de diamétre et arrosees avec 5
mL de solution de paracétamol (traitée ou non traitée). Les boites, préparées en trois
réplications, sont placées dans I'obscurité a 25+1 °C pendant 48 heures. L'eau de robinet
est utilisee comme témoin. L’indice de germination (IG) et la croissance racinaire (%) sont
calculés respectivement en comptant le nombre de graines germées et la longueur
moyenne des racines observées dans chaque échantillon par rapport au traitement du
témoin. Les formules de calcul sont les suivantes:

IG = %Germination X % Croissance racinaire Eq. V.4

Nombre de graines germées pour le test
Nombre de germes germées pour le témoin

% Germinatio n = Eq. IV.5

Taille desracines germeées pour le test

% Croissance racinaire = — - - —
Tallle desracines germees pour le témoin

Eq. IV.6

Une graine est considérée comme germée lorsque la longueur des racines dépassait 3 mm.
Pour les racines inférieures a 3 mm, la graine n’est pas considérée comme germee. La
somme moyenne des longueurs des racines comprenait la somme des longueurs de toutes
les graines germées dans une boite de Pétri.

IV.5.5. Tests de toxicité in-vivo- Analyse des solutions photocatalysées

a) Choix du modéle animal

Nous choisissons comme modéle animal des souris méles agées de 7 a 8 semaines et ayant
un poids de 24-25 g. Les expériences sont menées au sein de I'unité de recherche «Analyse
et Processus Appliqués a I'Environnement» (Mahdia, Tunisie). Les animaux sont hébergés
15 jours a 20 jours d'acclimatation dans des conditions de température contrdlée (27+2 °C)
sous un cycle lumiére/obscurité de 12h/12h. Pendant les expériences, les animaux ont libre
acces a de la nourriture gratuite avec un régime standard et de I'eau potable (Voir
Annexe I11).

Page 61



Chapitre IV ’ Matériels et Méthodes expérimentales
b) Choix de la dose

La plupart des études entreprises en toxicologie s'effectuent a la suite de
I’administration de la dose par voie orale. Le choix de la dose létale (DL50) de
paracétamol est basé sur nos expériences préliminaires et est en accord avec 1’étude de
Lee et al [16]. Pour notre étude, nous choisissons donc une DL50 égale a 500 mg/kg pour
la toxicité aigué.

¢) Animaux et traitements

Vingt souris sont séparées et pesées avant et aprés traitement, puis divisées au hasard en
quatre groupes de cing souris par cage. Les groupes de souris sont répartis comme suit :
Controéle : ce groupe sert de contrble négatif ; il recoit quotidiennement de I'eau potable ;
Groupe 1 : ce groupe est utilisé pour le test du paracétamol pur pour une dose unique de
500 mg/kg de poids corporel (Le paracétamol a d'abord été dissous dans l'eau a 20 °C
avant administration) ;

Groupe 2 : ce groupe est utilisé pour le test du paracétamol traité par photocatalyse avec
du TiO2/cellulose pour 500 mg/kg de poids corporel (le test toxicologique dans le cas de
ZnO/polystyréne n’a pas été considéré pour des raisons de disponibilité des échantillons).
Groupe 3 : ce groupe est utilisé pour le test du paracétamol traité par biodégradation avec
des bactéries isolées sur des effluents hospitaliers pour 500 mg/kg de poids corporel.

Remarque: Le groupe 3 de souris réservé au test du paracétamol traité par
biodégradation (Annexe I) n’entre pas dans le contexte de la présente étude. Il a été
intégré dans ce travail dans un but comparatif avec le procédé de degradation
photocatalytique du polluant consideéré.

d) Sacrifice des souris

Pour analyser 1’effet du polluant et son traitement photocatalytique, les souris sont pesées
puis sacrifiées aprés 98 heures d'exposition. Le sacrifice se fait par dislocation cervicale
apreés les avoir anesthésié par voie intra-péritonéale a 1’éther méthylique. Le sang du tronc
doit étre prélevé et le sérum séparé et conserve a -20 °C. Des échantillons de tissus du foie
et des reins sont prélevés pour une analyse biochimique.

e) Prélevement des échantillons

- Collecte de sang total : immédiatement aprées le sacrifice de I'animal, le sang est
prélevé par ponction cardiaque et est placé dans des tubes anticoagulants. Les échantillons
sanguins sont centrifuges (6000 rpm, 5 min) pour 1’obtention du plasma qui doit étre
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conservé a -20 °C. Ce sang est utilisé pour des dosages biochimiques (urease, creatinine,
total bilirubin, LDH, ALP, ALAT et ASAT).

- Prélevement d'organes : pour I’étude histologique, le foie et le rein sont prélevés
séparément I'un de l'autre chez les souris et peses, puis sont immédiatement fixés par le
formol. Pour les dosages biochimiques, des morceaux de foie et de rein sont broyés a froid
dans un tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) a I’aide d’un mortier, puis centrifuges a 13000
rpm pendant 15 min ; le surnageant est alors prélevé et congelé rapidement a -80 °C.

f) Etude morphologique

Apres quatre jours de traitement, le poids corporel de chaque souris ainsi que le poids du

foie et du rein sont mesurés ; leurs poids relatifs sont alors évalués a I’aide de la relation

suivante :

Poids de I'organe
Poids corporel

Poids relatif =

x100 Eq.IV.7

g) Etude Histologique

Les coupes histologique sont réalisées au laboratoire d'Histologie-Pathologie, CHU
Fattouma Bourguiba, Université de Monastir, Monastir Tunisi et laboratoire de biochimie
et toxicologie, Hopital universitaire de Monastir, Tunisie. La technique utilisée est celle
décrite par Gabe [17], qui comporte plusieurs étapes (Voir Annexe I11).

- Fixation

La fixation a pour but de préserver la morphologie cellulaire et tissulaire, dans un état
aussi proche que possible de leur état vivant. Dans la présente étude, les organes étudiés,
fois et rein sont immédiatement fixés dans du formol neutre a 10%. Apres 48 heures de
fixation les piece d’organes sont retirées puis rincees 2 fois a I'eau distillée. Les organes
sont placés dans des cassettes spéeciales a parois trouées.

- Déshydratation

Les tissus hépatiques et rénaux de chaque animal sont progressivement déshydratés dans
de l'alcool pour éliminer I’eau des tissus ; aussi, toute trace d’alcool est éliminée dans

I’organe dans un bain de xyléne.
- Inclusion (imprégnation)

Les cassettes sont plongées dans des bains de paraffine liquide pendant 2 h a une
température de 60 °C. Les échantillons sont ensuite placés dans des moules appelés barres
de Leuckart. Cette opération est effectuée a 1’aide d’un appareil dit & inclusion.
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- Confection des coupes

Selon le milieu d’inclusion utilisé, les techniques de confection des coupes sur lames
varient. Les coupes sont coupées par un microtome de 4 a 5 mm d'épaisseur. Les lames
sont rangees sur un porte-lame puis placées dans I’étuve a 70 °C pendant 40 minutes.

- Coloration

Tous les procédés de la coloration des coupes a la paraffine se déroulent selon un plan
géneral commun, quel que soit la technique employée. Les lames sont colorées avec de
I'nématoxyline et de I'éosine (H&E) :

Déparaffinage : 20 min dans des bains de toluéne ou xyléne (10 min dans chaque

bain) ;

Hydratation : ringage dans trois bain d’alcool ;

Eau de robinet : ringage ;

Hématoxyline : 5 min ;

Eau de robinet : ringcage ;

Eosine : 2-3 min ;

Eau de robinet : ringcage ;

Déshydratation : ringcage dans trois bains de toluéne,

Hydratation : ringage dans quatre bains d’alcool.

h) Dosages biochimiques

- Préparation de ’'homogénat

400 mg de foie ou de rein des différents groupes sont broyés a froid a 1’aide d’un
mortier en présence de 4 ml d’une solution de tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) pour
obtenir un homogeénat.

- Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de Bradford [18] en utilisant
comme réactif le bleu brillant de Coomassie (Bio-Rad) qui se fixe sur les protéines. La
quantité des protéines correspondant a la densité optique mesurée a 595 nm est calculée
a partir d’une courbe étalon réalisée avec des concentrations croissantes (100, 200, 300,
500, 700, 900 pg/ml) de sérum albumine bovine BSA a une concentration de 1 mg/mL.

Le mode opératoire du protocole est donné dans le tableau ci-dessous :

Blanc Témoin To Ech T
Réactif de Bradford 4 mL 4 mL 4 mL
NaCl (0,9%) 900 900 pl 900
Echantillon - 100 pl 100 pl
Eau distillé 100 pl - -
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Finalement le mélange est mis sous vortex, incubé pendant 5 min a I’obscurité et la
densité optique est mesurée a 595 nm.

- Dosage de la catalase (CAT)

Le principe de la catalase est d’accélérer la réaction spontanée de dismutation du
peroxyde d’hydrogene (H20-) toxique pour la cellule en eau et en oxygéne. La méthode
du dosage est réalisée par Aebi [19], par la mesure de la diminution de 1’absorbance
d’une solution d’H202 a 240 nm ; la lecture se fait aprés 15 secondes durant 1 min et 3
min. La disparition de 1’eau oxygénée par la catalase se fait selon la réaction suivante:

2 H,02 — 2H20 + O Eq. V.8
L’activité CAT peut étre calculée a partir de I’équation suivante [19] :

(ADO x10)
(exLx Xx0,05)

Activité (wmol/mn mg prt) = Eq. IV.9
ADO est la moyenne des DO des échantillons par minute (avec t; = 1 min et to= 3 min).
€ est le coefficient d’extinction moléculaire de I’eau oxygénée (€ = 40 Mt cm™)

L est le trajet optique de la micro-cuve, L = 1cm

X est la concentration en protéine de I’échantillon en mg/ml

Le mode opératoire du protocole est donné dans le tableau ci-dessous :
Blanc (ul) Témoin To (ul) Ech T (ul)

Tampon phosphate (100mM; pH 7.5) 2480 2380 2380
H202 500mM 520 520 520
Ech (1 a1.5 mg prt./ml) 0 100 100

- Dosage de I'acétylcholinestérase (AChE)

Le principe de I’AChE est d’hydrolyser rapidement 1’acétylcholine afin de stopper
rapidement la stimulation du récepteur. Le dosage de 1’activité enzymatique spécifique
acetylcholinestérase est réalisé selon la méthode colorimétrique décrite par Ellman
[20].

La réaction se déroule a 25 °C et la densité optique est suivie a 412 nm pendant 25 min.
Les résultats sont exprimés en pmol mn™ mg* prot & partir de la relation suivante :

(ADO/mn x1000)

Activité (uwmol/mn mg prt) = (exVxp)

Eqg. IV.10

ADO/mn est la variation de la densité optique (min), V est le volume de 1’échantillon
(ml), P est la quantité de protéines (mg /ml de I’Ech) et € est le coefficient d’extinction
molaire de 1’acéthylcholinestérase (13,6 mM™? cm)
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Le mode opératoire du protocole est donne dans le tableau ci-dessous :
Blanc (u) Temoin To (ul) Ech T (ul)

Tampon TRIS 100 mM, pH 7.5 2352 2228 2228
DTNB 124 124 124
Acétylthiocholine 124 124 124
Ech (1a 1.5 mg prt./ml) 0 124 124

- Dosage de malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidique dans le foie est évaluée par le dosage de la MDA selon la
méthode d’Uchiyama et Mihara [21].

La concentration plasmatique de MDA a éte calculée selon la formule suivante :
Activité (umon/L) = DOs32 X 1,75/ 0,156
DOs3> : densité optique a 532 nm

Extinction molaire = 1,56 x 10° Mt cm™
Mode d’opératoire :

Prélever 0,5 ml de I’homogénat

Ajouter 1 ml de réactif trichloroacétique (TCA 20 %)

Centrifuger pendant 10 min & 2500 rpm

Récupérer 1 ml de surnageant et ajouter 2 ml de reactif thiobarbiturique (TBA)
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 90 °C durant 15 min
Refroidir le mélange et lire la densité optique a 532 nm.

AN N Y N

i) Analyses statistiques

Les données ont été analysées a I'aide du logiciel IBM SPSS Inc (version 25). Une analyse
de variance unidirectionnelle (ANOVA) et des comparaisons multiples ont été utilisées
pour évaluer les différences entre les groupes témoins et traités. Les données ont été
présentées sous forme de moyenne + écart-type, et la valeur P a été considérée comme
indiquant une différence statistiguement significative (p <0,05).
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Chapitre V. Etude expérimentale de I'activité
photocatalytique des catalyseurs supportés-

Dégradation du paracétamol

V.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous exposons les résultats de la photodégradation du paracétamol
(polluant) en présence de deux photocatalyseurs supportés TiOo/cellulose et
ZnO/polystyrene. Nous étudions dans un premier temps les propriétés structurales et
morphologiques des catalyseurs afin de les caractériser et avoir un maximum
d’informations sur les phases en présence. Pour I’optimisation du procédé de traitement du
polluant, plusieurs paramétres sont testés et analysés tels que la concentration initiale du
paracétamol, la dose du catalyseur, le pH du milieu et la présence d’oxydants. La
connaissance de ces facteurs et leur effet sur le phénomene en question permet
généralement d’expliquer et parfois de prédire les propriétés du catalyseur et de la lumicre
sur la dégradation du polluant. La spectrophotométrie UV-vis est utilisée pour le suivi de
la dégradation de la molécule au cours du temps. Les sous-produits de dégradation sont
analyseés par chromatographie liquide. Les modeles de pseudo-premier ordre (modele de
Lagergren) et pseudo-second ordre sont appliqués aux résultats obtenus afin de déterminer
la vitesse cinétique de dégradation. Ces résultats sont évidemment accompagneés
d’interprétations et de discussions.

V.2. Morphologie et structure cristalline des systemes catalytiques

Il existe de nombreuses méthodes permettant de faire une caractérisation morphologique
et structurale des systemes catalytiques. Parmi ces méthodes, nous avons sélectionné la
diffraction des rayons X (DRX) et la Micrographie électronique a balayage (MEB).

V.2.1. Analyse par DRX

La structure cristallographique d’un catalyseur joue un réle important dans le controle du
film catalytique et la détermination de sa performance dans les procédés de dégradation.
Le comportement cristallographique des couches de TiO> et la caractérisation structurale
des nanopoudres de ZnO sont effectués par la technique de diffraction des rayons X
comme le montre la Figure V.1. Dans le cas de TiO2/cellulose, de nombreux petits bruits
peuvent étre observés dans la plage de 10° a 24° qui interférent avec le support (Figure
V.1a). Le pic de diffraction a 31,20° n'apparaissant pas dans les diagrammes DRX de la
poudre TiO2, ces pics peuvent appartenir au support. Les pics correspondant aux angles
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20=25,30° et 20=48,04° sont caractéristiques de la phase anatase du semi-conducteur. Le
pic a 20=38,57° corresponds a la phase rutile. Aussi, les pics sortant a 26=55,06° et
20=62,50° sont une autre caractéristique de TiO> [1-3]. Le spectre DRX du
photocatalyseur montre donc la présence des deux phases anatase et rutile dans la poudre
meére de TiO.-Degussa/P25. Selon le producteur, la poudre meére est constituée de 80%
d’anatase et de 20% de rutile [4]. Dans les spectres DRX de ZnO/polystyréne (Figure
V.1b), Il y a beaucoup de bruit dans la plage de 10° a 23°. En plus des pics correspondant
a la présence de silice (SiO2) et d'alumine (Al2O3), les différents pics trouvés pour ZnO a
la position 26 = 25 ; 28, 30,05 ; 34,4 et 56,50 et 64° sont attribués a des oxydes de ZnO
bien cristallisés rapportés par d'autres chercheurs et observés dans ce composite.
Behravesh et al [5], Hadjltaief et al [6] et Alswat et al [7] ont rapporté les résultats
similaires. Le pic le plus important pour le ZnO (26=34,4°) vertical par rapport au plan de
la boite de Pétri refléte l'orientation de croissance préférée pour les plans atomiques de
ZnO [8]. De plus, I'intensité du pic a augmenté apres le chargement de ZnO sur le support,
indiquant la présence de ZnO sur le polystyréne (PS). Les motifs indiquent une bonne
structure cristalline de ZnO méme aprés immobilisation sur le support.
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Figure V.1 : Diffractogrammes DRX de (a) TiO2 imprégné sur fibre cellulosique et
(b) ZnO imprégné sur polystyréne

V.2.2. Analyse par MEB

Les propriétés structurales des deux systemes catalytiques sont analysées par MEB et la
morphologie de la surface est présentée sur la Figure V.2. Le microscope optique montre
que les fibres tissées de cellulose (Figure V.2a) sont couvertes de particules/agrégats de
TiO. de couleur blanchatre, avec la méme structure et la méme porosité dans les deux
faces du papier, ce qui reflete une bonne symétrie entre les deux faces. Il affiche
également des amas discontinus de ZnO deposés au hasard sur la surface de la boite de
Petri (Figure V.2b). Les photos MEB (Figure V2c-d) montrent la morphologie du
catalyseur avec une plus grande résolution de la dispersion des particules de TiOz sur les
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fibres cellulosiques séparées par des vides. Apres leur fixation sur le support de fibres, les
particules du PC25 forment des agrégats, liées entre eux avec le SiO,. Leur densité
surfacique est assez importante pour des applications photocatalytiques. Par observation
microscopique, On peut observer une bonne dispersion de la charge sur 1’ensemble des
fibres avec néanmoins la formation d’agrégats de diamétre moyen des particules égal a 1,4
pm. Ces fibres cellulosiques se traduisent par une forte liaison inter-fibre qui conduisant a
une bonne rétention de la charge TiO2 dans le papier photocatalytique. Pour le systéme
catalytiqgue ZnO/Polystyréne, la surface de la boite de pétri de PS apparait lisse et sans
rugosité. Apres le dépbt de la poudre de ZnO sur le support de PS, il était possible
d'observer par MEB avec un agrandissement de 1200 x la présence d'agrégats de ZnO
avec une dispersion différente. Dans les échantillons de ZnO/polystyréne, certaines
fractions du support ne sont pas couvertes par des particules de ZnO. Pour couvrir cette
surface par les particules de ZnO, il est recommandé d’augmenter la teneur en ZnO
jusqu’a 1,1% en poids [9].

Charge

Polystyrene
Vide

Charge
Fibres

Figure V.2 : Image MEB de (a-c) TiO2/cellulose et (b-d) ZnO/polystyrene
V.3. Activité photocatalytique de TiO2/cellulose et ZnO/polystyréne

L’activité photocatalytique des deux systémes catalytiques sélectionnés pour la
dégradation du paracétamol est menée en présence de différentes sources de radiations.
Trois manipulations sont donc élaborées avec de la lumiére UV, visible et solaire. Par
ailleurs, en vue de mettre en évidence le réle du catalyseur dans le présent phénomene, la
photolyse (en I’absence de catalyseur) est considérée. Nous avons ainsi effectué une série
d’essais avec la lampe UV en maintenant les conditions opératoires suivantes pour les
deux types de catalyseurs utilisés :
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- Concentration initiale du paracétamol : 10 mg/L ;

- Volume réactionnel : 1L ;

- pH de la solution : 7£0,1 ;

- T=20+1°C;

- Agitation magnétique : modeérée,

- Temps de traitement : 4 h.
Les doses de catalyseurs sont de 2 et 0,25 mg/L pour TiO2/cellulose et ZnO/plystyréne,
respectivement.

V.3.1. Effet de la présence de catalyseur sur la dégradation du paracétamol

Pour confirmer le role du catalyseur choisi sur I’opération de dégradation du polluant, il
est nécessaire de réaliser des expériences de photolyse directe, ¢’est-a-dire en absence du
semi-conducteur. La Figure V.3 représente la concentration du paracétamol en fonction
du temps d’irradiation en présence et en absence du catalyseur. Dans le cas de la
photolyse, la courbe montre que celle-ci ne contribue que faiblement a I’élimination du
composé organique de la solution. Une certaine dégradation de la solution
d’acétaminophéne est observée et est de 1’ordre de 16,7%. Cette disparition résulte d'une
faible absorption des radiations émises par la lampe. Nous avons pensé prolonger le
traitement d’environ 6-7 h, nous avons alors obtenu des concentrations encore plus élevées
(données non reportées). Dans les conditions précédentes, I'ajout d'une certaine quantité de
TiO2 (2 mg/L) dans le milieu irradié par UV (Figure V.3a) améliore nettement la vitesse
de dégradation de la molécule. Le taux de disparition du polluant est de 80,7% ce qui
montre que le procédé photocatalytique est prépondérant. Ce résultat est certainement di a
la génération de radicaux *OH et O * dans la solution. Le photocatalyseur TiO> PC25
montre une activité photocatalytique supérieure a beaucoup d’autres photocatalyseurs
utilisés ce qui confirmé dans 1’étude de Chekir et al [10] ou les auteurs concluent que la
photocatalyse hétérogene (TiO.) apparait comme une méthode de choix pour la
dépollution des polluants organiques tel que le paracétamol.

Les courbes relatives a UV/ZnO représentés sur la Figure V.3b montrent une absence de
I’activité de ce semi-conducteur dans les conditions de 1’expérience. En effet, on note une
diminution pratiqguement négligeable de la concentration résiduelle du paracétamol. Selon
plusieurs études effectuées, des interprétations et explications de ce comportement peuvent
étre envisagées. Premiérement, il est possible que la photogénération de trous h* et de
radicaux *OH a la surface du catalyseur ZnO soit réduite a cause du recouvrement des
sites actifs par le paracétamol. Deuxiemement, I'absorption d'une quantité significative de
radiations UV par les molécules de paracétamol plutdt que par la surface de ZnO, diminue
l'intensité du rayonnement absorbé au niveau du catalyseur, réduisant de ce fait I’efficacité
de la réaction photocatalytique. Pour augmenter la photosensibilité de ce semi-conducteur,
plusieurs études ont suggéré I'ajout d'oxydants capables d'augmenter I'effet des catalyseurs
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dans la dégradation des molécules organiques. C'est I'objectif du paragraphe V.4 : Effet
des oxydants sur la photodégradation de I'acétaminophéne.
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Figure V.3 : Cinétique de dégradation du paracétamol en présence et en absence
de TiO2/cellulose et ZnO/polystyrene

V.3.2. Effet de la nature de la lumiére (UV, Visible ou Solaire)

Afin d'évaluer l'activité photocatalytique des catalyseurs synthétisés sur 1’élimination du
paracétamol, des essais sont élaborés en vue de tester la photoactivité de TiO2 supporté sur
papier cellulosique et ZnO supporté sur polystyréne en présence de lumiere UV, visible ou
solaire. Les différentes expériences sont réalisées dans les mémes conditions opératoires
évoquees précédemment.

La cinétique de photodégradation du polluant donnée sur la Figure V.4 montre qu’en
présence de TiO2/cellulose (Figure V.4a) la réaction sous irradiations UV est beaucoup
plus rapide que celle avec la lumiére visible ou solaire. En effet, un taux d’élimination de
80,7% est obtenu aprés 240 min sous irradiations UV alors qu’avec la lampe visible et la
lumiére du soleil ce taux n’est que de 28,7 et 8,6%, respectivement. Ceci est probablement
dd a la photoactivité de TiO2 qui est plus intense dans le domaine de I’UV que dans celui
du visible et solaire. En présence de ZnO/polystyrene (Figure V.4b) il n’y a pas un
abattement significatif de la concentration du polluant durant tout le temps de traitement.
Dans les trois cas, le rendement de dégradation photocatalytique n’est que de 2,4 ; 1,9 et
0,6% sous lumiere UV, visible et solaire, respectivement. Ceci démontre bien que dans les
conditions sélectionnées dans ce travail, le semi-conducteur déposé sur du polystyréne
n’est pas photoactif puisque la lumiére n’a pas pu étre absorbée pour générer des pairs
électrons/trous. On confirme encore une fois que I'ajout d'oxydants qui sont des accepteurs
d’¢électrons pourrait augmenter la photoactivité de ZnO/polystyréne (voir paragraphe V.4).
Plusieurs travaux de recherche ont été publiés pour démontrer la photoactivité et la
performance de certains semi-conducteurs en précisant les conditions de préparation et de

mise en ceuvre. Ces matériaux ont été appliqués a la dégradation de molécules
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médicamenteuses. Simsek [11] s’est intéress¢é a la photodegradation de I'anti-
inflammatoires ibuprofene (IBU) dans le domaine des UV-A et la lumiére visible ; le
composé sélectionné prix a une concentration de 20 mg/L a été éclairé avec 1 g/L de TiO-
dopé avec du bore (TiO2-0,8% B). Le rendement de dégradation de I'IBU était de 96%
apres 4h de traitement. Sous éclairage visible, un rendement de 81% de dégradation
pendant 5h a été obtenu. Behravesh et al [5] ont indiqué que les performances de
ZnO/zéolite pour 1’élimination de l'acétaminophéne sous rayonnement UV et solaire
(58,7% et 45,7%) étaient meilleures que celles de TiO2/zéolite (44,3% et 39,2%). De plus,
les auteurs ont pu conclure que les rendements d'élimination sous rayonnement UV et
solaire étaient de méme ordre de grandeur, ce qui suggere que la lumiere du soleil pourrait
étre une source prometteuse d’énergic pour le traitement photocatalytique de I'eau
contaminée par l'acétaminophene [5]. Thi et Lee [12] ont préparés un photocatalyseur a
base de nanoparticules de ZnO dopées au lanthane (La) a 1,0% en poids. Le dopage avec
ce métal n'a pas modifié la cristallinité de ZnO de maniere significative, mais a amélioré
I'absorption optique de la lumiére visible. Le photocatalyseur ZnO/La a été appliqué pour
traiter 100 mg/L de paracétamol en solution aqueuse : les auteurs ont rapporté avec une
efficacité de dégradation de 99%.
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Figure V.4 : Cinétique de dégradation du paracétamol sous irradiations UV,
visible ou Solaire : (a) TiO2/cellulose, (b) ZnO/polystyréne

V.4. Etude paramétrique du procede

L’¢étude paramétrique ne concerne que 1’effet de la dose du catalyseur, de la concentration
initiale de I’acétaminophéne et du pH. La température n’est pas considérée dans le présent
travail et la valeur de 201 °C, pouvant étre prise comme une température moyenne
ambiante est maintenue dans toutes les manipulations. De plus, pour des raisons de
disponibilité du catalyseur ZnO/polystyréne, la cinétique de dégradation photocatalytique
du paracétamol est seulement étudiée en preésence de TiOz/cellulose sous irradiations UV.
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V.4.1. Effet de la dose de catalyseur

L’influence de la dose de catalyseur sur la dégradation photocatalytique du paracétamol
est étudiée afin d’optimiser la masse de TiOz/cellulose nécessaire a 1’absorption des
photons émis par la lampe UV. Les essais sont élaborés pour une gamme de
concentrations de catalyseur allant de de 1 a 4 mg/L. La concentration initiale de la
molécule médicamenteuse est de 2 mg/L, le temps de traitement de 180 min et le pH fixé a
7£0,1. L’histogramme illustré sur la Figure V.5, représente le rendement d’ilimination du
paracétamol pour différentes doses de TiO supporté. Pour les valeurs de 1, 3 et 4 mg/L de
TiO2/cellulose, la diminution de la concentration du polluant dans la phase aqueuse est de
I’ordre de 72,4 ; 80,7 et 78,8%, respectivement et ce aprés 180 min d’exposition aux
irradiations Ultra-Violettes. Cependant, pour la valeur de 2 mg/L, l'efficacité de
dégradation du polluant atteint un rendement de 100% en seulement 150 min sous lumiére
UV. Cette dose optimale (2 mg/L) de catalyseur doit étre choisie dans la suite du travail
afin d’assurer efficacement une absorption totale de photons. Si une petite quantité de
TiO2 est utilisée pour les expériences photocatalytiques, il n'y aura pas assez de génération
de radicaux *OH sur les sites actifs pour dégrader et minéraliser éventuellement le polluant
organique. En revanche, si la quantité de TiO2 est plus importante, I'exces de particules
solides du semi-conducteur ne permet surement pas a la lumiére de pénétrer dans la
solution et d'activer la surface du catalyseur, réduisant ainsi la génération de sites actifs et
la vitesse de réaction a cause de la saturation de 1’absorption des photons ou par la perte de
lumiére par diffusion [13,14]. De plus a une grande charge de catalyseur, beaucoup de
catalyseurs initialement activés peuvent étre désactivés par collision avec les particules des
catalyseurs a 1’état fondamental selon 1’équation suivante [15] :

TiO2* + TiO2 — TiOZ* + TiO Eq. V.1

OuU TiO2* c’est un catalyseur ayant des espaces actifs adsorbées sur sa surface et TiO2" est
la forme désactivé du TiO..
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Figure V.5 : Rendement de photodégradation de I’acétaminophéne en
fonction de la dose du catalyseur TiO2/Cellulose

V.4.2. Effet de la concentration initiale du polluant

Comme une certaine quantité de radiations UV peut étre absorbée par les molécules du
polluant plutdét que par la surface du catalyseur, il est clair que I'efficacité de la
photocatalyse dépend de la concentration en paracétamol. Le but de ces essais est
d'analyser I’influence de la concentration initiale en paracétamol sur 1’efficacité du
procédé photocatalytique. Les expériences en batch sont réalisées en présence de TiO:
supporté sur papier cellulosique (2 mg/L). La lampe UV est utilisée comme source de
lumiere et les conditions d’opération sont les suivantes : pH de la solution : 70,1 ; T =
20+1 °C; Agitation magnétique : modérée ; Temps de traitement : 4 h. Une série
d’expériences est élaborée dans une plage de concentrations allant de 2 a 10 mg/L. La
Figure V.6 représentant les différentes courbes relatives & UV/TiO2/cellulose montre que
plus la concentration initiale de la molécule est importante, plus le temps nécessaire a sa
disparition est long. A la concentration initiale de 2 mg/L, on note une disparition totale du
polluant alors qu’un rendement significatif (84,7%) est obtenu en 210 min dans le cas
d’une concentration initiale de 4 mg/L. Les rendements d'élimination du paracétamol
diminuent de plus en plus avec l'augmentation de la concentration initiale de polluant. En
effet, pour des concentrations en médicament de 6, 8 et 10 mg/L, il n’y a pas une
élimination totale de polluant pour le temps de traitement fixé. Dans ces trois cas, le
rendement de la dégradation photocatalytique est de 76,8 ; 73,1 et 79,8%, respectivement.
Dans leur étude sur la photodégradation du paracétamol par le Degussa P25-TiO,, Desale
et al [16] ont montré que pour une concentration de 100 mg/L, la photodisparition est
beaucoup plus rapide et une minéralisation efficace est observée; plus de 98% de
paracétamol ont été dégradés en 240 min. Il a été rapporté dans la littérature, que la
réaction photocatalytique se produit entre le substrat adsorbé et *OH géneré sur la surface
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de TiO2. La concentration de la molécule adsorbée augmente avec l'augmentation de sa
concentration. Cependant, pour une intensité lumineuse constante, une charge en TiO> et
une concentration en oxygeéne dissous, la concentration en *OH reste pratiguement la
méme. Ainsi, bien que la concentration de pacétamol adsorbé augmente, le taux de
dégradation photocatalytique diminue en raison d'un rapport *OH/polluant plus faible [16].
L’étude menée par Vaiano et al [9] sur l'efficacité du photocatalyseur ZnO supporté sur
des pastilles de polystyréne a 1,1% a montré que la photodégradation du paracétamol pour
une concentration initiale de 12,5 mg/L était d'environ 77% apres 4 h de traitement. Des
résultats similaires ont été rapportés dans des données de la littérature dans lesquelles une
légere diminution de I'activité photocatalytique de ZnO immobilisé sur un support inerte a
été observée en présence de piégeurs d'ions en solution. Une autre étude a été realisée par
Altin et Sokmen [17] sur I'efficacité photocatalytique de 0,1 g de ZnO/polystyréne sur la
dégradation de 45 mg/L de bleu de méthylene en solution aqueuse sous irradiations UV ;
I’étude a révélé qu'environ 42% de polluant a disparu pendant 150 min de traitement [17].

1.2
Co (mg/L)
1 4= ——2
N ——/
0.8 - ——06
k? —e—8
) 0.6 - 10
0.4 -
0.2 -
O T T T *
0 60 120 180 240

Temps (min)

Figure V.6 : Cinétique de dégradation du paracétamol en présence de
TiO2/cellulose pour différentes concentrations initiales

V.4.3. Effet du pH sur la photodisparition du paracétamol

Le pH est un facteur chimique qui influe de fagcon générale sur divers procédés d’épuration
et joue un role important dans la dégradation des polluants présents dans les effluents. La
réaction photocatalytique dépend du pH, parce qu’elle a lieu a la surface du catalyseur. En
effet, le pH affecte de maniére significative les propriétés d'adsorption-désorption des
composés liés a la surface des catalyseurs [18]. On rapporte qu’a des valeurs de pH acides,
la surface des particules de catalyseur est chargée positivement alors qu’a des valeurs de
pH basiques, elle est plutdt chargée négativement [19]. Les pH de la solution de
paracétamol égaux a 50; 6,0; 7,0; 8,0 et 9,0 sont choisis dans les tests de
photodégradation avec UV/TiOx/cellulose. Les mémes conditions opératoires définies
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préecédemment sont alors appliquées. La Figure V.7a présentant la variation temporelle de
la concentration résiduelle du médicament montre que I’efficacité de la dégradation du
polluant dépend du pH initial de la solution a irradier. Les meilleures efficacités de
dégradation sont obtenues aux valeurs de pH égal 7,0 et 8,0. Ces observations sont mieux
élucidées sur la Figure V.7b qui rapporte le rendement de photodégradation en fonction
du pH. En effet, pour les valeurs de pH égales a 7,0 et 8,0 les rendements de disparition
sont respectivement de 81,6 et 58,1%. Pour les valeurs de 5,0 ; 6,0 et 9,0 les rendements
ne sont que de 31,0 ; 25,7 et 10,3%, respectivement. D’aprés Gupta et al [18], la vitesse
de réaction dans des conditions alcalines pourrait étre attribuée a l'augmentation des ions
hydroxyle induisant une grande formation de radicaux hydroxyle °*OH. Le radical
hydroxyle ainsi formé initie le processus de degradation. En revanche, des solutions trés
acides ou tres basiques retardent le processus photocatalytique du polluant. Ceci pourrait
étre dd au fait que le paracétamol est un composé non ionique et que la meilleure efficacité
serait obtenue au pHpzc des catalyseurs qui de surcroit est assez proche du pH naturel (6,8)
de la solution du paracétamol irradiée.
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Figure V.7 : Effet du pH sur (a) la cinétique et (b) rendement de photodégradation
du paracétamol en présence de TiO2/ cellulose

Ceci révele que, dans les conditions opératoires choisies dans la présente étude, le procédé
de photodisparition du paracétamol est plus efficace & pH neutre qu’a pH légérement
basique ou acide. Chakir et al [10] ont testé dans leur travail expérimental quatre niveaux
de pH: 3,0; libre; 9,5 et 11,0 et cela sous deux différentes sources d’irradiation pour
I’élimination du paracétamol. Les meilleurs résultats sont obtenus avec une solution
basique a pH = 9,5 ou un taux de dégradation de 100% est atteint au bout de 90 minutes
d’irradiation solaire seulement. Pa ailleurs, les résultats de Jallouli et al [20] ont montré
que la quantité d'adsorption de paracétamol sur le TiO2-P25-Degussa a augmenté avec
l'augmentation du pH jusqu'a une valeur de 9,0. Dans leurs courbes une dégradation
complete a été atteinte au bout de 120 min sous irradiation solaire, contrairement au
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traitement sous rayonnement artificiel ou le taux obtenu n’était que de 95% au bout de 300
min.

V.5. Effet des oxydants sur la photodégradation de I’acétaminophéne

Plusieurs études ont affirmé que les oxydants sont capables d'augmenter I'effet des
UV/catalyseurs dans la dégradation d'une molécule organique en capturant les électrons
éjectés du catalyseur. Il a éte rapporté que H202 peut étre un piege pour les trous et les
*OH a des concentrations élevées alors que les ions S,0s>” captent les électrons. L'addition
de H20- et de K2S20g était bénéfique pour la photoxydation des médicaments de différents
groupes chimiques. Les intermédiaires radicaux réactifs (SO4 * et *OH) formés a partir de
ces oxydants par des réactions avec les électrons photogénérés peuvent exercer une double
fonction : en tant qu'oxydant fort eux-mémes et en tant que piégeurs d'électrons, inhibant
ainsi la recombinaison électron-trou a la surface du semi-conducteur [21,22] selon les
équations suivantes:

H20: +ecg [Ti02/ZnO] — *OH + OH" Eq. V.1
S208* +ecg™ [Ti02/Zn0O] — SO4> +S04°~ Eq. V.2

Pour mettre en évidence le réle des oxydants dans la dégradation du paracétamol, du
peroxyde d'hydrogéne (H202) et du persulfate de potassium (K2S.QOsg) sont ajoutés au
systeme réactionnel. Ceci est étudié avec une concentration optimale de peroxyde
d'’hydrogéne de 10 mM et de persulfate de potassium de 1 mM. Les différentes
manipulations sont élaborées dans les mémes conditions opératoires €évoquées
précédemment en prenant comme doses de catalyseurs 2 et 0,5 mg/L de TiO2/cellulose et
ZnOlpolystyrene, respectivement.

La Figure V.8 illustre I’évolution de la cinétique de dégradation de la molécule
médicamenteuse en présence des deux oxydants. Des essais en absence de H2O: et de
K2S,0g sont menés en parallele. En présence de TiO2/cellulose (Figure V.8a), la cinétique
de degradation du polluant admet une allure similaire pour les trois manipulations.

Bien que de nombreuses études aient démontré I'effet bénéfique de H.O2 a 10 mmol/L
[23], cet oxydant montre un faible effet sur la dégradation de I'acétaminophene en
présence de ZnO/polystyréne. Les courbe présentées sur la Figure V.8b révelent qu’il n’y
a pas une élimination significative de polluant en absence des oxydants et en présence de
H20, pour le temps de traitement fixé. Compte tenu de I'effet du K2S.Og sur le procédé de
dégradation, la Figure V.8a montre que la réduction de I'acétaminophene de la solution
contaminée augmente considérablement en présence de 1 mmol/L de S.Og*. Sur les
systemes catalytiques TiO2/cellulose et ZnO/polystyréne, respectivement 85,4 et 93,1%
d'acétaminophéne sont éliminés des solutions contaminées contenant 10 mg/L de
paracétamol. La présence de radicaux *OH confirmée dans plusieurs études est I'élément
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nécessaire a la dégradation des molécules organiques. La dégradation photocatalytique de
I'acétaminophéne est facilitée par I'ajout de S0 qui réagit avec I'e—cs conduisant a la
formation d'anions radicaux sulfate (SO4™) et a la génération de *OH supplémentaire selon
les équations suivantes :

S,02"+e —S0%? +S0;" Eq. V.3

SO +H,0 - HSO, + OH" Eq. V.4

Les radicaux *OH se forment a la surface du catalyseur lorsqu'il est éclairé par une lumiére
UV de longueur d’onde A<367,9 nm (plus grande que I'énergie de la bande interdite ZnO)
résultant de la création de paires électron-trou [35,36]. L'ajout de l'ion peroxydisulfate,
libérant le radical SO4™ (30-40 ps) extrémement actif et de courte durée de vie, est donc
responsable de la suppression de la recombinaison des porteurs de charge favorisant la
photodégradation de la molécule. Plusieurs chercheurs ont étudié le processus de
dégradation de I'acétaminophéne sous UV/catalyseur et ont découvert que I'oxydant S,0s*
améliorait la photodisparition du polluant de I'eau par rapport a d'autres oxydants [24,25].
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Figure V.8 : Dégradation de 1’acétaminophéne en présence de H202 (10 mmol/L)
et K2S20g (1 mmol/L) pour (a) TiO2/cellulose et (b) ZnO/Polystyréne)

V.6. Analyse des sous-produits de dégradation

Comme <OH réagit de maniére non sélective, la formation de sous-produits peut étre
inévitable dans la dégradation photocatalytique. Les sous-produits détectes lors de la
dégradation de l'acétaminophéne en présence des deux catalyseurs supportés ont éte
identifiés par CLHP. La Figure V.9 montre les chromatogrammes CLHP-UV obtenus a
partir des échantillons prélevés au cours de la dégradation de solutions de paracétamol
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avec l'ajout des deux oxydants. Sur les Figures V.9a et Figure V.9b, on voit que pour la
dégradation du paracétamol par H.O2/UV/TIO>, la surface du pic de paracétamol (temps
de rétention = 7,318 min) diminue progressivement apres 240 min avec un rendement de
98,53%. Par ailleurs, en présence de H.O2/UV/ZnO, on note une dégradation d’environ de
89,67% ce qui n’est pas en accord avec ’analyse UV-vis. Dans tous les cas, on peut, on
peut dire que le catalyseur a base de TiO2 supporté sur papier cellulosique reste plus
efficace sous éclairage UV que ZnO supporté sur polystyrene. Sur les Figures V.9c et
Figure V.9d, on constate qu’en présence de K>S;Os/UV/TiO», la surface du pic de
paracétamol diminue significativement apres 240 minutes ; il en est de méme pour le
systeme catalytique K2S.0g/UV/ZnO qui révéle une élimination importante du polluant de
la solution contaminée. Lors de la dégradation photocatalytique, les composés
intermédiaires sont détectés et analysés par CLHP. Toutes les especes présentes dans les
différentes solutions sont identifiées par comparaison des temps de rétention des pics
observés avec les temps de rétention des pics CLHP standard.

Comme on peut le voir sur la Figure V.9, environ trois sous-produits connus se sont
formés lorsque l'acétaminophéne a été traité par des systémes TiOz/cellulose et
ZnOlpolystyrene; les intermédiaires suivants ont été identifiés: acide oxalique (2,25 min),
acide formique (2,2 min), acide butyrigue (3,7 min), ammonium (1,8 min) et certains sous-
produits inconnus (1,9et 4,1 min) [26,27]. L'ammonium a été produit suite a la
minéralisation de l'azote présent dans la molécule de paracétamol. Ces intermédiaires
indiquent que la dégradation de I'acétaminophene implique un clivage du cycle benzénique
suivi de réactions ultérieures pour former de l'eau et du dioxyde de carbone [28]. Il
convient également de noter qu’apres la dégradation du paracétamol, les pics des
composes intermédiaires dans le systétme H20./UV/ZnO sont beaucoup moins intenses
gue ceux obtenus avec le susytéeme catalytique H2O2/UV/TiOa.

Detecior A 243nm H Detector A 243nm

(a)

Figure V.9 : Chromatogrammes CLHP de la dégradation du paracetamol et ses produits
d’oxydation en présence de différents systemes catalytiques. (a) H.02/UV/TiO2, (b)
H>02/UV/Zn0O, (c) K2S20e/UV/TIO, (d) K2S,08/UV/ZNO
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Pour confirmer ces observations, nous portons sur la Figure V.10 les chromatogrammes
CLHP-UV obtenus a partir des échantillons prelevés lors de la dégradation de la solution
de paracétamol en présence du systéme catalytique TiO2/cellulose. On constate que la
surface du pic de paracétamol diminue progressivement avec un rendement de 85% apres
300 min de traitement dans les conditions d'un pH neutre et d'une température de 20+1 °C.
L'analyse CLHP montre la présence de nouveaux pics de séparation au cours de
I'expérience de dégradation, avec des temps de rétention différents de ceux du paracétamol
(temps de rétention de 5,2; 6,4 et 8,1 min). En conclusion, on peut dire que le catalyseur a
base de TiO2 supporté sur papier cellulosique est efficace sous un éclairage aux UV. Ceci
est certainement di a la production de radicaux *OH et Oz *dans la solution aqueuse [20].
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Figure V.10 : Chromatogramme CLHP de dégradation du paracétamol par
photocatalyse TiO2 avant et apres 5 h de de traitement

V.7. Modélisation cinétique du procédeé photocatalytique

La cinétique de la dégradation photocatalytique en présence de TiO2/cellulose est
déterminée pour des concentrations initiales en paracétamol variant entre 2 et 10 mg/L.
Les données expérimentales peuvent étre analysées avec les modéles de pseudo-premier-
ordre et pseudo-second ordre [29], exprimés par les équations suivantes :

Pseudo-premier-ordre Z—S = —K,C = LnC =-K;t + Ln(C, Eqg. V.5

Pseudo-second ordre 3—‘5 = —K,C? > %: -K,t + Ci Eq. V.6
0
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C et Co sont les concentrations du paracétamol au temps t et au temps initial (mg/L) ; Kz

(min) et Kz (L mg'1 min'l) sont les constantes de vitesse du modele du pseudo-premier
ordre et pseudo-second ordre.

La conformité entre les données expérimentales et le modele prédit se traduit par les
valeurs des coefficients de détermination (R?) ; ainsi, la valeur de R? la plus proche de
I’'unité indiquera le modeéle adéquat pour décrire correctement le modéle cinétique. Cette
conformité peut également se traduire par la comparaison des valeurs expérimentales et
des valeurs théoriques déduites des équations.

3 = 4 mg/L = 4 mg/L
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Figure V.11 : Tracé de la forme linéaire des modeéles cinétiques de (a) pseudo-
premier ordre et (b) pseudo-second ordre en présence de TiO2/cellulose.

Les graphes de la cinétique de dégradation photocatalytique de 1’acétaminophéne par le
systeme catalytique UV/TiO2/cellulose sont représentés sur la Figure V.11. Les modéles
cinétiques fournissent les informations utiles pour la description des données
expérimentales photocatalytiques, qui sont essentielles pour les systéemes de traitement des
eaux usées dans la pratique [30]. Dans lee Tableau V.1 sont présentés les parametres
cinétiques déterminés a partir de la pente et de l'intersection des tracés avec 1’axe des
ordonnées. Les modeles cinétiques de pseudo-premier ordre et de pseudo-second ordre ont
été testés pour déterminer le meilleur modele qui correspond aux données expérimentales.
Les résultats montrent que le modéle de pseudo-premier ordre correspond le mieux aux
données cinétiques de photodegradation du paraceétamol par rapport au deuxiéme modele.
En effet, les valeurs des coefficients de détermination (R?) sont meilleures et sont
comprises entre 0,814 et 0,984 pour les concentrations initiales testées dans le présent
travail. De plus, les valeurs des constantes de vitesse K1 sont Iégérement plus élevées que
celles de Kz ce qui signifie qu'une plus grande vitesse de dégradation est théoriquement
espérée.
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Tableau V.1. Constantes cinétiques de 1’élimination du paracétamol par dégradation
photocatalytique

Catalyseurs Co Modeéle du premier ordre  Modele du deuxiéme ordre
(mg/L) ~, lnc, R K C, R
(min') (Lmg " min’) (L/mg)
TiO2/cellulose 04,00 0,008 01,618 0,933 0,005 0,043 0,776
06,00 0,007 01,967 0,984 0,002 0,088 0,927
08,00 0,007 02,303 0,814 0,002 0,035 0,599
10,00 0,006 02,674 0,935 0,001 0,034 0,773

Pour appuyer ceci, on compare les concentrations initiales expérimentales et calculées a
partir de ce modéle. Ainsi, on voit sur le Tableau V.2, que les quantités expérimentales et
théoriques sont tres loin les unes des autres pour le modele de pseudo-second ordre. Par
contre, dans le modéle de pseudo-premier ordre les quantités expérimentales et théoriques
sont tres proches les unes des autres. Ainsi, on peut conclure que les données
expéerimentales de I’élimination de la molécule médicamenteuse par photocatalyse dans les
conditions de la présente etude sont bien décrites par le modele cinétique de pseudo-
premier ordre. Ces résultats concordent bien avec ceux rapportés dans diverses études, ou
le modéle de pseudo-premier ordre donne en général une meilleure description de la
cinétique de la réaction [5].

Tableau V.2. Comparaison entre les grandeurs expérimentales et calculées

Catalyseurs  Co (mg/L) (';’r'g‘:ée'e de pseudo-premier (I;/Irgcrjgle de pseudo-second
Coexp (Mg/L) Cocal (Mg/L) Coexp (Mg/L) Cocal (Mg/L)
TiOz/cellulose 04,00 04,106 05,043 04,106 23,256
06,00 06,397 07,149 06,397 11,364
08,00 07,929 10,004 07,929 28,571
10,00 12,180 14,498 12,180 29,412
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Chapitre VL. Investigation des tests de toxicité

V1.1. Introduction

La pollution par le paracétamol pose aujourd’hui un probléme crucial compte tenu de ses
nocivités sur I’environnement et la santé publique ce qui a poussé les chercheurs a
développer des procédés efficaces de traitement et d’en investiguer I’impact. L’objectif de
ce travail est d’évaluer la toxicité du paracétamol sur la faune (étude in vivo) et la flore
(phytotoxicité). La phytotoxicité a éte évaluée avant et apres l'irradiation par UV contre la
germination des graines de cresson (Lepidium sativum) afin d’évaluer I'impact du rejet de
solution irradiée dans I'environnement ainsi que pour évaluer l'utilisation possible de la
solution aqueuse prétraitée dans le champ d'irrigation. De plus, 1’étude biochimique
comme paramétre des activités plasmatiques d'uréase, de créatinine, de bilirubine totale, de
LDH, d'ALP, d'ALT, d'AST, de triglycérides et de cholestérol ont été déterminées en
utilisant un spectrophotometre automatisé, ainsi que la perturbation des taux sériques de la
catalase (CAT), l'acétylcholinestérase (AChE) et le malondialdéhyde (MDA) pour
I’exploration du mécanisme du systéme antioxydant. Enfin, nous avons testé ’effet de
paracétamol pur et d’échantillons traités par photocatalyse et par vois biologique par une
étude toxicologique in-vivo sur des souris males. L’étude a consisté a faire des études
histologiques sur le foie et les reins dans le but de mettre en évidence les éventuelles
altérations tissulaires provoquées par ces traitements.

V1.2. Phytotoxicité

La phytotoxicité des milieux de culture végétale basée sur I'indice de germination (IG) des
graines a été évaluée comme décrit par Zucconi et al. (1985) [1].

Nombre de graines germées pour le test
Nombre de germes germées pour le témoin

% Germinatio n = Eq. VI.1

Plusieurs espéces ont été traditionnellement utilisées pour évaluer la phytotoxicité.
Cependant, aucune espece de semence normalisée n'est utilisée dans le monde [2], [3]. Les
graines du cresson ont été utilisées pour ce test, car il s’agit d’une culture qui réagit
sensiblement aux perturbations du substrat. Les tests de cresson sont faciles a réaliser et a
interpréter et nécessitent du matériel disponible. Le test de phytotoxicité a été effectué
pour évaluer I’effet de la dégradation du paracétamol par deux types de catalyseurs
(TiO2/Cellulose et ZnO/Polysturéne) sous irradiation UV et en présence d’oxydants sur la
faculté germinative des graines de cresson. La phytotoxicité de la solution du paracétamol
avant et apres traitement photocatalytique vis-a-vis des semences de la plante etudiées a
été évaluée par des essais a court terme permettant la détermination de 1’lG. C’est un test
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indispensable et parmi les plus communément utilisés pour étudier la toxicité des solutions
traitées et évaluer leur degré d’efficacité. Les echantillons de la solution du paracétamol
concernés par ce test sont représentés dans le Tableau VI.1. Le contrble consiste en

I’échantillon arrosé avec de ’eau de robinet.

Tableau VI.1. Echantillons du paracétamol utilisés pourle test de phytotoxicité

Echantillon Caractéristique

Contrdle (eau de robinet)

Solution du paracétamol a 10 mg/L
Paracétamol / H202 / UV / TiO2
Paracétamol / K2S20g/ UV/ TiO:
Paracétamol / H202/ UV / ZnO
Paracétamol / K»S;0s / UV / ZnO

o Ol A W DN B

La croissance en hauteur de la partie aérienne du cresson a été mesurée en fonction du
temps. Les photos de la Figure VI.1 illustrent la croissance des plantes durant 48 heures
dans des boites de pétri additionnés de doses de solution traitée par les oxydants peroxyde
d’hydrogéne et le persulfate de potassium.

La premiere phase (avant 24 h) est la phase d'imbibition au cours de laquelle les graines ne
germent pas (Figures VI1.1-A). C’est un phénoméne d’entrée rapide d’eau par les graines et
la synthése des enzymes indispensables au métabolisme de base de la germination. Ces
enzymes sont nécessaires a 1I’hydrolyse des réserves contenues dans la semence. Ce délai
correspond donc au temps pris par la radicule pour percer les téguments de la graine [4].
La deuxiéme phase correspond & la phase de germination (Figures VI1.1-B). C’est une
phase trés importante car elle conditionne la croissance ultérieure. Elle débute au 1°" jour et
s’arréte a la fin de ’expérimentation.

La troisiéme phase débute au 2°™ jour et s’arréte & la fin de I’expérimentation (Figures
VI.1-C). Cette phase correspond a la phase de croissance, durant laquelle les germinations
suivent une cinétique caractérisée par une augmentation de la respiration et I’entrer d’eau.
C’est lors de cette phase que I’embryon exploite les réserves contenues dans le milieu de
culture [5]. Aprés 48 h il y a la phase plateau qui marque la fin de la germination d’une
graine. Cette phase correspond a une période ou les pourcentages de germination
n’évoluent plus.
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Figure V1.1 : Germination des raines de cresson arrosées avec les solutions
photocatalysées avec UV/ H202/TiO2 ; UV/K2S208/TiO2, UV/ H202/ ZnO et UV/K2S20s/
ZnO (A) avant, (B) apres 24 h et (C) aprés 48 h de germination

La figure V1.2, représentent la variation des taux cumulés des essais de germination durant
48 heures en fonction des échantillons testés. Phytotoxicité élevee
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Figure V1.2 : Indice de Germination des solutions paracétamol pour différents
types de catalyseurs

La toxicité des échantillons non traités et traités par photocatalytique a lI'aide de graines de

cresson a été évaluée. L’IG le plus élevé a été observé en cas de controle (eau du robinet).
Comparativement au témoin, les tests ont démontré un pourcentage de germination plus
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faible dans les graines (IG = 43%) pour I'échantillon non traité par rapport aux graines
pulvérisées avec de I'eau contenant des sous-produits. Dans ce cas il y a une toxicité a
I’égard des graines puisque son IG < 50 %. Par contre, les histogrammes relatifs au
ZnO/PS montrent que les racines de cresson ont dévoilé un petit accroissement en hauteur
en présence de HxO. et K>S;Os conduisent a des sous-produits de dégradation de
phytotoxicité modérée (50 % < IG < 70 %) puisque 1’on note des IG de 46,62 et 68,07 %,
respectivement. En effet, la croissance de cette espéce est nettement affectée par la
présence de TiO2/CS. Les indices de germination les plus élevés sont obtenus de 80 et 91,1
% chez les deux oxydants H20. et K2S.Os, respectivement. Dans la littérature, un 1G
supérieur ou egal a 70 % de référence pour le Cresson (Lepidium sativum) est celui des
sous-produits de dégradation sans effets phytotoxiques [6].

V1.3. Parametres biochimiques
V1.3.1. Analyse fonctionnelle de sérum

Pour mettre en evidence la toxicité engendrée par le paracétamol, une administration par
voie orale de 500 mg/kg est réalisée. Apres 04 jours de traitement, des effets de différents
traitements sur les taux plasmatiques chez les souris sont constatées. Les résultats obtenus
de l'urée, de créatinine, de bilirubine, de phosphatase alcaline (ALP), d'aspartate
aminotransférase (AST), d'alanine transaminase (ALT), de lactate déshydrogénase (LDH),
de triglycérides et du cholestérol sérique sont illustrés dans la Figure VI1.3. Pour un
surdosage de paracétamol, les résultats indiquent une augmentation significative des taux
plasmatiques de bilirubine totale, d’ALT et d’AST par rapport au groupe témoin.
L’augmentation de la concentration de ’urée et de bilirubine est hautement significative
chez les deux lots traités par la photocatalyse et par la biodégradation. Par contre, les
activités du sérum des enzymes créatinine, ALP, ALT, AST et LDH étaient
significativement ( p < 0,05) plus faible chez les souris traités par UV/TiO (G 2) et par la
souche E1.21 (G 3) par rapport au groupe témoin. Cependant, il n’existe aucun
changement dans la concentration sérique des triglycérides.
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Figure V1.3 : Effets de différents traitements sur les taux plasmatiques chez la souris. (A)
Urée, (B) Créatinine, (C) Bilirubine T, (D) Phosphatase alcaline, (E) Alanine transaminase,
(F) Aspartate aminotransférase, (G) Lactate déshydrogénase, (H) Triglycérides et (I)
Cholestérol. G1: Groupe 1 (souris exposées au paracétamol pur), G2: Groupe 2 (souris
exposées au paracétamol dégradé par photocatalyse au TiO2) et G3: Groupe 3 (souris
exposées au paracétamol dégradé par la souche E1.21). Les valeurs sont la moyenne + ET
(n=35).a, b, c...: Les lettres minuscules représentent les différences selon Student-
Newman-Keulstest a p <0,05

La dégradation des composés protéiques hépatiques, peut expliquer 1’augmentation de
I’urée et de la créatinine sérique chez les souris traitées par la voie photocatalytique et par
voie biologique, ou les protéines peuvent étre dégradées en acides aminés puis en urée et
créatinine. Ainsi ces acides aminés formés peuvent se transformer sous [’action des
aminotransférases sériques en composés carboxyliques tel que I’acide pyruvique [7].
Comme la créatinine est éliminée exclusivement par les reins, son augmentation
significative est probablement due a 1’altération de la fonction rénale. Une surdose de
paracétamol provoque une insuffisance rénale aigué [8]. Par ailleurs, 1’¢1évation du taux de
la bilirubine totale par les doses toxiques du paracétamol peut étre attribuée au stress
oxydatif induit par le NAPQI. Ce phénomene provoque I’oxydation de I’hémoglobine en
méthémoglobine qui peut étre dégradé en bilirubine, son métabolite final. Ce résultat est en
accord avec les travaux de Udosen et al [9]. Aussi on peut suggerer que les taux sériques
d'ALT et d'AST élevés par rapport au groupe témoin chez les souris traitées par une
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solution de paracétamol pur a 400 mg/L est liée a I’effet hépatotoxique de ce médicament
analgésique sachant que le foie est I’organe principal de la détoxification parce qu’ilsecrete
la plupart des enzymes du métabolisme, en effet 1’augmentation des taux plasmatiques
provoque une hépatotoxicité qui mene a la formation de N-acétyl-p-benzoquinoneimine
(NAPQI) par le cytochrome P450 qui est généralement inactivé par le GSH hépatique [10-
13]. Bajt et al [14] ont montré que le traitement des souris sauvages avec PARA (200 mg
/ kg) pendant 6 h a induit une élévation des valeurs plasmatiques de I'ALT de 8600 + 1870
U /1. De plus, la LDH est une enzyme cytoplasmique présente dans tous les tissus et elle
est facilement libérée dans le plasma lors d’une lésion tissulaire. L’accumulation du
pyruvate peut expliquer I’augmentation de la LDH qui catalysant la transformation
réversible lactate-pyruvate. La diminution significative du cholestérol peut étre due a
I’hépatotoxicité causée par le paracétamol. Ghanem et al [15] ont affirmé que les doses
toxiques du PARA induisent une élévation de 1’excrétion biliaire. Le cholestérol est le
constituant essentiel de la bile, donc ceci peut expliquer la chute du taux du cholestérol.
Pour les souris traitées par UV/TiO. (G 2) et par la souche E1.21 (G 3), ces résultats
révélent aussi une augmentation bien claire de la concentration du cholestérol mais
également de sa dégradation hépatique, cet effet peut étre expliqué par les effets des
hormones thyroidiennes, la T4 qui est convertie en T3 par désiodation dans de nombreux
organes périphériques, notamment le foie [16].

V1.3.2. Activité des enzymes antioxydantes

L’évaluation de la toxicité du paracétamol ou I’acétaminophéne est exprimée par le dosage
du CAT , MDA ainsi que le dosage de I’AChE sur les fonctions hépatiques et les fonctions
rénales (Figure V1.4). La concentration du CAT a diminué significativement au niveau de
deux organes étudiés : le foie et les reins. Cette diminution est chez les trois Groupes (G1,
G2 et G3) par rapport au souris témoin. En revanche, 1’auto-oxydation des lipides
exprimée par la concentration de la MDA a augmenté significativement par comparaison
au groupe témoin, surtout chez les souris exposées au paracétamol (G1) avec une
administration par voie orale pendant 96 h, ceci peut conduire a un état de stress oxydatif
notamment au niveau des globules rouges [17]. Chez les souris traitées par UV/TIO: (G2),
aucune modification de 1’activit¢ MDA n’a ét¢ mise en évidence dans les tissus hépatiques
et les tissus rénaux. L’augmentation de 1’activité enzymatique de la MDA est remarquée
chez les souris traitées par la souche Pseudomonas putida E1.21 (G3) dans les tissus
rénaux, tandis qu’aucune augmentation de I’activité MDA n’a été détectée dans les tissus
hépatiques des souris de Groupe 3. L’AChE permet d’hydrolyser rapidement
I’acétylcholine afin de stopper rapidement la stimulation du récepteur. Au niveau du foie,
une augmentation significative de 1’activités AChE chez les souris du Groupe 1 et du
Groupe 2 a été notée, par contre pour les souris traitées par la souche E1.21 (G3) ont
présenté une diminution significative par comparaison au groupe témoin. Au niveau du
rein, seules les souris de Groupe 2 ont présenté une augmentation significative d’activité
AChE par rapport au groupe témoin.

Page 93



Chapitre VI ‘ Investigation des tests de toxicité

L’effet oxydant de paracétmol sur les fonctions hépatiques et les fonctions rénales a
étéconfirmé par tous les travaux entrepris tels ceux de Abdelkhalek et al [18] qui ont
montré que le paracétamol a provoque des lésions hépatiques marquéees, comme indiqué
par une augmentation significative de la teneur en peroxydation malondialdéhyde (MDA),
de la catalase (CAT) et de I'acétylcholinestérase (AChE) [18]. L'acétaminophéne (PARA),
également connu sous le nom de paracétamol, est le médicament analgésique et
antipyretique le plus fréquemment utilisé. Cependant, il peut induire une hépatotoxicité
oxydée par le stress a des doses élevees [19]. Enfin, les activités enzymatiques (Catalase,
malondialdéhyde et acétylcholinestérase) sont d’excellents indicateurs d’un stress oxydant
[20,21].
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Figure V1.4 : Activités enzymatiques antioxydantes, taux de CAT, de MDA et d'AChE
dans le foie et les reins des groupes témoins et expérimentaux de souris. G1: Groupe 1
(souris exposeées au paracétamol pur), G2: Groupe 2 (souris exposées au paracétamol
dégradé par photocatalyse au TiO2) et G3: Groupe 3 (souris exposées au paracétamol
dégradé par la souche E1.21). Les valeurs sont la moyenne = ET (n =5). a, b, c etc.: les
lettres minuscules représentent les différences selon le test de Student-Newman-Keulsa
a, bap<0,05
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V1.4. Etude morphologique
V1.4.1. Effets du paracétamol pur et traité sur le poids corporel

Le suivi de la variation de la masse corporelle des souris au cours de 1’expérience de
toxicit¢ aigué a démontré qu’il y a une diminution significative du poids final
comparativement au poids avant traitement.

Aucun animal n'est mort pendant la période d'exposition. La Figure V1.5 montre le poids
corporel initial et final de tous les groupes étudiés. Dans le premier constat il y a une
variation dans le poids corporel. Cette variation est plus visible chez les lots traités avec le
paracétamol et la photocatalyse ou la masse corporelle a été moins elevée par rapport a
celui du poids initial. Cependant, la seule augmentation significative du poids corporel
apres traitement par rapport au témoin a été observée dans le lot traité avec la souche de P.
putida E1.21 (G3). On peut conclure que, en fin de traitement, la variation des poids
corporels a révélé une faible diminution dans les trois groupes traités G1, G2 et G3 par
rapport aux animaux témoins.
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Figure IV.5 : Histogramme montrant le poids corporels (exprimés en g) de
souris exposées au paracétamol pur (Groupel), au paracétamol dégradé par
photocatalyse TiO2 (Groupe2) et au paracétamol dégradé par la souche P.
putida E1.21 (Groupe3) au début et a la fin de I'expérience

V1.4.2. Effets du paracétamol pur et traiter sur le poids relatif du foie et rein

Les histogrammes de la variation des poids des organes par rapport a 24 g du poids
corporel ont montré qu’il n’ya pas de différence significative des poids relatif du foie et du
rein des souris en les comparant aux témoins (Fig. V1.6).

Les perturbations biochimiques sont liées a 1’augmentation des poids hépatiques et des
poids rénaux apres le traitement par le paracétamol. Ces derniers ont remarque que les
souris gavées du paracétamol subissent une perte de poids corporel, en revanche les poids
relatifs du foie et des reins ont largement augmentés. Ces organes sont des tissus cibles a
I’intoxication au paracétamol, ce qui augmente leur taille. Au terme de 04 jours de
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traitement, la variation du poids des organes révele une augmentation significatif de la
masse hépatique chez le Groupesl et le Groupe3 par comparaison au témoin. Seules les
souris qui ont été traitées par photocatalyse TiO2/UV (Groupe2) a marqué une diminution
significative au poids du foie. Nous avons constaté une augmentation du poids des reins
chez le Groupel qui peut étre expliquée par les lésions tissulaires démontrées par les
coupes histologiques du rein. Pour le Groupe2 et Groupe3 il n’ya pas de différence
significative des poids rénaux.
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Figure V1.6 : Histogramme montrant le poids relatif de foie et de rein
(exprimés en mg/g), chez des souris males exposées au paracetamol pur
(Groupel), au paraceétamol dégradé par photocatalyse TiO2 (Groupe2) et au
paracétamol dégradé par la souche P. putida E1.21 (Groupe3)

V1.5. Etude histologique

Les coupes histologiques des foies et des reins colorés a hématoxyline—éosine (H&E) des
animaux du groupe témoin et chez des souris males exposées au paracétamol pur et ceux
du groupe traité au paracétamol dégradé par photocatalyse TiO; et au paracétamol dégrade
par la souche de P. putida E1.21 ont été observées dans le but de mettre en évidence les
éventuelles altérations tissulaires provoquées par ces traitements (Figure V1.7).

Pour l'analyse histologique, nous avons remarqué un foie et un rein normaux dans le
groupe témoin. Au niveau du foie, pour les souris G1 (paracétamol pur), nous avons
remarqué une modification seévere de l'architecture du foie comprenant des sinusoides
dilatées, des veines centro-lobulaires dilatées et des hépatocytes ballonnés irréguliers.
Nous avons également observé une infiltration des cellules inflammatoires et des
congestions vasculaires avec une veine centro-lobulaire dilatée. En revanche, chez les
souris G2 (UV / TiOy), la structure des hepatocytes était assez bien préservée par rapport
aux souris G1 avec la présence de congestions vasculaires et une réduction significative
des infiltrations inflammatoires. Pour les souris traitées avec la souche de P. putida E1.21,
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on a noté également qu'elle présente une réduction significative des infiltrations
inflammatoires. Concernant I'histopathologie du rein, les souris exposées au paracétamol
ont produit une infiltration des cellules inflammatoires et des dilatations des tubules
rénaux. Le traitement de photocatalyse (UV / TiO>) et le traitement biologique (souche P.

putida E1.21) montrent une correction des Iésions avec une réduction significative d'un
infiltrat inflammatoire chez les souris G3.

Control

G1

G2

G3

Foie

Figure V1.7 : Coupes histologiques du foie et des reins de groupes témoins et
expérimentaux de souris (H&E, 100x). G1: Groupel (souris exposées au

paracétamol pur), G2: Groupe2 (souris exposées au paracétamol dégradé par

photocatalyse au TiO2) et G3: Groupe3 (souris exposées au paracetamol
dégradé par la souche P. putida E1.21
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Conclusion générale et perspectives

Les objectifs projetés au debut de la thése ont été concretisés. En effet, un procédé
photocatalytique opérant dans un réacteur batch a ét¢ mis en ceuvre. Le pouvoir de
comprendre les phénoménes fondamentaux et connaitre leurs effets a constitué une grande
partie de notre travail et les résultats obtenus sont prometteurs.

Dans le chapitre relatif a la photocatalyse hétérogeéne, 1’é¢tude a montré que la cinétique de
dégradation du paracétamol a été réalisée par deux systémes catalytiques a base de semi-
conducteurs : TiO2/cellulose et ZnO/polystyreéne. A 1’issue des premiers résultats, on peut
dire que la photocatalyse est une technique efficace pour le traitement des effluents pollués
par le paracétamol. Les deux catalyseurs supportés sur des couches de cellulose et
polystyrene ont montré une certaine activité photocatalytique vis-a-vis du polluant
sélectionné.  En  particulier, les  systtmes  UV/TiOz/cellulose/S,0s> et
UV/ZnO/polystyréne/S,0s> se sont révélés trés performants puisqu’ils ont conduit a un
rendement de dégradation de la molécule de 85,4 et 93,1%, respectivement. L’étude
cinétique de photocatalyse ayant été suivie, nous avons pu vérifier quelques hypotheses et
obtenir quelques résultats intéressants:

- Il est préférable d’utiliser un catalyseur fixé sur un support pour éviter I’étape de
filtration a la fin du traitement photocatalytique ;

- La photocatalyse UV s'est révélée meilleure que celle activée par les radiations visible et
solaire;

- L’efficacité photocatalytique du TiOz/cellulose et ZnO/polystyréne dépend de la
concentration initiale du polluant, du temps d’exposition a la lumiére, de la dose de
catalyseur et du pH ;

- Il est possible de travailler a une température de 20+1 °C puisque la température
n’affecte que tres peu la cinétique de photodégradation ;

- L'ajout d'oxydants (H20:2 et K2S20s) influe globalement sur la capacité de dégradation du
polluant organique; en particulier, I'ion peroxydisulfate augmente fortement la capacité de
dégradation du paracétamol en présence des deux catalyseurs supportés qui garantissent un
transport d'électrons rapide et une exposition homogene a la lumiere ;

- Cinétiquement, la dégradation du paracétamol en présence de UV/TiOz/cellulose suit
bien le modele de pseudo-premier ordre et correspond mieux aux données
expérimentales ;

- Les tests de toxicité sur la faune (étude in-vivo) et la flore (phytotoxicité) ont été mis en
ceuvre pour voir I’effet du traitement photocatalytique. Les essais de phytotoxicité ont
révélé que les échantillons photocatalysés n'étaient pas toxiques pour les graines de
cresson ;

- Les résultats relatifs aux tests de toxicité in-vivo (avec des souris) ont montré qu'une
surdose de paracétamol peut endommager le foie de maniére irréversible et entraine une
diminution de la capacité rénale (hépatotoxicité). Cependant, pour les souris ayant
consommé les échantillons traités avec le catalyseur UV/TiOz/cellulose, les activités des
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enzymes créatinine, ALP, ALT, AST et LDH étaient significativement plus faibles
(p<0,05) que chez les souris prises comme groupe témoin. A partir de ces résultats, on
peut conclure que le traitement photocatalytique joue un role clé dans I'amélioration du
statut antioxydant et peut donc étre considéré comme trés efficace pour la dégradation de
molécules organiques pharmaceutiques présentes dans 1’eau sans présenter de symptomes
de toxicité.

Cette ¢tude a mis en évidence I’efficacité du procédé photocatalytique pour le traitement
des eaux contaminées par le paracétamol. Ces résultats prometteurs suggerent la
réutilisation potentielle de I'eau traitée dans l'irrigation des cultures. Cependant, ce travail
expérimental peut encore étre amélioré en vue d’une optimisation compléte a I’échelle de
laboratoire et une extrapolation éventuelle a grande échelle. Les points a considérer sont
essentiellement axés sur :

» L’utilisation d’autres matériaux comme supports de catalyseur ;

» L’orientation vers une utilisation répétée du catalyseur afin d’assurer un rendement
économique optimal du procédé en question ;

» Nous proposons d’effectuer des essais photocatalytiques dans des réacteurs de
différentes configurations et de source lumineuses diverses (lampes LED, par exemple)
afin de réduire les codts liés a la consommation énergétique tout en recherchant
d’atteindre la plus grande performance photocatalytique ;

» Tester des concentrations de 1’ordre du nanogramme/litre dans le but de vérifier la
faisabilité du procédé dans cette gamme de concentrations.

> Coupler le procédé photocatalytique a un procédé biologique qui serait sans donc une

option intéressante tant au niveau économique qu’environnemental.

Page 101



Annexes



Annexe | Elimination du paracétamol par biodégradation

Annexe |
Elimination du paracétamol par biodégradation

Le présent travail a été réalisé au sein des laboratoires de microbiologie et de chimie
analytique de I'unité de recherche « Analyses et Procédés Appliqués a I’Environnement
UR17ES32 ». Dans cette partie, nous exposons la méthodologie expérimentale utilisé
avec les résultats et la discusion. L’objectif principal de ce travail de recherche était
d'isoler et d'identifier les souches bactériennes dégradant le paracétamol, a partir des
eaux usees des hopitaux de la ville de Monastir, Tunisie. De plus, la capacité de
dégradation de ces souches bactériennes a eté élaboree. Afin de fournir des
connaissances plus complétes sur l'utilisation des bactéries dans la remédiation
pharmaceutique.

I.1. Site d*échantillonnage

Un échantillon d'effluent hospitalier a été collecté a I'hdpital Fattouma Bourguiba situé
dans la ville de Monastir (35° 767 74 " N; 10° 836 37 " E), Tunisie (en Janvier 2019).
Les eaux usées ont été échantillonnées avant le point de rejet en utilisant une méthode
d'échantillonnage instantané. L'échantillon a été collecté dans un flacon en verre
autoclavé et immédiatement transporté au laboratoire et conservé a 4 °C jusqu'a
I'analyse microbiologique et toxicologique.

Figure 1.1 : Emplacement du site d’échantillonnage (Hopital
Fattouma Bourguiba)
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1.2. Procédure d'enrichissement et isolement des bactéries dégradant le
paracétamol

Pour isoler les bactéries capables de dégrader le paracétamol, deux méthodes
d'enrichissement d'échantillons d'eaux usées ont été utilisées. Dans la premiere méthode
d'enrichissement, 1 ml d'échantillon a été transféré dans une fiole Erlenmeyer contenant
90 ml de bouillon de soja tryptique stérile (TSB) et incubé a 30 ° C pendant 3 jours.
Apres centrifugation (4500 tr / min / 15 min), 90 ml de milieu salin minéral stérile
(MSM), qui contenait NaHPO4 - 2H-0, 500 mg / L; KH2PO4, 500 mg / L; NaCl, 10 mg
/ L; MgCl>-6H20, 200 mg / L; CaClz, 20 mg / L; MnSOs, 0,339 mg / L; ZnSQOg4, 0,428
mg / L; (NH4) 6 M07024. 4H20, 0,347 mg / L; CoCl> - 6H20, 0,4 mg/L; EDTA, 10 mg
/ L; Un pH, 7 £ 0,2, a été ajouté au culot cellulaire résultant et supplémenté avec 100
mg / L de paracétamol comme source de carbone unique [1]. La molécule
pharmaceutique a été introduite sous forme de solution aqueuse, qui a été stérilisée par
filtration (0,2 um). Apres mélange, la culture a été incubée a 30 ° C pendant 3 jours sur
un agitateur rotatif a 150 tr / min. Dans la deuxiéme méthode d'enrichissement, 1 mL
d'échantillon a été dissous dans 90 mL de MSM (pH 7 £ 0,2) contenant 100 mg / L de
paracétamol et 10 mg / L de glucose et incubé a 30 ° C pendant 3 jours. Apres
centrifugation, le culot cellulaire a ensuite été remis en suspension dans un MSM frais
avec la méme concentration de paracétamol (100 mg / L) et incubé dans les mémes
conditions pendant 3 jours. Pour isoler les souches bactériennes pures, une dilution
décimale a partir des cultures d'enrichissement finales a été réalisée sur des plaques
d'agar MSM complétées avec 100 mg / L de paracétamol comme seule source de
carbone.

1ml /_JL'\ 1ml 1ml 1ml
9 ml eau ' 1
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physiologique
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Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
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Figure 1.2 : Différents isolats d'échantillonnage E1 et E2 a 30 °C
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En fonction des caractéristiques morphologiques de la colonie, différentes souches
bactériennes ont été sélectionnées et purifiées par stries répétées sur le milieu TSA.
Nous avons retenu au final 42 isolats pigmentés, qui ont fait I’objet de cette étude. Les
souches bactériennes est conservée a —80 °C dans un milieu contenant 75% de TSB et
25% glycérol.

Stériliser ’anse

de platine a la

flamme du bec
bunsen

Prélever une

3 < Faire le 1¢" repiquege Faire le 2¢™¢ repiquege
colonnie avec 1 anse (cadron 1) (cadron 2)
de platine refroidie

Figure 1.3 : Purification des colonies dans le milieu TSA+ 100 mg/L PARA

1.3. Sélection de bactéries dégradant le paracétamol

Pour cribler les bactéries dégradant le paracétamol les plus efficaces, la tolérance
pharmaceutique des isolats a d'abord été testée sur milieu liquide MSM supplémenté
avec une concentration croissante de paracétamol (de 100 a 400 mg / L) et avec une
ancienne culture en suspension pendant une nuit (environ 106 CFU / mL). d'isolats, a
ensuite été incubé dans les mémes conditions ci-dessus (a 30 ° C pendant 3 jours sur un
agitateur rotatif a 150 tr / min). L'évaluation de la tolérance a été réalisée en triple dans
une plaque de microlitre a 96 puits. Apres cela, la densité optique a 600 nm a été
mesurée (OD600). Parmi les 42 souches, quatre souches E1.21, E1.27, E2.35 et E2.41
(Figure 1.4) ont été sélectionnées capables de croitre sur 400 mg / de paracétamol,
tandis que d'autres peuvent tolérer une concentration de paracétamol allant de 100 a 250
mg/ L (Figure 1.5).

Figure 1.4 : Les quatre isolats obtenus sur le milieu TBS + 400 mg/L PARA
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Figure 1.5 : Concentration maximale de paracétamol tolérée par les isolats dans
les MSM

P. putida E1.21 était le seul isolat a haute tolérance capable de croitre aprés 24 h
d'incubation (Fig. 1.6), qui a été sélectionné pour une recherche plus approfondie sur
la capacité de biodégradation.

-=@=-=-E1.2]1] — ®— E1.27 —d— E2.35 —@— E2.41

DO (600 nm)

Temp d’incubation (heure)

Figure 1.6 : Courbe de croissance de chaque souche pure dans du MSM liquide
ajouté avec 400 mg/L

I.4. Identification de D’isolat utilisé pour la biodégradation du
paracetamol

Les bactéries isolées a partir de cet échantillon ont fais I’objet d’une caractérisation

basée essentiellement sur les criteres morphologiques, biochimique et sur
I’identification moléculaire.
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1.4.1. Identification morphologique

Apres I’obtention de I’isolat pure a étudier, nous avons procédé a son identification
selon son aspect macroscopique et microscopique.

» Observation macroscopique des colonies
L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I’isolement aprés 24 heures d’incubation. Elle permet d’observer la taille, la forme, la
couleur, I’aspect de la surface, I’opacité, la consistance et I’odeur des colonies.

» Observation microscopique
L’observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules
d’une espeéce microbienne. Elle comprend deux examen : ’exament a 1’état frais et
I’exament aprés coloration.
Examen a I’état frais : 1’¢tat frais est une technique qui permet 1’observation sur les
cellules vivantes entre la lame et lamelle a I’objectif x 40. Le but de cette étape est de
déterminer la forme des bactéries ainsi que le type de leur mobilité et leur forme de
regroupement.
Examen apres coloration : les colorations, réalisées sur des frottis séchés et fixés, sont
classées en: coloration simple au bleu de méthylene ; coloration différentielle type
Gram et coloration spéciales des structures bactériennes.
Dans le présent travail nous avons utilisé la coloration Gram [2], cette technique de
coloration est la plus utilisée dans I'étude et la classification des bactéries en deux
grands groupes : les bactéries a Gram positif (G+) et a Gram négatif (G-).
Le tableau 1.1 résume toutes les résultats de 1’identification morphologique de notre
bactéries.

Tableau I.1. Identification macroscopique et microscopique des quatre souches

Macroscopique Microscopique
Souches ) Mode de Gram
Taille Couleur Bord Forme
regroupement
E1.21 Moyenne Beige Ordinaire  Coccsi Diplocoques  +
Beige clair L. . )
E1.27  Moyenne ’g Ordinaire  Coccsi Isolée +
crémeux, blanc
E2.35 Courte Jaune verdatre  Ordinaire  Coccobacille Isolée -
E2.41  Courte Beige, blancre  Ordinaire  Coccsi Diplocoques -

1.4.2. Identification biochimique

Ces tests permettent 1’identification de caractéres morphologiques et métaboliques,
parmi lesquels : la morphologie (forme, mode de groupement, mobilité), culturaux
(exigences en substances nutritives, temperature d’incubation, condition d’incubation),
biochimiques (voies d’utilisation des sucres, recherche des métabolites), le type
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respiratoire (aérobie stricte, anaérobie facultative...), les sources carbonées et azotées
utilisees et les systémes enzymatiques caractéristiques (oxydase, catalase, nitrate
réductase...). En travail de routine, trois tests ont été utilisé pour identifier la bactérie
étudiée, le test de catalase, oxydase et la galerie API.

Test de catalase : la catalase est une enzyme qui catalase la dégradation de peroxyde
d’hydrogeéne (H202), produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries
en HxO et %2 O. La recherche de la catalase est un test fondamental pour 1’identification
des bactéries a Gram positif [3].

Test de PPoxydase: la recherche de 1’oxydase est 1'un des critéres les plus
discriminants et les plus utilisés pour I’identification des bactéries. Pour effectuer ce
test, on humecte une petite surface de papier filtre de quelques gouttes du réactif de
I’oxydase et on y étale une petite quantité de matériel bactérien, au moyen d’un
instrument en verre. Les espéces oxydase positives donnent une coloration rouge
violacée au bout de 10 secondes ; la réaction est tardive entre 10 et 60 secondes, et elle
est négative apres 60 secondes [4].

Test de la galerie API : Le principe de I’identification de la galerie API en systeme
miniaturisé (micro-galerie) est le méme que celui enzyme/substrat. Chaque cupule
contient un substrat différent avec lequel chaque enzyme bactérienne réagit. Apres une
incubation a 30 °C pendant 24 h, Les résultats obtenus suite a I’identification a ’aide du
catalogue analytique.

Le tableau 1.2 résume toutes les résultats de 1’identification biochimique de notre
bactéries.

Tableau 1.2. différents tests biochimiques utilisés pour les quatre souches

Souches Catalase Oxydase API

: pontoea Spp/ gtrobocter freundu

El.21 + +
0004: stenotrophomonasmaltophlI|a/sh|gelIas
D /seudomonas spp
E1.27 + + == :
E2.35 + +
m_
0004: stenotrophomonasmaltophlI|a/sh|gelIas
pp/pseudomonas spp
E2.41 + + e
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1.4.3. Identification moléculaire

Apres caractérisation morphologique et biochimique des souches bactériennes pures,
I'ADN génomique a été extrait selon les procédures standards phénol / chloroforme [5].
L'amplification par PCR de la région ITS 16S — 23S et du géne de I'ARNr 16S a éte
réalisée avec les amorces universelles suivantes: S-D-Bact-1494-a-S-20, S-D-Bact-
0035-a-A-15, SD-Bact-0008-a-S-20 et S-D-Bact-1495-a-S-20, respectivement, comme
décrit par [6]. Tous les produits de PCR (amplicons ITS et ARNr 16S) ont été migrés,
respectivement, sur des gels d'agarose standard a 2 et 1,5% dans un tampon 0,5 x Tris —
borate — EDTA et colorés pendant 30 min dans une solution de bromure d'éthidium a
0,5 mg / L. Les fragments d'ARNr 16S amplifiés ont été séquencés et comparés a ceux
disponibles déposés dans la GenBank dans la base de données du centre national pour la
biotechnologie Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) en utilisant le
programme BLAST [7]. Un dendrogramme phylogénétique a été créé en utilisant la
méthode de jonction voisine, et une topologie arborescente a été évaluée par bootstrap
avec 1000 réplications via le logiciel MEGA 6 [5].

Par rapport aux techniques chimiques, les microorganismes jouent un rdéle important
dans la décomposition biologique des composés pharmaceutiques présents dans
I'environnement [8]. Deux methodes d'enrichissement ont été adoptées dans cette étude
afin d'isoler les bactéries tolérantes au paracétamol a partir d'échantillons d'effluents
hospitaliers. Une collection de quarante-deux souches aérobies a été obtenue qui
comptent 27 souches récupérées de la premiére culture d'enrichissement et 15 souches
d'un échantillon d'effluent adapté en MSM avec 100 mg/L de paracétamol comme seule
source de carbone (deuxiéme enrichissement). L'impression digitale ITS-PCR a été
appliquée pour évaluer la diversité bactérienne de la collection. Les régions ITS (entre
les génes ARNr 16S et 23S) représentent des sequences hautement conservées dans les
zones englobant les genes ARNr et des regions relativement stables situées aux
extrémités de I'espaceur.Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré une
diversité bactérienne significative avec la détection de 31 haplotypes distincts (Fig.1.7).
Cette diversité s'est exprimée de maniére différentielle et liée aux approches
d'enrichissement utilisées pour I'isolement bactérien. Par conséquent, la premiére
méthode a montré 18 haplotypes contre 13 autres pour correspondre a différents
haplotypes avec la seconde (Fig. 1.7). Les profils ITS-PCR étaient composés de 1 a 7
bandes reproductibles avec des tailles allant de 100 a environ 2000 pb. H1, H2 et H4
étaient les haplotypes les plus représentés dans la collection, chacun ayant éte révelée
dans trois isolats. Les principaux haplotypes ont été trouvés dans une ou deux souches.
Dans I'ensemble, I'application des deux méthodes pourrait étre utile pour une vue en
profondeur de la diversité bactérienne.
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Figure 1.7 : Déréplication de la collection basee sur les espaceurs internes
transcrits amplifiés ARNr 16S — 23S: analyse ITS-PCR: haplotypes: 1- 31, M1.:
marqueur de taille moléculaire 1 kb, M2: marqueur de taille moléculaire 100 pb,
isolats: E1. 21 — E1.27 (obtenu avec la premiere procédure d'enrichissement) et

E2.35 - E2.41 (obtenu avec la deuxieéme procedure d'enrichissement)

Aprés séquencage, l'analyse phylogénétique a révélé que les isolats appartenaient a 3
genres différents: Achromobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas, qui appartiennent
au groupe Protéobactéries (Fig. 1.8).

a9 E2.35

g5 |+ Pseudomonas sp. (MT416115.1)
E1.21

2L Pseudomonas putida (MF952434.1)
E1.27

971 Stenotrophomonas sp. (KX645672.1)

52

E2.41
9 I: Achromobacter marplatensis (KC790296.1)
Bacillus cereus (NR 074540.1)

0.1

Figure 1.8 : Analyses phylogénétiques des isolats bactéeriens les plus efficaces
tolérant le paracétamol sur la base de séquences partielles d'’ARNr 16S
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1.5. Biodégradation du paracétamol par P. putida E1.21

Des expériences de biodégradation du médicament par les isolats sélectionnés ont été
réalisées en utilisant un flacon en verre contenant 50 ml de milieu MSM stérile (pH 7,0
+ 0,2), inoculé avec un culot cellulaire d'une culture d'une nuit et ajouté avec 400 mg /
L du composé a tester comme seule source de carbone. Les flacons ont été incubés
jusqu'a 24 h a 30 ° C avec agitation a 150 tr / min. Un contrdle abiotique a été réalisé
avec du milieu non ensemencé dans les conditions (Figure 1.8). Les échantillons de
culture ont été pris a des intervalles de temps réguliers (toutes les 2 h) pour la
croissance bactérienne en mesurant la densité optique (DO600). Pour surveiller la
concentration de paracétamol, 2 ml de suspensions cellulaires ont été prélevés dans
chaque bouteille, centrifugés a 12 000 tr / min pendant 30 min. Ensuite, le surnageant a
été extrait avec un solvant méthanol (v / v). Apres centrifugation, la phase organique a
été filtrée a travers un filtre seringue de 0,22 um directement dans des flacons propres
jusqu'a l'analyse. La séparation a été réalisée a 30 ° C sur une colonne C18 (250 x 4,6
mm; Inertsil ODS-4, GL Sciences, Japon) qui a été éluée avec un mélange acétonitrile —
0,1% d'acide acétique (rapport 30:70) comme phase mobile a un débit de 0,8 mL / min.
Le volume de 1'échantillon injecté était de 10 pL. Le temps de rétention était d'environ
4,8 min (8 V.6). La concentration de paracétamol a été calculée en comparant la zone
de pic obtenue a partir des extraits de culture et la surface des quantités connues de
I'étalon interne. Pour réaliser I'étude toxicologique, la culture a été centrifugée a 13 000
rpm pendant 10 min; puis, le surnageant a été récupéré et filtré a travers un filtre
seringue de 0,22 um dans des tubes stériles jusqu'a I'analyse. Les résultats de L'analyse
HPLC présenté dans le chapitre V a montré une élimination rapide et maximale du
paracétamol en présence de P. putida E1.21 (~ 92%) aprés 32 h d'incubation sur un
milieu MSM supplémenté avec 400 mg/L de médicament.

MSM + Para MSM + Para
(Control) +E1.21

Figure 1.8 : Une plaque de Petri montrant P. putida E1.21 cultivée en milieu

solide. b Croissance de la souche E1.21 dans du MSM liquide complété avec

400 mg / L de paracétamol comme seule source de carbone (30 ° C, pH 7,0 =
0,2 et 150 tr / min)
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1.6. Conclusion

-La biodégradation s’est révélée efficace avec une capacité de déegradation du polluant
(paracétamol) de 92%.

-La dégradation du paracétamol par P. putida E1.21 s'est manifestée par la diminution
significative de la concentration résiduelle de paracétamol qui s'est révélée
proportionnelle & I'augmentation de la croissance bactérienne.

-Le traitement biologique jouent un réle clé dans I'amélioration du statut antioxydant.
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Annexe |1
Analyse du paracétamol

11.1. Spectre d'absorption du paracétamol

La détermination des spectres d'absorption d’un médicament étudié (le paracétamol) a
été réalisée par la fonction "balayage" d'un spectrophotométre UV-visible, dont les
résultats sont illustrés dans la figure I1.1. La longueur d’onde maximale (Amax) du

paracétamol eégale 240 nm.

0.4
A 2=240 nm

o o
N w
1 1

o
Ry
1

Absorbance (-)

0 T T Il T T T T T
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Longueur d'onde (nm)
Figure I1. 1: Spectre d'absorption du paracétamol

L’¢étalonnage de la solution du paraceétamol est réalisé avec des concentrations en soluté
variant de 0 a 15 mg/L a Amax= 240 nm. Apres avoir mesuré 1’absorbance de chaque
étalon, on trace la courbe Abs = f(C), représentée sur la Figure 11.2. Les données
expérimentales indiquent une relation lin€aire entre I’absorbance et la concentration
avec un coefficient de détermination égal a 0,996. Cette droite sera un moyen pour
déterminer les différentes concentrations du polluant chaque fois que ceci s’aveére

nécessaire.
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0.8 ~

0.6 -

0.4 A y =0.0633x-0.0199

R*=0.996

Absorbance (-)

0.2 -

0 T T T
0 4 8 12 16

Concentration (mg/l)

Figure 0.1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage du paracétamol par
spectrophotométrie UV-vis

Page 113



Annexe Il Tests de toxicité in-vivo

Annexe |1
Tests de toxicité in-vivo

= Etude histologique

Circulateur Appareil a inclusion

N

Barres de leuckart Plaque réfrigérée

Microtome

= Matériel utilisé pour le sacrifice des animaux et 1’observation macroscopique
- Boite contenant 1’agent anesthésiant (chloroforme)
- Pince fine
- Sonde cannelée
- Ciseaux fins - Boite a épingles
- Microscope de dissection (Leica DM650).
- Microbalance
- Boites de prélevements
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+ Préparation des solutions
= Préparation de tampon phosphate (0,1 M ; pH=7,2)

NazHPO4 9,47
KH2PO4 9,089
Eau distillée 1000 ml

0,4 g de chaque organe dans 4 ml de tampon phosphate glacé
= Dosage des protéines par le méthode de Bradford
Dissoudre 100 mg de bleu de coomassie (G25) dans 50 ml d’éthanol (95%). Agiter par
I’agitateur pendant 2 heures, pui ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85%) et 850
ml d’eau distillée (pour obtenir & 1 de solution).
Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum a une temperature de
4 °C et a I’obscurité.
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