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a b s t r a c t

Water disinfection by photosensitization from bergamot oil shows (production of singulet
oxygen) a complete inhibition of fecal coliforms present in water after one hour of
exposition to the light. It is not the case for water kept in dark during two hours. The
sensitivity of fecal enterococci (Gramþ) is higher than that of fecal coliforms (Gram-). This
difference could be due to the constitution of their cellular membranes, those of fecal
enterococci being deprived of polyliposaccharidic layer and easily damaged by singlet
oxygen. No regrowth of both fecal coliforms and fecal enterococci was noticed in water
treated with bergamot oil, exposed to the light during two hours and kept in the darkness
during 24 h.

© 2016 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
r é s u m é

L’�etude de la d�esinfection de l’eau par photosensibilisation avec l’huile essentielle extraite
de Citrus bergamia (production d’oxyg�ene singulet dans le milieu) montre une inhibition
compl�ete des coliformes f�ecaux pr�esents dans l’eau apr�es une heure d’exposition �a la
lumi�ere. Lorsque l’eau est conserv�ee �a l’obscurit�e pendant deux heures, aucune inhibition
des coliformes f�ecaux n’est not�ee. Les ent�erocoques f�ecaux (Gramþ) sont plus sensibles
que les coliformes f�ecaux (Gram-). Cette diff�erence pourrait être due �a la constitution des
membranes cellulaires des premiers, qui sont d�epourvue de couche polyliposaccharidique.
Aucune r�eapparition des microorganismes (coliformes et ent�erocoques f�ecaux) n’est not�ee
dans l’eau trait�ee et expos�ee �a la lumi�ere, puis gard�ee dans l’obscurit�e pendant 24 heures.

© 2016 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

L’utilisation du chlore pour la d�esinfection de l’eau peut
conduire, en pr�esence de mati�eres organiques, �a la forma-
tion de sous-produits toxiques pour l’être humain, comme
les trihalom�ethanes [1]. De nouvelles m�ethodes de
d�esinfection, moins toxiques, comme l’ozonation, ont �et�e
r�ecemment d�evelopp�ees dans les pays industrialis�es. Les
technologies associ�ees �a ces m�ethodes sont relativement
ch�eres et difficiles �a g�erer pour des pays n’ayant pas les
infrastructures n�ecessaires �a leur mise en place. Dans ce
contexte, la d�esinfection solaire pourrait être une alterna-
tive int�eressante pour la potabilisation de l’eau dans les
pays en voie de d�eveloppement.

La d�esinfection de l’eau par le soleil est bas�ee sur l’effet
synergique entre la temp�erature de l’eau et la p�en�etration
de la radiation UV-A (longueur d’onde : 320 e 400 nm).
Comme l’intensit�e solaire de l’UV-A est sujette �a des vari-
ations saisonni�eres et journali�eres, l’efficacit�e de cette
m�ethode est mise en cause. Elle peut être am�elior�ee par la
production d’oxyg�ene singulet, via la photodynamique avec
un photosensibilisateur [2,3,4]. En effet, l’oxyg�ene singulet
endommage la plupart des biomol�ecules et entraîne ainsi la
mort cellulaire et tissulaire.

Plusieurs auteurs signalent que les r�eactions des esp�eces
r�eactives de l’oxyg�ene (stress oxydatif) interviennent
�egalement dans le mode d’action de certaines drogues et
m�edicaments [5,6]. Certaines plantes, notamment celles
utilis�ees dans la pharmacop�ee traditionnelle pour soigner
les infections microbiennes et parasitaires, contiennent des
chromophores capables de g�en�erer l’oxyg�ene singulet en
pr�esence de lumi�ere [2,7].

Lors de l’�etude de d�esinfection de l’eau par photo-
sensibilisation avec les extraits de feuilles de plantes, Taba
et al. [7] ont montr�e que les extraits aqueux de plantes de
Cassia alata, Cassia occidentalis et Carica papaya avaient un
effet photosensibilisateur. Cette observation a �et�e con-
firm�ee quelques ann�ees plus tard par Sunda et al. [2], lors
de l’�etude de la d�esinfection de l’eau par photo-
sensibilisation avec les extraits de ces trois mêmes plantes,
auxquels sont venus s’ajouter les extraits de feuilles de
Phyllantus niruri et Coleus Kilimandschari. L’activit�e pho-
tosensibilisatrice trouv�ee dans ces extraits est due �a la
pr�esence des mol�ecules photoactives capables de g�en�erer
l’oxyg�ene singulet [2,7]. Malheureusement, l’activit�e
photosensibilisatrice remarqu�ee dans ces plantes n’est
accrue que lorsque le milieu est satur�e en oxyg�ene
(barbotage).

D’autres plantes appartenant cette fois �a la famille des
Rutac�ees (Citrus bergamia, Citrus reticulata et Citrus limo-
num) ont �et�e test�ees par Sunda et al. [8], qui ont remarqu�e
que les huiles essentielles extraites de ces plantes �etaient
photosensibilisatrices. L’huile essentielle de Citrus bergamia
inhibait les coliformes f�ecaux pr�esents dans le milieu apr�es
une heure d’ensoleillement, tandis que les huiles essen-
tielles de Citrus limonum et Citrus reticulata les inhibaient
apr�es deux heures d’ensoleillement. Cependant, lors de
cette �etude, plusieurs points n’ont pas �et�e abord�es,
notamment la sensibilit�e des bact�eries Gramþ vis-�a-vis de
ces huiles, le comportement des microorganismes apr�es la
d�esinfection de l’eau.
Dans le pr�esent travail, nous poursuivrons l’�etude de la
d�esinfection de l’eau par photosensibilisation avec l’huile
essentielle de Citrus bergamia. Les param�etres suivants ont
�et�e examin�es :

� la photor�eactivit�e de l’huile essentielle de Citrus berga-
mia ;

� la sensibilit�e des coliformes f�ecaux et ent�erocoques
f�ecaux vis-�a-vis de cette huile ;

� le comportement des coliformes f�ecaux et ent�erocoques
f�ecaux apr�es la d�esinfection de l’eau
2. Mat�eriel et m�ethodes

2.1. L’eau pollu�ee

L’eau pollu�ee provenait de la rivi�ere Semois, en Belgi-
que. Cette eau contenait 25.103 UFC coliformes f�ecaux/
100 ml et 20.103 UFC ent�erocoques f�ecaux/100 ml.
2.2. Extraction de l’huile essentielle de Citrus bergamia

L’huile essentielle de Citrus bergamia a �et�e extraite des
zestes par la distillation par entrainement �a la vapeur.
2.3. Analyse spectrom�etrique de l’huile essentielle de Citrus
bergamia

L’analyse de l’huile essentielle de Citrus bergamia a �et�e
r�ealis�ee par spectrom�etrie de masse (SM) selon la m�ethode
APCIþ (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation, Positive
mode) [9].
2.4. Pr�eparation des �echantillons d’eau avec l’huile essentielle

Les boites en verre Pyrex de 100 ml ont �et�e utilis�ees
comme r�eacteurs. La concentration de 0.05 ml/50 ml d’eau
(1 ml d’huile essentielle/litre d’eau) d’huile essentielle de
Citrus bergamia a �et�e utilis�ee pour les exp�eriences. Un lot
constitu�e d’�echantillons d’eau trait�es et un autre lot con-
stitu�e d’�echantillons non trait�es (blancs) ont �et�e expos�es �a
la lumi�ere (lampe UV, marque B-100 AP, �emettant entre
320e400 nm, avec un maximum �a 365 nm). Cette lampe a
�et�e utilis�ee pour �eviter les fluctuations de l’intensit�e lumi-
neuse des rayons solaires. En outre, cette zone est contenue
dans le spectre solaire qui touche la surface de la terre. La
lampe a �et�e positionn�ee �a 25 cm des �echantillons d’eau. Un
autre lot constitu�e d’�echantillons d’eau trait�ee avec l’huile
essentielle de Citrus bergamia a �et�e gard�e �a l’obscurit�e. �A 0,
10, 20, 30, 60 et 120 minutes, des pr�el�evements ont �et�e
effectu�es dans chaque lot pour la mise en culture. Ces
exp�eriences ont �et�e dupliqu�ees trois fois. Les diff�erents
points repris dans chaque figure repr�esentent la moyenne
de trois mesures. Pour chaque s�erie de donn�ees, l’erreur
standard a �et�e calcul�ee (moyenne ± SD).
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2.5. Analyses bact�eriologiques

Les analyses bact�eriologiques ont �et�e r�ealis�ees par mise
en culture sur milieux g�elos�e Rapid’E Coli et Bile esculine,
respectivement pour les coliformes f�ecaux et ent�erocoques
f�ecaux. Apr�es la mise en culture, on incube �a 44,5�C
pendant 24 heures. Apr�es incubation, les colonies sont
d�enombr�ees les unes apr�es les autres.

3. R�esultats et discussion

3.1. Sensibilit�e des coliformes f�ecaux (Gram -) vis-�a-vis de
l’huile essentielle de Citrus bergamia

3.1.1. Photosensibilisation
Les �echantillons d’eau trait�es avec l’huile essentielle de

Citrus bergamia ont �et�e expos�es �a la lumi�ere pendant deux
heures, puis gard�es �a l’obscurit�e pendant 24 heures. Les
r�esultats de cette �etude sont repris dans la Fig. 1.

L’eau trait�ee avec l’huile essentielle de Citrus bergamia et
expos�ee �a la lumi�ere montre des abattements importants
de 4 unit�es logarithmiques (inhibition compl�ete) apr�es 60
minutes. Aucune inhibition significative n’est not�ee apr�es
60 minutes pour l’eau non trait�ee et expos�ee �a la lumi�ere
(t�emoin) ou pour l’eau trait�ee mais gard�ee �a l’obscurit�e.
(voir Fig. 1). L’action conjugu�ee de l’huile essentielle et de la
lumi�ere induit une photor�eaction qui conduit �a l’inhibition
des coliformes f�ecaux. Cette photor�eactivit�e est essen-
tiellement due �a la pr�esence desmol�ecules photoactivables,
notamment le m�ethoxy-5 psoral�ene (voir Fig. 2, pic : 217).
Cette mol�ecule est de plus en plus utilis�ee pour soigner
certaines maladies de la peau, notamment le psoriasis et le
vitiligo. Elle est aussi utilis�ee, �a cause de sa photor�eactivit�e,
en phototh�erapie PUVA (psoral�ene-UVA th�erapie). Le
traitement consiste �a administrer par voie orale un
m�edicament �a base de m�ethoxy-5 psoral�ene et �a exposer
par la suite le patient �a la lumi�ere solaire ou ultraviolette. Le
m�ethoxy-5 psoral�ene est capable de r�eagir avec l’ADN de la
Fig. 1. Abattement des coliformes f�ecaux en fonction du temps dans
cellule bact�erienne, avec lequel il forme un complexe �a
l’obscurit�e. Ce complexe n’a pas d’effet biologique signi-
ficatif sur l’ADN. Mais, en pr�esence des UVA, il se d�eveloppe
une r�eaction de photoaddition conduisant �a la formation
des liaisons covalentes entre le m�ethoxy-5 psoral�ene et les
bases azot�ees, notamment la pyrimidine. Ceci aboutit �a
l’inhibition de la duplication de l’ADN et la transcription de
l’ARN [10,11]. Ces perturbations entraînent par la suite la
mort de la cellule bact�erienne. Cette r�eaction, appel�ee
photor�eaction du type I, est favoris�ee dans les milieux
anoxiques. En revanche, en pr�esence d’oxyg�ene, le
m�ethoxy-5 psoral�ene conduit �a une photor�eaction du type
II. Celle-ci consiste en un transfert de l’�energie
emmagasin�ee par le m�ethoxy-5 psoral�ene �a l’oxyg�ene. Ce
dernier subit une excitation et passe de l’�etat fondamental,
triplet, �a l’�etat excit�e, singulet. L’oxyg�ene singulet g�en�er�e
dans le milieu inhibe les cellules bact�eriennes [12].

3.1.2. Post-photosensibilisation
Pour v�erifier si, d�es l’arrêt du processus, il n’y a pas de

r�eactivation possible des coliformes f�ecaux, les �echantillons
d’eau trait�es avec l’huile de Citrus bergamia et expos�es �a la
lumi�ere pendant deux heures, puis gard�es �a l’obscurit�e
pendant 24 heures, ont �et�e analys�es. Les r�esultats de ces
analyses sont indiqu�es sur la Fig. 1.

Aucune r�eapparition des coliformes f�ecaux n’a �et�e
remarqu�ee apr�es la phase de photosensibilisation. Ceci
laisse supposer que l’action conjugu�ee de lumi�ere et de
l’huile essentielle de Citrus bergamia conduit �a une activit�e
bact�ericide (inhibition d�efinitive).

3.2. Sensibilit�e des Ent�erocoques f�ecaux (Gram þ) vis-�a-vis de
l’huile essentielle de Citrus bergamia

Quelques tests de d�esinfection de l’eau par photo-
sensibilisation ont �et�e r�ealis�es en utilisant les ent�erocoques
f�ecaux comme indicateurs de contamination. Les r�esultats
sont report�es sur la Fig. 3.
l’eau trait�ee avec 1 ml d’huile de Citrus bergamia/litre d’eau.



Fig. 2. Spectre de masse de l’huile essentielle de Citrus bergamia (LC/MS) montrant la pr�esence de m�ethoxy-5 psoral�ene
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Une faible inhibitiondes ent�erocoques f�ecauxest not�eedu
d�ebut �a la fin des exp�eriences dans l’eau non trait�ee et
expos�ee �a la lumi�ere. L’eau trait�ee et gard�ee �a l’obscurit�e ne
montre aucune inhibition. Pour ce qui est de l’eau trait�ee et
Fig. 3. Abattement des ent�erocoques f�ecaux en fonction du temps da
expos�ee �a la lumi�ere, l’inhibition d’ent�erocoques f�ecaux est
compl�ete apr�es 30 minutes d’exposition. Sous la lumi�ere,
l’huileessentielledeCitrusbergamia induitunephotor�eaction
quiconduit�a l’inhibitiondesent�erocoques f�ecaux(voirFig. 3).
ns l’eau trait�ee avec 1 ml d’huile de Citrus bergamia/litre d’eau.
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Ces r�esultats montrent que les ent�erocoques f�ecaux
(Gramþ) sont plus sensibles �a la d�esinfection par photo-
sensibilisation que les coliformes f�ecaux (Gram-). Cela
pourrait s'expliquer par des diff�erences au niveau de la
constitution de leurs membranes cellulaires. En effet, la
membrane cellulaire des bact�eries Gram- pr�esente une
couche de lipopolysaccharides qui joue le rôle de barri�ere
contre l’oxyg�ene singulet. De plus, cette couche est
constitu�ee d’acides gras insatur�es et de prot�eines, qui
constituent �a leur tour un pi�ege pour l’oxyg�ene singulet. La
membrane des bact�eries Gramþ, d�epourvue de cette cou-
che, est facilement d�etruite par l’oxyg�ene singulet. Apr�es la
destruction de la membrane, l’oxyg�ene singulet p�en�etre
dans la cellule et attaque les constituants cellulaires. Cela
conduit �a la mort cellulaire. Bien que r�esistante, la mem-
brane cellulaire des bact�eries Gram- finit toujours par être
d�etruite par l’oxyg�ene singulet. Il s’ensuit unemort certaine
de la cellule bact�erienne.

Les r�esultats de ce travail sont en accord avec ceux
mentionn�es par plusieurs auteurs. En effet, lors de l’�etude
de l’activit�e photodynamique du colorant curcumin vis-
�a-vis des bact�eries Gram- et Gramþ, Dahl et al. [13] ont
remarqu�e que les bact�eries (Gramþ) �etaient moins
r�esistantes par rapport aux bact�eries Gram-. �Etudiant le
pouvoir oxydant de l’oxyg�ene singulet vis-�a-vis des bact�e-
ries Gram- et Gramþ, Dahl et al. [14] ont constat�e que les
bact�eries Gram- sont plus r�esistantes que les bact�eries
Gramþ.

4. Conclusion

Nos r�esultats montrent que l’huile essentielle de Cit-
rus bergamia est photosensibilisatrice. Cette activit�e est
li�ee �a la pr�esence des mol�ecules photoactivables
pr�esentes dans celle-ci, notamment le m�ethoxy-5
psoral�ene. Nous avons d�efini les conditions d’inhibition
totale des ent�erocoques f�ecaux et partielle des coliformes
f�ecaux, qui in fine sont tous d�etruits, malgr�e leurs par-
ticularit�es membranaires.

D’autres �etudes, allant dans le même sens que celles
d�ecrites sont n�ecessaires, pour connaître la sensibilit�e des
virus et parasites vis-�a-vis de l’huile essentielle de Citrus
bergamia et leur comportement apr�es la phase de photo-
sensibilisation. L’�etude de l’activit�e photosensibilisatrice de
la forme libre et fix�ee sur un support solide (polym�ere ou
verre) du m�ethoxy-5 psoral�ene est �egalement
programm�ee.
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