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Introductio_ll

La pollution de I'environnement causée par les pesticides et leurs produits de
dégradation est un probleme écologique majeur (Guliy ef al., 2003).

L’Algérie importe en moyenne 8827 tonnes de pesticides pour un cout estimé a prés
de 4 milliards et demi de dinars par an (Anonyme, 2006).Cependant, depuis quelques années,
on observe dans notre pays, que I'usage des pesticides, des fertilisants, des engrais, et autres
se réepand de plus en plus avec le développement de I’agriculture, mais aussi dans le cadre des
actions de lutte contre les vecteurs nuisibles. La pullulation des moustiques urbains dans
toutes les agglomerations du pays, pousse aussi les ménages a utiliser en abondance divers
types d’insecticides. Cette utilisation intense de produits chimiques toxiques, a 1’échelle
nationale, risque de polluer gravement les sols, les nappes d’eau et menace la santé de la
population (Bouziani, 2007).

L’utilisation des pesticides par I’agriculture présente deux aspects aux conséquences
totalement opposées. Le premier concerne la nécessaire réduction des dégits causés aux
cultures par des organismes phytopathogénes et du développement des adventices pour
maintenir la productivité alors que le deuxiéme tient & la nature méme des pesticides qui en
fait, dans certaines conditions, de possibles polluants de 1'air, des eaux, des aliments et des
sols (Calvet ef al., 2005) La plus part des polluants arrivent au sol ot leur comportement va
définir leur dispersion vers d’autres compartiments de I’environnement (Calvet, 1989).

Il a été établi que les pesticides organophosphorés (OP) constituent le plus grand groupe de
pesticides utilisés dans le monde et représentent environ 38% du total des pesticides utilisés
dans le monde (Singh et Walker, 2006).

Le chlorpyriphos est un insecticide a large spectre considéré comme l'un des
pesticides organophosphorés les plus fréquemment utilisés (Maya ef al., 2011). Son
application massive a conduit a4 la contamination de l'eau et du sol et a la perturbation des
cycles biogéochimiques (Chishti ef al., 2013). De plus, ses résidus ont été détectés dans
divers systémes écologiques (Xue ef al., 2005).

Par conséquent, la deécontamination et la détoxification subséquentes de
I'environnement pollué sont essentielles. Un certain nombre de méthodes, y compris le
traitement chimique, la volatilisation, la photodécomposition peut étre utilisée pour la
désintoxication du chlorpyriphos(Muhammad, 2010). Cependant, la plupart d'entre eux ne
sont pas applicables pour une contamination diffuse a faible concentration, car ils sont
couiteux, inefficaces et pas toujours respectueux de I'environnement.

La biorestauration offre plusieurs avantages par rapport aux technologies

conventionnelles de traitement chimique et physique, en particulier pour les contaminants

1



Introduction

dilués et largement répandus (Iwamoto et Nasu, 2001). La biorestauration, qui implique
l'utilisation de microbes pour détoxifier et dégrader les polluants, a recu une attention accrue
en tant quapproche biotechnologique efficace pour nettoyer les environnements pollués
(Belal ef al., 2008).

Les études sur la degradation microbienne sont utiles pour le développement de
processus de biorestauration visant a détoxiquer les pesticides a des concentrations inférieures
aux normes €tablies par les autorités de réglementation (Vidali, 2001).

L’application répétée de pesticides sur les parcelles agricoles peut conduire a
I’adaptation de la microflore du sol qui acquiert la capacité de dégrader ces molécules.
L’adaptation de la microflore du sol conduit a la mise en place du phénoméne de
biodégradation qui se caractérise par la diminution de la demi-vie des molécules actives
(Topp et al. 2008).

Du point de vue agronomique, la biodégradation peut, dans certains cas, étre
dommageable en diminuant I'efficacité du traitement phytosanitaire. Du point de vue
environnemental, la biodégradation est par contre intéressante parce qu’elle réduit la
persistance du produit phytosanitaire dans le sol et limitant ainsi son transfert vers les autres
compartiments de I’environnement, notamment les eaux de surface et souterraines. La
biodégradation représente donc a la fois un enjeu agronomique et environnemental (Devers et
al. 2007),

Le but essentiel de notre travail est d’isoler des microorganismes capables de tolérer
et dégrader un insecticide organophosphoré.trés utilisé dans le monde et hautement toxique
pour 'homme et son environnement, qui le Dursban(48%chlorpyriphos), et I’identification
présomptive des souches actives.

La partie bibliographique, comporte des informations générales sur les pesticides et
Précisément sur un insecticideorganophosphoré(le chlorpyriphos) et ses effets néfastes sur
I’homme et sur la nature.

La partie matériel et méthodes comporte les étapes suivantes :
% Application foliaire de cet insecticide sur un arbre situé dans notre université

(UMC1) ;

.

** L’isolement des microorganismes dégradants le Dursban:

L)

% Etude de la tolérance des microorganismes isolés vis a vis a Iinsecticide Dursban :
% Mise en évidence de la dégradation de Dursban par les souches isolées

*,

* Une pré- identification des souches actives.

L
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1. Les pesticides

1.2 Définition des pesticides

Le terme pesticide dont la traduction étymologique est "tueurs de fléaux" dérive de
"Pest", mot anglais désignant tout organisme vivant (virus, bactéries, champignons, herbes,
vers, mollusques, insectes, rongeurs, mammiféres, oiseaux) susceptible d'étre nuisible a
I'homme et/ou a son environnement (Berrah, 2011) Selon la FAQ, un pesticide est une
substance, ou un mélange des substances, utilisé pour empécher d'agir, détruire ou neutraliser
un ravageur, un vecteur de maladie humaine ou animale, une espece végétale ou animale

nocives (CODEX ,1984).

1.2. L' usage des pesticides

Les pesticides sont utilisés pour lutter contre les insectes, les champignons et les herbes
nuisibles a la production et a la conservation de culture et produit agricoles et le traitement
des locaux, ils sont fortement contribués a !'amélioration des rendement (Buckley et al.,

2011).

Ces produits sont utilisés aussi dans des applications domestiques comme la protection
du bois contre les champignons ou les termites, les insecticides ménagers (les mouches, les
moustiques), les produits antiparasitaires (anti-acariens, antipuces ...etc.)(Truchon et
al.,2012). Ainsi que, ils sont utilisés dans le domaine d’industrie pour la conservation des
produits en cours de fabrication (textiles, papiers) pour combattre principalement les
moisissures dans les circuits de refroidissement et les algues et pour la désinfection de locaux.
Dans le domaine de la médecine le but principal d’utilisation des pesticides est I’'amélioration
de la santé publique, en particulier en luttant contre les insectes, vecteurs de pathologies

contre certaines maladies comme paludisme, typhus et autres épidémies (Benziane, 2012),
1.3. La classifieation des pesticides

Il existe de nombreuses classifications des pesticides, en fonction de l'organisme visé,
de la structure chimique du composé utilisé ou de la nature et de la gravité des risques

correspondants pour la santé (Gunng ef al, 1976).
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1.3.1. La classification selon leurs cibles et modes d’action

Les pesticides peuvent étre classés en fonction de leur cible principale. Les trois catégories

principales sont :
« les herbicides, qui luttent contre les plantes adventices des cultures .
* les fongicides, qui luttent contre les champignons pathogénes .
* les insecticides, qui luttent contre les insectes nuisibles.

La grande diversite des cibles s’accompagne d’une grande variété de modes d’action,
aussi bien entre les différentes catégories de pesticides qu’a l'intérieur méme de ces
catégories, en lien avec leurs propriétés physicochimiques, et donc toxicologiques(IAU,
2010).

1.3.2. La classification selon Ia nature chimique

Ce systeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance active
qui compose majoritairement les produits phytosanitaires .1l existe un trés grand nombre de
familles chimiques. Les plus anciennes et principaux groupes chimiques sont Les
organochlores, Les organophosphorés, Les carbamates, les triazines et les urées(Cietap,
2003).11 n’existe pas de relation univoque simple entre une famille chimique et les propriétés
des molécules qui la composent, celles-ci dépendent a la fois de leur composition élémentaire
et de leur structure (Calvet,2005),en découle que certaines familles chimiques de pesticides

peuvent contenir des substances ayant des cibles différentes Tableaul.



Tableau 1 : Quelques familles chimiques de pesticides et leur classement selon leurs

Revue bibliographique

cibles (Afsset, 2010).
Famille chimique Exemples de molecules Classement
| | | selon cible
.:(jf:-ézi_ndchlorés DDT, Chlordane, Lindane, Dieldrine, | Insecticides
Heptachlore ...
Organophosphorés Malathion, Parathion, Chlorpyriphos, | Insecticides
Diazinon. ..
Pyrethrinoides Permethrine. .. Insecticides
Carbamates Aldicarbe,  Carbaryl, Carbofuran, | Insecticides
Methomyl
Asulame, Diallate, Terbucarbe, | Herbicides
Triallate
Benthiavalicarbe Fongicides
Dithiocarbamates Marcozebe, Manebe ... Fongicides
Phtalimides Folpel, Captane, Captafol Fongicides
Triazines Atrazine, Simazine... Herbicides
Phenoxyherbicides MCPA, 2,4ED, 2,4,58T. .. Herbicides
Chloroacetamides Alachlore. .. Herbicides
Pyridines, bipyridiliums Paraquat, Diquat... Herbicides
Aminophosphonates glycine | Glyphosate Herbicides

1.4. La toxicologie des pesticides

Les cas d'intoxication par les pesticides ont été plusieurs fois rapportés dans les
littératures (Morison ef al., 1966; Alexander ef al., 1966; Nath et al., 1997; Chung ef al.,
1996) .

1.4.1. La toxicité pour I'homme

Lorsqu'un pesticide atteint des zones non cibles, ce qui peut arrive de pire est que des
gens s'empoisonnent. On estime & un million par année, le nombre d'intoxications

accidentelles par les pesticides dans le monde et a 20 000 celui de cas mortels (WHO-UNEP,
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1989) Les pesticides sont plus ou moins toxiques & I’égard de I’homme qui peut les absorber
par contact (voie cutanée et voie oculaire), inhalation (voie respiratoire), ou ingestion (voie
digestive)(Conso et al., 2002) Les agriculteurs et les ouvriers qui préparent les mélanges et
réalisent les traitements risquent plus que le reste de la population d'étre atteints par contact de
la peau ou par inhalation (Jensen, 1983).Le plus souvent, le toxique est ingéré sous forme de
reésidus présents dans la nourriture mais l'absorption peut se faire dans I'eau de boisson, par
l'air inhal€ ou par contact de la peau avec le produit (Spear, 1991).La toxicité, et notamment
la toxicité chronique, se manifeste par des effets trés divers outre la toxicité proprement dite,
les effets carcinogénes, immunodépresseurs, mutagénes, neurotoxiques et tératogénes (Hayes,
1991).

Dans les effets d’ordre dermatologiques et respiratoires on observe I’irritation, de
I'érythéme, de D'urticaire, des éruptions cutanées, des dermatites. des allergies, la toux
chronique, I’asthme, la dyspnée, la rhinite ainsi qu’une baisse de capacité ventilatoire
observée chez les agriculteurs exposés aux pesticides pour ce qui est de la toxicité aigue.
(Mollier e al., 2010).

Plusieurs pesticides ont été identifiés comme étant cancérigénes; les types de cancer
sont les lymphomes, la leucémie ainsi que le cancer des tissus conjonctifs, du cerveau et de la
prostate et des reins. Ainsi que ’exposition aux pesticides provoque certains troubles de la
reproduction et du développement. Selon certains chercheurs, les agriculteurs qui utilisent des
pesticides ont une densité des spermatozoides moins élevée que les agriculteurs possédant des

fermes biologiques (Conso et al., 2002).
1.4.2. Ecotoxicité

Au cours des traitements des plantes par des produits phytosanitaires une bonne part du
produit atteint toujours le sol, o vivent des bactéries, des champignons, des algues, des vers
de terre et des insectes (Russel, 1973). Ces traitements faits correctement ont un effet limité
sur le métabolisme microbien du sol, car les especes les plus sensibles peuvent étre
remplacées par de plus résistantes (Gerber er al, 1989) , Les vers de terre sont des agents
actifs de la fertilité¢ des sols et forment un maillon important des réseaux trophiques
edaphiques. Les pesticides les atteignent principalement via l'eau contaminée qui imbibe le
sol. Une forte pluie juste aprés un traitement est dangereuse pour eux (EPPO, 1993). Les
pesticides et tout particuliérement les insecticides, peuvent étre dangereux pour les

antagonistes (compétiteurs, prédateurs et parasites) des ravageurs cibles. (Holland ef al.,
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1994) l'emploi massif de pesticides conduit en général 4 la diminution des effectifs d'insectes

et autres invertébrés (Linders ef al., 1994).

Les morts de mammiferes imputables aux pesticides sont généralement la conséquence

de l'ingestion d'une nourriture contaminée (Madhun ef af., 1990).

Les pesticides peuvent provoquer des dégats importants dans la faune aquatique, les
mortalités de poissons étant les plus spectaculaires (Pimentel er al,1993). Estiment qu'entre
1977 et 1987, aux Etats—Unis, 6 a 14 millions de poissons sont morts, chaque année, a cause
des pesticides. Les épreuves de toxicité aquatique portent sur les algues, les crustacés
(daphnies) et les poissons, représentant 3 niveaux trophiques majeurs, On dispose de données
sur la toxicité aquatique pour la plupart des matiéres actives (Linders ef al, 1994).En plus
d’avoir des effets négatif sur les espéces aquatiques, la présence de pesticide dans I’eau des
rivieres a également un impact direct sur la qualité des sources d’approvisionnement en eau
potable. Ainsi que ces pesticides vont se retrouver dans les eaux souterraines et représentent

une menace de la qualité de ces eaux par leur taux de solubilité (Madhun ef a/., 1990).
1.5. L’impact des pesticides sur la biodiversité

Charles Darwin et Alfred Wallace furent parmi les premiers scientifiques a reconnaitre
I"importance de la biodiversité pour les écosystémes (Darwin ef al, 1858). Les pesticides
sont un facteur majeur d’incidence sur la diversité biologique, de méme que la perte d’habitat
et le changement climatique. Ils peuvent avoir des effets toxiques sur le court terme sur les
organismes qui y sont directement exposés, ou des effets sur le long terme, en provoquant des

changements dans I’habitat et la chaine alimentaire (Boatman ef al., 2007).
1.6 .Effets des pesticides sur la biologie des sols

Les pesticides sont prioritairement utilisés pour détruire ou repousser des insectes
nuisibles aux cultures et récoltes et/ou pour détruire les adventices. Leur emploi superficiel
sur les mauvaises herbes ou sur les cuitures n'épargne pas le sol qui en regoit une bonne part.
Les organismes vivants des sols sont donc inévitablement en contact avec les pesticides.
Ainsi, ces pesticides ou leurs produits de dégradation peuvent avoir une action directe ou

indirecte sur les organismes vivants du sol (Columa, 1977; Calvet ef al, 2005).

Les pesticides peuvent étre toxiques pour les microorganismes des sols. Dans ce cas,

I"activité microbienne est ralentie et on assiste a une sélection des microorganismes résistants
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aux pesticides ou pouvant l'utiliser comme source de carbone. Cela se traduit par des
réajustements microbiens pouvant étre associés a des modifications de caractéristiques
physiologiques de la microflore des sols et peut étre aussi a une diminution de la diversité des

microorganismes (Columa, 1977 ; Barriuso ef al., 1996 et Savadogo ef al., 2007) .

2. Les insecticides
2.1. Définition

Les insecticides sont des biocides destinés & détruire les insectes : largement utilisés en
agriculture pour éliminer les ravageurs (Eddleston ef al.,2005). Sont utilisés pour la
protection des plants contre les insectes nuisibles (Tomlin, 2003).1ls interviennent en les tuant

ou en empéchant leur reproduction, ce sont souvent les plus toxiques (Christine ,2008) .

2.2 Mode d’action des insecticides

Les insecticides ciblent le systéme nerveux, la croissance et le développement, ou la
production d'énergie de ravageur (Scotti, 1978), ils provoquent une hyperactivité générale,
perturbant les mouvements, l'alimentation et entrainent des tremblements et ou des
convulsions, aboutissant a la paralysie et & la mort de la cible (Regnault-Roger , 2002).
D’autres insecticides agissent sur les mécanismes respiratoires (Park er al, 2002)les
insecticides ne nuise pas aux non-cibles comme les microbes du sol, ils sont devenus plus

ciblés et attaquant ainsi un site particulier (Chapman ef al.,1976) .

Tableau 2 : Modes d’action des insecticides (Periquet ef al., 2004) .

Action sur le svsteme nerveux

' * Action sur les synapses et les e Inhibition de la chitine
neuromédiateurs

e Action sur la transmission axconale

W Action sur iairésgu'a&tmn e g it l;é;'t:li'l_jaleurs ‘dé nin:

¢ Inhibition du transport des électrons |

Action sur I'ecdysone
dans les mitochondries ¢ Action sur I'hormone juvénile
* Inhibition de la phospherylation

oxydative

o
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2.3 Classification des insecticides

Les trois plus grandes familles auxquelles appartiennent les insecticides organiques de

synthése sont (Cietap, 2003).

2.3.1. Les organochlorés

Les organochlorés (OC) sont un groupe de composés chlorés, ils contiennent du
carbone, de I’hydrogéne et des atomes de chlore (Porta et al., 2002 ). Ces produits chimiques
appartiennent a la classe des polluants organiques persistants (POP) a forte persistance dans
l'environnement. Les insecticides OC ont ¢t¢ utilisés avec succés pour lutter contre le
paludisme et le typhus, mais ils sont interdits dans la plupart des pays avancés (Aktar ef al.,
2009). Les rapports d'évaluation sur l'utilisation de différents pesticides montrent que 40% de
tous les pesticides utilisés appartiennent a la classe des produits chimiques organochlorés .Les
insecticides organochlorés tels que le DDT, I'hexachlorocyclohexane (HCH), l'aldrine et la
dieldrine figurent parmi les pesticides les plus utilisés dans les pays en développement d'Asie
(FAO, 2005 ; Gupta, 2004 ; Lallas , 2001)

Cl
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Figure 1 : Structure chimique des organochlorés (Porta ef al., 2002).



Revue bibliographique

2.3.2. Les carbamates

Les carbamates sont des composés organiques dérivés de l'acide carbamique
(NH2COOH). Le groupe fonctionnel présent dans les insecticides a base de carbamate sont
des esters de carbamate. Leur mécanisme d'action est l'inactivation réversible de l'enzyme
acétylcholinestérase. Les carbamates se décomposent dans l'environnement en quelques
semaines ou mois (Goel er al., 2007).Ces produits ont un large spectre d’action, certains sont
systemiques. Ils agissent par contact et par ingestion, parfois également par inhalation, sur une

grande vari¢t¢ d’insectes (Ecobichon, 2001 ; Agrawal et al., 2010).

o
P
RO -~

N

R2
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Figure 2 : Structure générale de carbamate (Hachoumi ,2013).

2.3.3. Les pyréthrinoides de synthése

Les pyrethroides et les pyréthrines sont des composés organiques similaires isolés des
fleurs de pyréthrines (ChrysanthemumCoccineum et C. cinerariaefolium). Les propriétés
insecticides des pyréthrines proviennent d'esters céto-alcooliques d'acides chrysanthémiques
et pyréthroiques(Reigert er al, 1999). Les pyréthroides affectent les canaux sodiques et
conduisent 2 la paralysie de l'organisme. Les pyréthroides ont un niveau relativement faible de
toxicité pour les mammiféres et ont une capacité de biodégradation rapide. L'exposition a de
tres hauts niveaux de composés dans l'air, la nourriture ou l'eau peut causer des vertiges, des
maux de téte, des vomissements, des contractions musculaires, une faible énergie. des

convuisions et une perte de conscience (Goel ef al., 2007).
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Figure 3 : Les insecticides de la classe des pyréthrinoides (Endris er al., 2000).
2.3.4. Les organophosphorés
2.3.4.1. Définition

Les OPP sont une classe d'insecticides hautement toxiques. Jusqu'au 21°™ siécle, ils
ctaient parmi les insecticides les plus largement utilisés disponibles. Trente-six d'entre eux
sont actuellement homologués aux Etats-Unis et tous peuvent potentiellement causer une
toxicite aigué et subaigué. Les organophosphorés sont utilisés dans 'agriculture ,les maisons,
les jardins et les cabinets vétérinaires .Cependant, au cours de la derniére décennie, plusieurs

d'OPP notables ont été arrétés pour utilisation ( Dubois ,1971).

2.3.4.2. Structure chimique et propriétés physico-chimiques

Ce sont des dérivés esters, amides ou soufrés des acides phosphoriques, phosphoniques,
phosphorothioiques ou phosphonothioiques. La plupart des OPP sont peu solubles dans I'eau,
peu volatils, mais trés liposolubles, tous sont dégradés par hydrolyse avec formation de
dérivés hydrosolubles non toxiques (Minton ,1988).La DL50 par voie orale ne dépend pas
exclusivement de leur toxicité propre, mais fait intervenir d'autres facteurs, en particulier leur
facilité de pénetration dans l'organisme. Elle permet de les classer en quatre groupes de

toxicité croissante Tableau2
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Figure 4 : Structure commune des Organophosphorés (Laurentin ,2009).

Tableau 3: Classification des insecticides organophosphorés en fonction de leur toxicité

chez le rat (Minton ef al .,1988),

|DL50 (mg/kg) |  Exemple |  Toxicité | Utilisation

l’ 60-1300 |  Malathion | Faibk rsccticado de coutactd largs
spectre

| 30-50 | Dichlovos | Modérée |Insecticide de contact

| ' 1-30 | Chiorfenvinphos | Importante  |Insecticide de contact

Il existe plus de 40 organophosphorés sur le marché, vendus sous plusieurs centaines de noms

de marques différents, tant pour les agriculteurs que pour 'usage ménager (Eddleston et al,
2005).
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Tableau 4:Principales caractéristiques de certains organophosphorés (OP) employés en

agriculture en France (Eddleston ef al., 2005)

3. Chlorpyriphos

3.1. Définition

Le chlorpyriphos est un insecticide de la famille chimique des organophosphorés. Cette
substance se présente sous forme des cristaux blancs et trés peu solubles dans I’eau : 2 mg/I
(ACTA, 2004). Le chlorpyrifos est un insecticide 4 large spectre d’utilisation (_Hayes et al.,
1990),utilisé comme insecticide, acaricide et nématicide (Mackay ef al, 1999)Le
chlorpyriphos entre dans la composition de plus de 30 produits homologués vendus sous
diverses marques commerciales comme Dursban, Lorsban, Brodan, DetmolUA, Dowco 179
et Empire (Eisler, 2000; EXTOXNET, 1996). 11 est vendu sous forme de concentré
émulsifiable, de poudre mouillable, de granules et de préparations microencapsulées (EPA,
1997;ARLA, 2000).
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3.2. Le mécanisme d’action de chlorpyriphos

Le mecanisme d’action de chlorpyriphos ¢’est I'inhibition de la cholinestérase (ChE).
L’inhibition de I’enzyme acétylcholinestérase (AChE), se traduit par une accumulation
d’acétylcholine (ACh) au niveau des récepteurs de la choline, ce qui entraine une stimulation
nerveuse continuelle (Giesy ef al,, 1999) . Le chlorpyriphos est un inhibiteur de I’AChE assez
faible comparé & son métabolite de type oxon (El-Merhibi ef al, 2004) ; la toxicité provient
donc de la formation de chlorpyrifos-oxon par désulfuration oxydative (Eisler, 2000; Giesy et
al., 1999) .

3.3.Les Propriétés physico-chimiques :

e La pression de vapeur du chlorpyrifos est de 2,49 x 10-3 Pa a 25°C.

* Sa solubilité dans I’eau est de 2 mg/L a 25°C (Guide des produits chimiques ,1982).

® Le chlorpyriphos est fortement absorbé par le sol.Il persiste dans le sol pendant des
periodes allant de 60 a 120 jours(Worthing ,1983).

e Sa dégradation est principalement attribuable a I’action microbienne (Environnement
,1987). et les produits de dégradation comprennent le trichloro-3,5,6pyridinol-2, qui
est ensuite scind¢ en composés organochlorés et en dioxyde de carbone (The Royal
Society of Chemistry, 1988).

* La vitesse d hydrolyse du chlorpyriphos dans 1’eau augmente en fonction du pH et de la
température ainsi qu’en présence de cuivre (Hughes ef al., 1980).

e De 30 a 60 pour cent de tout le chlorpyriphos peut disparaitre en phase aqueuse pendant
24 heures par adsorption, dégradation et vaporisation (Hughes e al., 1980).

e Sa masse moléculaire : 350,59 (Mackay et al, 1999) .

3.4. Les techniques d’analyses

Dans un échantillon on utilise habituellement la chromatographie en phase gazeuse
pour déterminer les concentrations de chlorpyriphos, de son analogue oxygéné et de 3.5.6-
trichloro-2-pyridinol (TCP) On peut également utiliser la chromatographie en couche mince et
la chromatographie liquide a haute performance. On utilise ces méthodes de concert avec des
méthodes de détection sélectives comme la détection a photométrie de flamme, la détection
thermionique azote-phosphore ou la détection a capture d’électrons .La détermination des
concentrations de chlorpyriphos dans les milieux environnementaux commence par une

extraction liquide-liquide, une extraction en phase solide (EPS) (ATSDR, 1997) .
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3.5. L’usage

Le chlorpyriphos (Coff;;CI;NO3PS) est un insecticide organophosphoré utilisé pour
lutter contre les moustiques, les mouches, divers nuisibles dans les cultures par épandage sur
le sol ou le feuillage, les nuisibles de maison et les larves aquatiques. De 100 000 a 500 000
kg de ce produit sont utilisés chaque année au Canada (Ottawa, 1987). Le chlorpyriphos a
d’abord été utilisé pour lutter contre les ravageurs associés aux pelouses, aux plantes
d’ornement et aux milieux ambiants (EPA, 1997; ARLA, 2000). Dans les années 1970, le
chlorpyriphos a été utilisé en agriculture : sur les céréales, dans les champs (par exemple le
mais et le tabac), sur les fruits, les noix et les cultures légumiéres (ARLA, 2007). Les seuls
usages rapportés pour le chlorpyriphos sont liés a son action de pesticide (EPA, 2000) soit

pour un usage agricole, soit pour un usage domestique et/ou industriel.
Cet insecticide utilisé pour le traitement des

Parties aériennes |

Des semences :

Des sols (formulation sous forme de granulés) ;

Des locaux de stockage, des batiments d’élevage (ACTA, 2004)

3.6. La toxicité de chlorpyriphos pour I’homme

L'intoxication par le chlorpyriphos peut affecter le systéme nerveux central, le systéme
cardiovasculaire et le systeme respiratoire. C'est aussi un irritant pour la peau et les yeux
(OccupationalHealth Services, Inc. 1986). Le Systéme de surveillance des incidents liés aux
pesticides (PIMS) a signalé 319 incidents d'exposition humaine, la plupart résultant d'une

exposition par inhalation et par voie cutanée ( Sept,1984).

3.7. Présence dans I’environnement
3.7.1. Chlorpyriphos dans les sols

Suite a I'usage agricole du chlorpyriphos, des quantités importantes de la substance
non dirigée vers les plantes atteint directement ou indirectement, le sol (ACTA, 2004). Sur la
base des données disponibles. Le chlorpyriphos se dégrader lentement dans les sols
(conditions anaérobiques et/ou aérobiques) .son temps de demi-vie dans le sol est estimé a 35
jours (Gouzy ef al., 2005) .
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3.7.2 Chleorpyriphos dans le compartiment aérien
Le temps de demi-vie dans I'air est faible : < 2 jours (Gouzy et al., 2005). De plus, la
volatilisation ne semble pas étre une source de dissipation majeure pour le chlorpyriphos : en

laboratoire moins de 10% de volatilisation en un mois (EPA, 2000),

3.7.3. Chlorpyriphos dans I’eau

Ce produit n'est pas entrainé par lessivage dans le sol. Il est donc peu probable qu'il
contamine les eaux souterraines (Edilalux, 2002).D’autre part, en France, cette substance
n’est pas présente en quantité suffisante pour étre identifiée dans les eaux de boisson
(Ministére de la sanié et de la protection sociale, 2004). De méme, malgré la rareté des
informations francgaises sur la présence de chlorpyriphos dans les eaux de surface et les eaux
souterraines, on peut estimer que cette substance n’est présente dans ces milieux que de fagon
exceptionnelle (IFEN, 2002).

4. Devenir des pesticides dans le sol :

Le comportement global des pesticides dans le sol est complexe car il dépend d'une
multitude de processus interconnectés et de la diversité des molécules actives (Colleu et al,

2000; Barussio ef al., 1996 ; Calvet ef al.,, 2005).

e La mise en solution dans le sol & partir d'une spécialité commerciale ou un produit
formulé; L'absorption par la microflore du sol et par les végétaux;

e L'adsorption sur la phase solide organo-minérale du sol;

e La biodégradation par la microflore du sol;

e Le transport dans la solution du sol;

¢ La formation des résidus liés plus ou moins stables.

e Certains processus tendent a fixer le pesticide ou ses métabolites sur la phase organique
du sol: c'est la rétention du pesticide. D'autres par contre l'entrainent 4 se concentrer
dans la phase liquide du sol: c'est la persistance du produit. Une forte rétention du
pesticide par les matiéres organo-minérales réduit les risques de pollution par les
transferts hydriques, tandis que plus un produit est persistant, plus il est mobile et

facilement transporté et donc les risques de pollution des eaux sont plus grands.
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Figure 05: Processus impliqués dans le devenir des pesticides dans les sols

conditionnant leurs efficacités ou leur Caractére polluant (Barriuso ef al., 1996).

Tableau 5: Rémanence de quelques pesticides dans le sol (Gouzy ef al., 2005) .

R .-DD'I‘(or.g.anochlorél) R O W S s
Lindane (organochloré) 3-10 ans
Endosulfan (erganochloré) 1 mois 4 2 ans
Carbofuran (carbamate) 6mois
Parathion (organophosphoré) 3-6 mois

6. La biodégradation des pesticides
6.1. Le concept de la biodégradation

On désigne sous le terme biodégradation, la transformation biologique des substances

sous une autre forme (Berry, 1987)

La biodégradabilité est dite totale lorsque les molécules organiques sont totalement

minéralisées sous la forme d'espéces dont la nature et la proportion dépendent du métabolisme
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suivi. En effet dans le cas d'une biodégradation anaérobie totale les produits finaux du
métabolisme sont le CO2, le CH4, le NH4, le S-- et le H20 tandis que la biodégradation
acrobie donne le CO2, et le H20, mais avec du NO3 et du S04--, Une biodégradation
incompléte peut avoir un impact négatif sur la microflore elle-méme et sur l'environnement
general. Par exemple une substance sans danger peut étre convertie en une substance toxique
(Jim et Van Veld, 1983). La dégradation biotique des pesticides dans le sol et dans les eaux,
est realisée par la microflore présente dans ces milieux et consiste sur des transformations
chimiques dues a leurs systémes enzymatiques. Dans les sols, les champignons, les algues, les
protozoaires et les bactéries sont impliqués dans la dégradation des pesticides, mais les
bactéries et les champignons sont en majorité responsables de cette dégradation. Les réactions
de dégradation des pesticides peuvent se dérouler a l'intérieur et/ou a l'extérieur des
microorganismes. Dans tous les cas, ces réactions sont catalysées par des enzymes et cela
nécessite que les pesticides soient dissouts dans la phase liquide du sol.( Columa ,1977), et
(Calvet et al., 2005),

6.2. Les mécanismes de la biodégradation :

Trois mécanismes sont considérés comme étant directement a l'origine de la degradation

microbienne des pesticides: ce sont le métabolisme direct, le cométabolisme et la conjugaison.
6.2.1. Le métabolisme direct

Consiste sur une utilisation des pesticides comme source d'énergie par les
microorganismes. En effet, ils ont besoin d'éléments nutritifs (C, N, P, S, éléments traces)
d'eau et d'énergie pour croitre et maintenir leur activité. Tl existe une multitude de pesticides
qui peuvent servir de sources d'éléments nutritifs et d'énergie pour les microorganismes.
Certains microorganismes, notamment des bactéries, sont capables d'assurer la minéralisation
complete des molécules de pesticide. D'autres par contre ne peuvent effectuer qu'une partie
des transformations, ce qui nécessite lintervention de plusieurs espéces pour obtenir la
minéralisation compléte des molécules de pesticides. Les réactions de métabolismes
conduisent a leur destruction compléte avec formation de molécules inorganiques que sont le
dioxyde de carbone, 'ammoniac, I'eau et les anions sulfates et phosphates (Colleu et al.,
2000; Calvet et al, 2005).

=
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6.2.2. Le co-métabolisme

C’est un processus au cours duquel des microorganismes assurent leur maintenance et
leur multiplication au dépend d'un substrat organique tout en dégradant des pesticides sans
que ceux-ci soient une source d'énergie et d'éléments nutritifs (Dalton ef al., 1982; Bollag et
al., 1990 ; Calvet et al., 2005). De nombreux microorganismes peuvent participer a ce
processus de dégradation qui est trés fréquent dans le sol (Calvet et al, 2005). Les
microorganismes particuliérement impliqués dans le cométabolisme sont les champignons en
raison de l'abondance de leur systéme enzymatique a large spectre d'activité. La dégradation
compléte des pesticides et la production de métabolites par ce processus requiert la
participation de plusieurs souches. Les métabolites formés ont des propriétés différentes de
celles du pesticide initial, en particulier celles relatives a leur transport et leur toxicité. Iis sont
souvent plus polaires et donc plus solubles dans l'eau et parfois plus toxiques (Calvet ef al.,
2005%).

6.2.3. La conjugaison

C’un processus au cours duquel des pesticides interagissent entre eux ou avec d'autres
molécules présentes dans la solution du sol, les réactions chimiques étant catalysées par des
enzymes exocellulaires, elle conduit & l'union de deux molécules par méthylation ou par
acétylation. Lorsque la conjugaison réunit plus de deux molécules on parle de condensation
(Bollag er al, 1990 ) .

6.3. La dégradation abiotique

La degradation abiotique des pesticides est un phénoméne bien connu .Elle est souvent
liée a l'action de la lumiére notamment les rayons ultra-violet(U.V) du soleil, a la température,
au pH, a I'humidité du sol et de I'air, & la volatilité du pesticide, 4 certains ions et la structure
du sol (Coulibaly et Smith, 1990).
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1. Application de I’insecticide Dursban (48% chlorpyriphos)

Le Dursban (48% chlorpyriphos) est un pesticide classé comme un insecticide
organophosphoré modérément toxique, il est utilisé dans le secteur agricole pour lutter contre
les insectes trés nuisibles de cultures, telles que le coton, les fruits, les légumes et les céréales.
Il est trés connu en Algérie et a large spectre d’utilisation.

Aprés une preparation d’une dilution de 7ml de ce produit dans 5L d’eau (selon le
mode d’emploi du produit), une application foliaire d’un arbre situé dans notre université

(UMC 1) a été effectuée par pulvérisation.

Figure 6 : Arbre traité par l'insecticide Dursban

2. Echantillonnage du sol

Nous avons fait ['échantillonnage aprés 30jours de traitement par le Dursban, les

échantillons de sol utilisés dans cette étude ont été prélevés de 5 sites différents.

Aprés avoir écarté les cinq premiers centimétres de la couche superficielle de sol, 100-

150g de sol sont recueillis aseptiquement dans un flacon stérile et transporté le plus
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rapidement possible au laboratoire, les échantillons sont immédiatement conservés au

réfrigérateur a 4°C jusqu’a I'utilisation (Pochon et al., 1962).

Figure 7: Echantillon de sol contaminé par
l'insecticide Dursban

1. Milieux et réactifs

L’insecticide utilisé au cours de cette étude est le chlorpyriphos sous sa forme
commerciale (Dursban), il est obtenu a partir des revendeurs des produits phytosanitaires

d’Elkhroub, constantine.

Le milieu liquide MSM (minimal salt medium) (Annexel) contenant l'insecticide
Dursban comme SSCE est utilisé pour tester la capacité des microorganismes de sol a utilisé

cet insecticide comme SSCE (Ying et al., 2011).

Le milieuISP2 (International Streptomyces Project) est utilisé pour le repiquage ainsi que

pour I’étude et la caractérisation des souches d’actinomycétes.
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Le milieu liquide ISP9 contenant I'insecticide Dursban comme SSCE est utilisé pour
tester la capacité de quelques souches d’actinomycétes précédemment isolées a partir d’un

autre sol par Mme Zermane. F & dégrader et utiliser cet insecticide comme SSCE.
4. Isolement des microorganismes dégradants de Dursban

4.1. Enrichissement

5g de sol sont ajoutés a un Erlenmeyer de 250 ml stérile contenant 50 ml de milieu
liqguide MSM additionnés de 50 mg/L de Dursban, la culture est incubée & 30°C sous
agitation a150 tr / min, pendant quatre semaines, I’expérience est réalisée en triple (Akbar et
al., 2014) .

4.2, Préparation des dilutions

Apres 30 jours d’incubation, une série de dilutions décimales a été effectuée jusqu'a la

dilution de 10 -°,

4.3. Sélection de souches capables a croitre en présence de I'insecticide Dursban comme

une seule source de carbone et d’énergie (SSC)

Cette étude est réalisée sur le milieu MSM solide contenant I'insecticide Dursban (CP)
a la dose recommandée (50mg/ 1) comme une seule source de carbone et d’énergie, chaque
dilution est ensemencée en surface et les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 24-48

heures. Les souches ayant une bonne croissance sont sélectionnées.

4.4. Etude de la tolérance des microorganismes dégradantes vis-a-vis des différentes

concentrations de I’insecticide Dursban

Les souches isolées sont ensemencées sur GN additionné de I’insecticide Dursban (CP) a
différentes concentrations : fois] (50mg /L), fois2(100mg/L, fois5(250mg/L) et 10 fois

supérieures a la dose recommandée (500mg /1).

Les boites sont ensuite incubées & 30°C pendant 24 heures. La croissance des souches
actives est estimée par comparaison avec celles obtenues sur le milieu GN (Annexel) sans

I’addition de I’insecticide.
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4.5. Mise en évidence de la dégradation de I’insecticide Dursban par les souches isolées
Des erlenmeyers de 250 ml contenant100 ml du milieu minéral MSM liquide additionné
de 100 mg / L de Dursaban sont inoculés par une suspension de la souche sélectionnée.

Les cultures sont incubés a 30°C sous agitation a 150 tr / min pendant 10 jours (Akbar
etal, 2014) .

La capacité des souches sélectionnées a dégrader le pesticide Dursban et a Iutiliser
comme SSCE est estimée par mesure de leur croissance sur milieu liquide contenant le
Dursban comme SSCE, pour cela des eéchantillons de 1 ml sont prélevés a partir des cultures
séléctionnees a des intervalles réguliers de 1 jour pendant 10 jours continus. La croissance est

évaluée par mesure de la DO a 600 nm (Deepti et al., 2015).

S. Etude de la dégradation de Dinsecticide Dursban par des souches

d’actinomycétes :
5.1. Purification de certaines souches d’actinomycétes

Les souches d’actinomycétes, sur lesquelles on a effectué notre travail ont été

précédemment isolées par Madame Zerman.F (enseignante attachée de recherche).

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies sont repiquées et ensemencées

par stries sur gélose ISP2 (Annexel), puis incubées a 30 °C pendant 7-21 jours.

3.2. Etude de la tolérance des actinomycétes purifiées vis-a-vis de différentes

concentrations de I’insecticide Dursban

Les actinomycétes purifiées sont ensemencées sur milieu ISP2 solide additionné de
I'insecticide Dursban a différentes concentrations fois2(100mg/L), foisS(250mg/L) jusqu’a
10fois supérieures a la dose recommandée (500mg/L) (Zaki ef al., 2012).

Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 10 jours, La croissance des
Actinomycétes est estimée par comparaison avec celle obtenue sur ISP2 sans 1’addition de

I"insecticide.

23
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3.3. Mise en évidence de la dégradation de I'insecticide Dursban par les souches

d’actinomyceétes

Des Erlenmeyer de 250 ml stériles contenants 100 ml du milieu minéral ISP9 additionné
de 100 mg /L de Dursban sont inoculés avec les souches actinomycétes . Trois cultures pour
chaque souche sont réalisées. Ces cultures sont ensuite incubés a 30 °C sous agitation 4 150 tr

/ min

La capacité des souches actinomycétes a dégrader le pesticide Dursban et a I'utiliser
comme SSCE est estimée par mesure de leur croissance sur milieu liquide contenant le

Dursban comme SSCE.,

Pour cela des échantillons de 1 ml a partir de chaque culture d’actinomycétes sont
prélevés a des intervalles réguliers de ljour, pendant Gjours continus. La croissance est

eévaluée par mesure de la DO a 600nm (Deepti.G et Abhinav.M, 2015).
6. Identification présomptive des souches actives
6.1. Identification des bactéries isolées

» Examen macroscopique

Apres incubation sur milieu GN: la taille, la forme, la couleur ou la pigmentation des

colonies, etc., sont notés.

» Observation microscopique

e L’état frais ;

Une fraction de la colonie étudiée est prélevée et mis en suspension homogéne dans une
goutte d’eau préalablement déposée sur une lame, puis recouvert avec une lamelle, et observer

rapidement a |”’objectif X 40.

¢ (Coloration de Gram :

La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle

doit étre parfaitement maitrisée car c’est le point de départ du choix des examens
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complémentaires a effectuer et des milieux a ensemencer, Elle est réalisée selon le protocole

classique suivant :

Préparation du frottis et fixation.

Coloration au violet de gentiane phéniqué durant une minute, puis ringage a ’eau
du robinet.

Mordangage : recouvrement de la lame de réactif de Lugol pendant 1 minute
(réactif iodo-ioduré qui accentue la coloration), puis ringage a |’eau.

Epreuve (alcoolo résistance) : plongement 3 ou 4 fois ,pendant 30 secondes dans
un pot d’alcool, puis ringage a 1’eau du robinet immédiatement.

Contre coloration & la Fuschine ou de safranine pendant une minute.

Ringage 4 I’eau du robinet et séchage entre deux feuilles de papier absorbant.

Observation a I’objectif X 100(Gueye , 2007).

» Tests biochimiques

e Utilisation du Glucose, Lactose et saccharose et la production de ’'H2S

La pente du milieu TSI est ensemencée par des stries et le culot par piqureavec I’ inoculum

de la souche sélectionnée. Aprés incubation a 30°C pendant 24 a 48 heures,la lecture estfaite

au niveau du culot pour le glucose et au niveau de la pente pour le lactose et lesaccharose.

L’utilisation des sucres est traduite par un virage de couleur du milieu vers lejaune. Dans le

cas ou le dégagement d’H2S, un noircissement est provoqué dans le culot(Smriti ef al,

2012).

e Utilisation du citrate comme seule source de carbone

La pente du milieu de citrate de Simmons (Annexel) est ensemencée par strie

longitudinale au moyen d’une anse de platine avec I'inoculum de la souche sélectionnée.

L’incubation s’effectue a 30°C pendant 24-48 heures (Meziani ,2012).

® Recherche de la production d’indole

4,5 ml d’eau physiologique contenant 4 gouttes du milieu Urée-indole est ensemencé par

0,5 ml de la suspension de la souche sélectionnée. La lecture est effectuée aprés incubation a
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30 °C pendant 24 heures,2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs sont ajoutées 4 1 ml de la culture.
Une réaction positive se traduit par 1'apparition d’un anneau rouge a la surface (Smriti et al .,

2012).

e Test d’oxydase

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que posséde une bactéric a oxyder un réactif
incolore (la NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dérivé rose violacs.

Un disque oxydase imprégné de diméthyl-paraphénylénediamineest placé stérilement

sur une lame, a I'aide d’une pipette Pasteur, une colonie est prélevée et déposée doucement

sur ce disque, la lecture se fait apreés 30 secondes (Dhayanithi et al, 2010 ).

e Test de Catalase

Le test consiste a metire la bactérie a tester en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogene (H202). Si elle posséde la catalase, elle dégrade le peroxyde d hydrogéne en eau
et dioxygéne visible par la formation de bulles (Khan et al, 2011).

e Test du mannitol-mobilité

Le milieu mannitol mobilité permet I’étude de la mobilité de la souche grice a la
présence d’une faible teneur d’agar (gélose semi-molle) qui rend possible le déplacement des
bactéries mobiles autour de la piqiire centrale,

L utilisation du mannitol acidifie le milieu qui peut ainsi étre révélé par le virage de
I'indicateur de pH (rouge de phénol)  sa teinte acide (jaune).

L’ensemencement est effectué par piqiire centrale & I’aide d’une pipette Pasteur fermée

puis Incubation 24 heures a 37°C (Nkang et al .,2009).

6.2. Identification des souches actinomycétes

» Observation macroscopique des colonies

L’aspect macroscopique (couleur, forme, etc.) des actinomycétes est déterminé par

ensemencement sur le milieu ISP2 (Annexe 1), et observé apres 21 jours d’incubation & 30°C.
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» Morphologie des mycéliums aériens et de substrat (technique de culture sur

lamelle)

La détermination de la morphologie des chaines des spores, du mycélium aérien et du

substrat est effectuée selon la technique des lamelles obliques.

Cette technique consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans le milieu
gelosé ISP2 de telle sorte qu’elle forme un angle de 45° avec la surface de celui-ci. Une

goutte de I'inoculum est déposée conire la lamelle en contact avec le milieu.

Aprés 14 jours d’incubation & 30 °C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose,
entrainant avec elle des mycéliums de substrat et aérien non dénaturé. Elle est ensuite
déposée sur une lame contenant une goutte de bleu de coton ou lactophénol puis examinée au

microscope optique (G x 40 et x 100).

La forme des filaments du mycélium aérien peut étre également observée sous

microscope optique (G x 10) autours des colonies (Williams et Cross ,1971).

7. Conservation des souches actives

La souche bactérienne isolée, capable d’utiliser le fongicide étudié¢ comme seule
source de carbone et d’énergie, est conservée sur milieu GN inclinée a 4°C.

Les souches actinomycetes purifiées sont conservées sur le milieu ISP2, les tubes
contenants la gélose inclinée sont ensemencés par stries et incubés & 30°C jusqu’a sporulation
des souches (21 jours), finalement les tubes sont conservées a 4°C pour une durée de deux

mois environ. Cette technique permet une bonne conservation, aussi longue que celle de la
congélation (Caldwell ef al., 1995).
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Résultats et discussion

1. Recherche des microorganismes dégradants I’insecticide Dursban
(48%Chlorpyriphos)

1.1. Isolement des microorganismes capables d’utiliser le Dursban comme SSCE

Apres 48 heures d’incubation a 30°C, une seule colonie notée X1, a pousser sur le
milieu MSM gélosé additionné de 50 mg/L de I'insecticide Dursban, ce qui indique sa

capacité a utiliser cet insecticide comme unique source de carbone et d’énergie.

Figure 8 : Souche X1 isolée sur milieu MSM gélosé additionné
de Dursban comme SSCE

1.2. Etude de la tolérance de la souche X1 vis-a-vis i ’insecticide Dursban

Cette méthode est basée sur I’appréciation de la croissance sur milieu gélose nutritive
additionné de I’insecticide Dursban a des concentrations croissantes : (dose recommandée :
DR, DR fois 2, DR fois 5, DR fois 10) comparée avec celle obtenue sur le méme milieu GN
sans insecticide.

Aprés incubation a 30 °C, la souche X1 donne une bonne croissance sur toutes les
concentrations de I'insecticide, jusqu’a la plus forte concentration (10 fois plus concentré que
la dose recommandée), ce qui montre la capacité de cette souche a tolérer de fortes

concentrations de cet insecticide comme illustré dans la Figure 9.
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Figure 9: Tolérance de la souche X1 a des concentrations croissantes de I'insecticide Dursban
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1.3. Mise en évidence de la dégradation de I’insecticide Dursban par la

souche X1
La dégradation de I'insecticide Dursban par la souche X1 est estimée par mesure sa
croissance (DO) a 600nm, la variation de la densité bactérienne au cours des 10 jours

d’incubation sur milieu MSM plus I’insecticide comme SSCE est représentée dans le Tableau

6 et Figure 10
Tableau 6: Absorbance de souche X1
En présence du Dursban comme SSCE
TO i T T3 T4 | T5 T6
X1 0,14 |028 |073 |091 |094 |087 |0,70
souche X1
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,0Q
n 2 13 B i7 18 J10

Figure 10 : Variation de la DO en fonction du temps de la souche Xlen présence de
I'insecticide Dursban comme SSCE.

D’apres la courbe, la souche X1 présente aux premiers jours d’incubation, une légére
croissance, c’est la phase d’adaptation au insecticide Dursban, puis elle augmente
progressivement, jusqu’au 7éme jour d’incubation ou elle devient maximal, ce qui confirme
que la souche X1 utilise I'insecticide Dursban comme SSCE, au 10éme jour d’incubation la
croissance devient minimal, dans cette phase le milieu est épuisé et peut contenir des

métabolites de dégradation de I'insecticide Dursban , qui peuvent étre toxiques pour notre
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souche, ou non utilisés par cette derniére comme SSCE, qui provoque la décroissance de notre

souche X1.

2. Etude la dégradation de ’insecticide Dursban par quelques souches

d’actinomycétes

2.1. Purification des souches d’actinomycétes

Trois souches d’actinomycétes (A1,A6 et A12), précédemment isolées a partir d’un

autre sol par Mme ZERMANE F(enseignante attaché au laboratoire de Génie microbiologique

et applications).sont purifiées sur milieu ISP2 , dans le but de tester leur capacité a tolérer

I’insecticide Dursban et a I'utilisé comme SSCE.

2.2. Etude de Ia tolérance des souches d’actinomycétes a forte concentration de

I’insecticide Dursban

L’étude de la tolérance des souches d’actinomycétes a différentes concentrations de

I’insecticide Dursban est représentée dans le Tableau 7

Tableau 7 : Tolérance des 3 souches d’actinomycétes a I'insecticides Dursban .

Souches Croissance en | Croissance en présence | Croissance en Croissance en
d’actinomycetes absence de de présence de présence de
Dursban Dursban2foissupérieura | Dursban5fois | DursbanlOfois
(témoin) la DR supérieur a la supérieur 2 la
DR DR
eI ¥ o e T+ =
Al2 T ST T g e

(+++) : Bonne croissance, (++) : croissance modérée, (+) : croissance faible, dose

recommandé = 50mg /1.
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Cette méthode repose sur I'appréciation de la croissance, sur milieu ISP2, en présence de
Iinsecticide Dursban a forte concentration (2 fois,5 fois et 10 fois supérieur a la dose
recommandeée), en la comparant avec celle obtenue sur le méme milieu sans insecticide.

Parmi les 3 souches testées, la souche Al présente une bonne croissance, la souche A6

et la souche Al2 presentent une croissance modérée sur ce milieu (Figure 11, Figure 12,
Figure 13) .

Figure 11: Tolérance de la souche A6 au Dursban

a une concentration 2 fois plus forte que la dose recommandée.

Figure 12: Tolérance de la souche Al au Dursban

a une concentration 5 fois plus forte que la dose recommandée
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Figure 13: Tolérance de la souche A 12 au Dursban

A une concentration 5 fois plus forte que la dose recommandée

2.3. Mise en évidence de dégradation de I’insecticide Dursban par les
souches actinomycétes

La tolérance d’une souche microbienne a un pesticide, n’est pas toujours un indice de sa
capacité de le dégrader, en effet,( Singh ef @l.,1999) ont rapportés que le champignon blanc
Trameteshirsutus accumule le pesticide Lindane sans le dégrader.

Pour cela, les souches d’actinomycétes tolérantes sont soumises a un deuxiéme test,
elles sont ensemencées sur le milieu ISP9 liquide contenant ’insecticide Dursban comme
SSCE, la degradation de Dursban est appréciée par mesure de la croissance (DO) a 600 nm

(AKbar et al .,2014) Les résultats sont représentés dans Tableau 8 et Figure 14

Tableau 8: Absorbance des souches A1,A6 et A12 en présence du Dursban comme SSCE

Jour 0 Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 Jour 6
Al 0,12 0,88 0,71 0,29 0,26 0,23 0,10
A6 0,44 0,35 0,34 0,22 0,22 0,18 0,11
Al2 0,33 0,30 0,25 0,24 0,20 0,19 0,12
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L'absorbance des souches A1, A6 et A12 en fonction du temps

T
09 -
0,8
0,7
0,6
0,5
04 —
\ 0,3
; 0,2
01 —+—
0.

L'absorbance

Figurel4: absorbance des souches A1,A6 et A 12 en fonction de temps

En présence de Dursban comme SSCE

L’augmentation de [’absorbance est due & une augmentation de la croissance
microbienne dans le milieu, et révéle une dégradation progressive du produit au cours du
temps :

D’apres la Figure 14, il est remarquable qu’a partir du [ er jour la valeur de
I’absorbance de la souche Al est plus grande que celle de A6 et A 12, Cela, signifie que le
taux de la dégradation du Dursban par la souche A1 est plus grand que chez les souches A6 et
Al2 .

Donc la souche A 1 est plus performante que les souches (A6, A12) pour la dégradation
du Dursban, et de ce fait , elle peut étre utilisée dans la biodégradation et la biorémédiation

des sols contaminé par cet insecticide.
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3. Identification des souches actives
3.1. Identification présomptive de la souche X1

3.1.1. Les caractéres culturaux

Les caractéres culturaux de la souche x1 sont représentés dans le Tableau 9 et la Figure 15

T I b R i =i T oy

PTTIES AETNEEER . -

Figure 15 :Aspect macroscopique de la souche X1 sur GN

Tableau 9 : Caractéres culturaux de la souche X1sur milieu GN

TN L ’

- | Circulaire | Lisse

3.1.2. Aspect microscopique

L observation microscopique a I’état frais a I’objectif X40montre que la souche X1 est de

forme sphérique, immobile, non sporulée comme illustré dans la Figure 16
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Figure 16 : L’état frais de la souche X1(GX40)
L observation microscopique de la coloration de GRAM montre que la souche X1 est de
forme cocci 4 gram négatif, regroupée en chainette, comme illustré dans la Figure 17

Figure 17: coloration de gram de la souche X1(GX100)
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3.1.3. Caractéres biochimiques

La souche X1, se développe sur les différentes sources de carbone étudiées, elle utilise

le lactose, le saccharose et le glucose, ainsi que le mannitol et le citrate comme source de
carbone (Figure 18) .

Figure 18 : Résultats des tests biochimiques de
la souche X1 (1 :mannitol, 2 :citrate de
simmons, 3 : TSI)

Le résultat de I"'ensemencent sur le milieu TSI, montre que la souche Xlest incapable de

produire 1’H2S.1’ensemencement sur milieu mannitol mobilité confirme que la souche
étudiée est immobile.

Les résultats des autres tests biochimiques montrent que la souche X1 ne possede pas

I’enzyme oxydase, et & catalase positif comme illustré dans la Figure 19.
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Figure 19 : test de catalase et oxydase pour la souche XI

Aprés I'incubation & 30°C pendant 24 heures, I’addition de 2 gouttes de réactif kovacs dans le
milieu urée indole ensemencé par la suspension bactérienne de la souche X1 conduit a
I’apparition d’un anneau rouge au niveau de la surface de milieu. Ce qui montre que cette

souche est une bactérie productive de I’indole comme indiqué dans la Figure 20

Figure 20 : test urée-indole de la souche X1.
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Les résultats des différents caractéres biochimiques de la souche active sont réunis dans
le Tableau 10

Tableau 10 : Les caractéristiques biochimiques de la souche (X1)

LE TEST T utilisation | L ufilisation | La L'utilisation | La | La présence | La présence
De glucose De Lactose et | production De mannitel | production de Foxydase | de catalase
saecharose 1L'H28 de I'indole
Résultat = 53 + + + + _ =+

(—): Absence, (+): Présence

Les différentes caractéristiques réunies sur 1’isolat bactérien X1 sont comparées avec
celles décrites dans la neuviéme édition du Bergey'sManual of Determinativebacteriology

(2007).Nos résultats sont conformes aux caractéristiques du genre Acinerobacter

3.2, Identification présomptive des souches d’actinomycétes
Parmi les trois souches d’actinomyceétes, la souche la plus performante (Al) est

identifiée

3.2.1. Observations macroscopigues

L'étude des caractéres macroscopiques des actinomycetes est largement employéee pour
caractériser le groupe des actinomyceétes et méme dans certain cas les genres.

Aprés incubation sur milieu 1SP2, la surface des colonies de la souche Alest poudreuse.
Aprés maturation, la souche développe une masse sporale de couleur blanchitre, il n’y a pas

production de pigments diffusibles.

Les caractéres culturaux de la souche Al sont représentés dans le Tableau 11.
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Tableau 11 : Caractéres culturaux de la souche Al

Milien La Mycélium | Mycélium | Masse | Pigmentation | Aspectdela
colonie
souche Iaire Ilaire sporale
. "Colonies bien
: Incrustées dans la
ISP2 Al Gris I gélose, rondes. a
Transparent | blanchatre | Blanche bordure régulicre,
{7 légérement bombees,

d’aspect cotonneux

3.2.2. Observations microscopigues

Les critéres de détermination que nous avons utilisés sont essentiellement ceux de la
classification (Taxonomie Qutline of the procaryotes, Bergey’sMannual of
SystematicBacteriology, 2004).

Plusieurs auteurs ont pu déterminer les genres des actinomycétes a partir des
caractéristiques morphologiques comme (Zaitlin ef «l.,2003) dont les travaux ont permis
d’identifier le genre par simple observation microscopiques d’une souche actinomycétale par

observation des chaines de spores au microscope optique (Balagurunathan ef al,, 1996).

La technique de la culture sur lamelle oblique permet de caractériser les actinomycetes
par leurs aspects morphologiques du mycélium aérien et celui du substrat. Aprés 7 jours
d’incubation, les lamelle sont retirées de la gélose et déposées sur une lame puis observees au
microscope optique (G*100). Les résultats sont représentés dans le Tableau 12 et Figure 21

et Figure 22
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Figure 21 :Aspect microscopique de la souche Al (GX100)

Mycélium du substrat

Figure 22 : Aspect microscopique de la souche Al (GX100)

Mycélium aérien et masse sporale

=

41
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Tableau 12: Aspect microscopique de la souche active ( Al)

myceélium MS MA
Formede Longueur |Forme de
I . ] de chaines | la spore
Les souches | Fragmentation | Sporulaiion Chainesde
i de spores
spores
Non Spiral
Al fragmenté | Non Sporulé >20 Ovale

Hyphes du mycélium végétatif de la souche Al sont fins, trés ramifi€s, non fragmenteés,
non sporulés. Tl se développe en surface et pénétre dans la gélose, pour ensuite donne
naissance a un mycélium aérien long, fin et trés ramifié, il porte de longue chaine de spores
plus de 20 spores par chaine. Les chaines de spores sont formées par fragmentation du
mycélium aérien, elles sont en doubles spires, ces caractéres permet de rapprocher cette

souche au genre Streptomyces.

Une étude d’identification des souches d’actinomyceétes tolérantes aux Silinium est
réalisée par El-Meleigy ef al., 2011 a montré que les caractéres morphologique de souche

identifiée (Streptomyces variabilis), sont similaires a ceux de souches (A1)

(Yang et al, 2006) et (Li ef al., 2007 ) montrent I'utilisation de Chlorpyriphos comme
unique source de carbone et d’énergie par plusieurs souches bactériennes qui appartient a la

microflore du sol.



Résultats et discussion

Une autre étude montre que des souches bactériennes (Pseudomonas spputida,
Micrococeus lylae, Pseudomonas aureofaciens, et Acetobacterliquefaciens) qui ont été isolées
a partir d’un sol égyptien, utilisent le malathion ( un insecticide de la méme famille de
Chlorpyriphos comme unique source de carbone et d’énergie (Goda et al., 2010)

Plusieurs recherches affirment qu’il ya beaucoup des génes responsables de la
biodégradation des insecticides organophosphorés hébergeant des bactéries du sol qui ont été
rapportés sur des plasmides (Chung et al, 1998). Ces génes codants pour les enzymes de
dégradation, plusieurs plasmides cataboliques ont été trouvés chez les espéces de
Pseudomonas, Alcaligenes, Actinobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Moraxellaet
Arthrobacter (Sayler et al., 1990),

De nombreuses études ont rapporté que Acimefobactersp utilise un large éventail de
substances toxiques tel que le biphényle comme seule source de carbone et d'énergie (Sabit ef
al, 2011).

Azmy et al, 2015 trouvent trois différents isolats bactériens qui ont une capacité de dégrader
de hautes concentrations de malathion (un insecticide organophosphoré de méme
Famille de Chlorpyriphos), les tests biochimiques montrent I’identification des isolats comme,

Acinetobactersp

Plusieurs études ont montré la résistance de souches d’actinomycétes isolées de
différentes rhizosphéres contaminées par de nombreux pesticides :
Lara et al, 2005 ont test¢ la tolérance de 53 actinomycétes isolées d’un sol contaminé par le
pesticide Alachlor, ils ont trouvés que 16 sur 53 actinomycétes testées croissent sur 1’ Alachlor
a des fortes concentrations (720 mg/1), ces derniéres souches sont sélectionnées pour des tests
de dégradation de méme pesticides.
Des especes du genre Streptomyes qui peuvent utiliser le chlorpyriphos comme seule source
de carbone ont été analysés et parmi 29 isolats SJRO-06, STRO-10 et SJRO-36 dégradent le
chlorpyriphos a 1000 mg / 1 (Eissa ef al, 2014 ; Supreeth ef al, 2016). Des résultats
similaires ont été obtenus par (Lin et al., 2011)
Javaid ef al, 2016 ont rapporté que les actinomycétes sont capables de dégrader le
chlorpyriphos,
Briceno ef al ., 2012 ont montré que le chlorpyriphos utilisé aux concentrations de 25 mg / |

et 50 mg /1 dans le milieu de culture est dégradé par le genre Strepromyces..
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Plusieurs genres et especes de la famille des actinomycétes sont impliqués dans la
biodégradation des insecticides : D’aprés (Xiaogiang ef al, 2008 ; Diez ,2010), les
actinomycetes sont des transformateurs et dégradeurs de pesticides .

La population d'actinomycétes a ét¢ identifiée comme I'une des groupes principaux de la
population du sol, Ils produisent de nombreux produits naturels tels que les antibiotiques et les
enzymes capables de dégrader les complexes organiques dans le sol et les sédiments. Les
actinomycetes ont potentiel considérable pour la biotransformation et la biodégradation des

pesticides (Santos ef al ., 2012, ; Schrijver et al ., 1999 ; Philip et al., 2014) .
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Conclusion

La pollution de l'environnement causée par les pesticides et leurs produits de
dégradation est un probléme écologique majeur.

Le chlorpyriphos est un insecticide a large spectre, considéré comme l'un des
pesticides organophosphorés les plus fréquemment utilisés. Son application massive a
conduit a la contamination de I'eau et du sol et & la perturbation des cycles biogéochimiques.
De plus, ses résidus ont été détectés dans divers systémes écologiques.

La biorestauration, qui implique l'utilisation de microbes pour détoxifier et dégrader
les polluants, a regu une attention accrue en tant qu'approche biotechnologique efficace pour
nettoyer les environnements pollués

Dans le but de rechercher des microorganismes dégradants 1’insecticide Dursban (48%
chlorpyrifos), un isolement par enrichissement sélectif sur milieu MSM additionnée de
Dursban comme seule source de carbone et d’énergie, est réalisé a partir d’un sol traité par ce
méme pesticide. Une seule souche a été isolée a partir de ce milieu.

Dans le méme but, trois souches d’actinomycétes précédemment isolées par Mme Zermane.F
(MAA, UMC1), sont purifiées sur milieu ISP2.

La tolérance des souches étudiées, est tester sur milieu GN pour la bactérie isolée et
sur milieu ISP2 pour les actinomycétes, ces milicux sont supplémentés par le Dursban a
différentes concentrations (DR X 2, DR X 5, DR X 10). Toutes les souches étudiées tolérent
le pesticide jusqu’a la plus forte concentration.

La dégradation de I'insecticide par les souches tolérantes est estimée par mesure de la
croissance bactérienne (DO) a4 600nm, sur milieu minéral contenant le Dursban 4 la dose
recommandé (50mg/l) comme seule source de carbone et d’énergie, ainsi, deux souches
seulement présentent une croissance considérable sur ce pesticide, et sont donc capables
d’utiliser le Dursban comme seule source de carbone et d’énergie ,et peuvent de ce fait étre
utiliser pour la biodégradation et la dépollution des sol contaminée par cet insecticides.

L’étude de quelques caractéres macroscopiques, microscopique et biochimiques a
permis de rapprocher les deux souches actives aux genres Strepromyces et Acinetobacter.

Perspectives

e Confirmation de la biodégradation de I’insecticide chlorpyrifos par la technique
d’Hplc ;

e Identification des métabolites de biodégradation de cet insecticide par spectrométrie
de masse ;

e Identification biomoléculaire des souches actives ;

e Utilisation de ces souches dans la dépollution des sols contaminée par le chlorpyrifos.
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Annexe 1

Milieux de culture

Milieu de sel minéral (MSM)
K2HPO4 1.5 g

KH2PO4 0,5¢

NaCl0,5¢

(NH4) 25040,5¢

MgSO4 - TH20 0,2¢g

PH = 6,8-7,0

Eau distillée 1000 ml

Gélose nutritive GN
Peptone 6g

Extrait de beeuf 1g
Extrait de levure 2g
Chlorure de sodium 5g
Agar 14g

Eau distillée 1000 ml
PH=73

Milieu ISP 2

Extrait de levured g
Extrait de malt10 g
Glucosed g

Eau distillée1000 ml
Agar20 g

pH=73



Milieu ISP9

(NH2)28042,64 g

KH2P042,38 g

KoHPO4. 3H20 5,65 ¢
MgS04.2H201 g

Solution saline 21 ml(Annexe2)
Eau distillée 1000 ml
pH=6,8-7,0

Milieu Mannitol Mobilité
Peptone 20 g

Nitrate de potassium 1 g
Mannitol2 g

Rouge de phénol40mg
Eau distillée 1000 ml
Agard g

pH=8§,1

Milieu Citrate de Simmons
Citrate de sodiumlg
Chlorure de sodium3g

Sulfate de magnésium 200mg

Dihydrogénophosphate d’ammoniumig

Monohydrogénophosphate de potassiumlg

Bleu de bromotyymol80mg
Agar 1

Eau distillée 1000 ml
PH=6,8

Milieu urée- indol

Annexes
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L-Tryptophane 3g

Phosphate monopotassiquelg
Chlorure de sodium5g

Urée 20g

Rouge de phénol 0.025
Alcool a 95°0.01mL

Eau distillée 1000 ml

PH=6,7

Milieu TSI ( TripleSugarIron Bio-Rad)
Extrait de viande 3g

Extrait de levure 3g

Peptone 20g

Chlorure de sodium5g

Lactose 10g

Saccharose 10g

Glucose 1g

Sulfate ferrcux ammoniacal 300mg
Rouge de phénol24mg

Thiosulfate sodium anydre300mg
Agar 11g

Eau distillée1000 ml

PH=7.4

N.B. L’ajustement des pH des milieux de cultures s’etfectue 4 1’aide d’une solution de

NaOH IN ou une solution d’HC! 1N selon le cas.



Solutions et colorants

Solution d’oligo — éléments.
NaZEDTA - 2H20, 500mg
FeCl2 4H20 143mg

ZnCl12 4,7mg

MnCI4H20 3,0mg

H3BO3 30mg

CoClI2 6H20 20mg

CuCI2 2H20 1mg

NiCI2 6H20 2mg

Na2ZMo04 2ZH20 3,0mg

CaCl2 2H20100mg

Solution saline 2

CuSO4 5H20 0,64 g
FeSO4 7H20 0,11 ¢
MnClI2 4H20 0,79 g
ZnS04 7TH20 0,15 ¢

Eau distillee 100ml

Violet de gentiane
Violet de gentiane |1g Ethanol 10ml

Phénol2g Eau distillée100ml

Annexe 2
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Annexe 3

L’insecticides commercialisé « DURSBAN »



Résumé

Résumeé

A partir d’un sol forestier traité par ’insecticide Dursban (48% chlorpyriphos), une
souche Bactérienne notée Xlest isolée par enrichissement sélective sur milieu MSM
supplémenté par 'insecticide Dursban comme seule source de carbone et d’énergie et

supporte de forte concentration (10 fois la dose recommandé) de ce pesticide sur milieu GN.

D’un autre coté, trois souches d’actinomycétes précédemment isolées par Mme
Zermane .F (MAA ,UMC1) sont soumises aux mémes tests et tolérent le Dursban 4 une dose

dix fois supérieur & la dose recommandée sur milieu ISP2 .

La dégradation du pesticide par I'ensemble des souches, est estimée par mesure de leur
croissance (DO) a 600 nm pendant 10 jours, sur milieux minérales additionnés de Dursban

comme seule source de carbone et d’énergie.

Deux souches (X1, Al) présentent une croissance maximal sur cet insecticide, et
possédent de ce fait un potentiel élevé d’étre utilisées dans la bioremédiation des

environnements pollués par le chlorpyriphos

L’étude des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques),
biochimiques et physiologiques, a permis de rapprocher les deux souches actives au genre

Streptomyces et Acinetobacter

Mot clés: Pollution, organophosphoré, chlorpyriphos, bioremédiation, Streptomyces,

Acinetobacter.



Summary

Summary

From a forest floor treated with Dursban Insecticide (48% chlorpyriphos). a bacterial
strain noted X1 is isolated by selective enrichment on MSM medium supplemented with
insecticide Dursban as sole source of carbon and energy and supports strong concentration (10

times the recommended dose) of this pesticide on GN medium.

On the other hand, three strains of actinomycetes previously isolated by Ms. Zermane
F (MAA, UMC1) are subjected to the same tests and tolerate Dursban al a dose ten times

higher than the recommended dose on [SP2 medium.

The degradation of the pesticide by all strains, is estimated by measuring their growth
(OD) at 600 nm for 10 days, on mineral media supplemented with Dursban as sole source of’

carbon and energy.

Twao strains (X1, Al) show maximum growth on this insecticide, and thus have a high

potential to be used in the bioremediation of environments polluted by chlorpyritos

The study of the morphological (macroscopic and microscopie), biochemical and
physiological characteristics, allowed to bring the two active strains to the genus

Stwreptomyces and Acinetobacter

Key words: Pollution, organophosphorus, chlorpyrifos. bioremediation, Streptomyces,

Acinetobacter.
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. Résumé
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| A partir d’un sol forestier traité par I’insecticide Dursban (48% chlorpyriphos), une souche Bactérienne |
notee Xlest isolée par enrichissement sélectif sur milieu MSM supplémenté par I'insecticide Dursban
comme seule source de carbone et d'énergie et supporte de forte concentration (10 fois la dose

recommandé) de ce pesticide sur milieu GN,

' D’un autre cote, trois souches d’actinomycétes précédemment isolées par Mme ZARMANE F
(MAA ,UMCI) sont soumises aux mémes tests et tolérent le Dursban & une dose dix fois supérieur a la dose |
‘ recommandeée sur milieu ISP2 .
' La dégradation du pesticide par I"ensemble des souches, est estimée par mesure de leur croissance (DO) a
600 nm pendant 10 jours, sur milieux minérales additionnés de Dursban comme seule source de carbone et |
‘ d’énergie.
Deux souches (X1, Al) présentent une croissance considérable sur cet insecticide, et possédent de ce fait un |
' potentiel élevé d’étre utilisées dans la bioremédiation des environnements pollués par le chlorpyriphos
‘ L’étude des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques), biochimiques et

' physiologiques, a permis de rapprocher les deux souches actives au genre Strepiomyces et Acinetobacter
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