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Introduction

Introduction :

Avant I'utilisation des produits phytosanitaires, les systemes de culture étaient concus

Pour assurer le meilleur compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production
de la culture. Cependant, les pertes en rendement des productions agricoles dues aux
Maladies, aux ravageurs et aux mauvaises herbes pouvaient atteindre des proportions
Importantes (Oerke et Dehne, 1997).

Apres la seconde guerre mondiale, les pesticides ont permis le développement de 1’agriculture
et ont contribué a I’augmentation des rendements et a la régulation de la production agricole.
L’utilisation des produits phytosanitaires a également limité ou éradiqué un certain nombre de
maladies parasitaires trés meurtrieres.

Cependant, aujourd’hui, les pesticides sont soupconnés de présenter un risque pour la santé de
I’homme et pour son environnement. Une trés grande partie des pesticides répandus n’atteint
pas sa cible. Une partie importante est dispersée dans 1’atmosphere, soit lors de leur
application, soit par évaporation ou par envol a partir des plantes ou des sols, sur lesquels ils
ont été répondus. Disséminés par le vent et parfois loin de leur lieu d’épandage, ils retombent
avec les pluies directement sur les plans d’eau et sur les sols d’ou ils sont ensuite drainés
jusqu’ aux milieux aquatiques par les eaux de pluie, ce qui présentent une vrais menace pour
tous I’environnement (Fenskeet al ., 2002).

Au cours des dernicres années, les recherches sont orientées vers les techniques de
dépollution des sols contaminés. Parmi les quelles, des techniques physico-chimiques qui sont
tres couteuses et nécessitent des moyens généralement lourds. Ces procédés restent
impuissants devant certains composés toxiques et persistants, d’ou la nécessité de rechercher
de meilleures alternatives (Entry et Emmingham, 1995 ; Voos et Groffman, 1997). On
assiste ces dernieres années a I’émergence de technique biologiques qui sont beaucoup moins
onéreuses et tres efficaces. Ces techniques font appel aux microorganismes tres variés, qui
jouent un role trés important dans la dégradation des pesticides, par des réactions d’oxydation,
de réduction et d’hydrolyse.

Parmi ces microorganismes, les actinomycetes sont des bactéries Gram positive qui jouent un
role trés important dans le sol, en raison de leur aptitude a dégrader des substances organiques
non biodégradables par les champignons et les autres bactéries (Crawford, 1993).

Dans ce but, nous avons fixé comme objectif, la sélection de souches d’actinomycetes ayant
des capacités de biodégradation d’un pesticide, qui appartient a la famille des herbicides les
plus récents et les plus utilisé au monde qui est I’ Apyros (sulfosulfuron).
Pour cela, nous avons suivis les étapes suivantes :
» Purification des souches actinomycetes, déja isolées d’un sol contaminé par
I’herbicide Apyros ;
» La sélection des souches ayant des capacités de pousser sur cet herbicide comme seule
source de carbone et d’énergie ;
L’étude de la cinétique de biodégradation de cet herbicide par les souches les plus
performante par HPLC et I’extraction des enzymes impliquées dans cette dégradation ;
Notre dernier objectif est I’identification présomptive des souches actives.
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I. La pollution:

1- Définition :

«On peut définir la pollution, et les polluants, comme des résidus de 1’activité des
hommes qui directement ou indirectement, immédiatement ou a terme, génent 1’homme »
(RémyP ,1980 ; Brigitte D, 1998), la définition de la pollution doit satisfaire deux condition :

« On observe un effet sur I’environnement qui peut étre de nature physique (décharge
de substance diverses), biologique (effet sur la mortalité d’especes animales, sur la santé
humaine), chimique (pluies acides et contamination du milieu),

On observe une réaction humaine qui traduit un dégoiit, un désagrément, un souci, un
découragement ou de I’anxiété, ce qui entraine une perte de bien- €tre et se traduit donc par
une désutilité»

2-Pollution de sol :

2-1- Définition :

«La pollution de sol est la présence dans ou sur les sols des substances ou d’organismes
issus d’activités humaines qui de maniere licite ou illicite influencent négativement ou
peuvent influencer négativement la qualité de sol.» (La région flamande, 1994).

2-2-Les polluants chimiques :

Les dangers chimiques pour I’environnement et pour ’homme sont trés nombreux.
certaines substances ont en effet des propriétés intrinséquement nuisibles pour ces cibles :
caractere polluant, toxicité, nocivité, forte réactivité, caractere biocide, ...

Ces polluants chimiques peuvent se diviser en 2 groupes :

2-2-1/ Les polluants inorganiques (minéraux) :

Il s’agit d’un ensemble d’éléments ou de composés dont I’accumulation est
responsable d’une pollution du sol (Baize et Jabiol, 1996).

Les polluants minéraux métalliques et non métalliques les plus rencontrés sont le
cadmium, le chrome, le cuivre, le mercure, le nickel, le plomb, le sélénium, le zinc, I’arsenic,
le molybdene, le cobalt, le bore et le thallium (Mérian, 1991).

» Les composés métalliques : les métaux sont les plus fréquemment rencontrés dans
I’environnement, se retrouvent a I’état naturel dans 1’environnement principalement
sous forme d’éléments traces (concentrations dans les milieux aquatiques de 1’ordre du
ng ou ug/L).

IIs sont toxiques pour les organismes et ’homme a de relatives faibles concentrations.
L’ Arsenic, le Cadmium, le Mercure et le Plomb sont les métaux les plus nocifs.

» Les composés non-métalliques : les nitrates et les phosphates (responsables du
phénomene d’eutrophisation), les cyanures, les fluorures, etc.

2-2-2/Les polluants organiques (carbonés):
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Composés du vivant qui contiennent les éléments Carbone et Hydrogéne au minimum, et
qui présentent une toxicité importante a 1’égard des étres vivants. Exemples : les pesticides
(organochlorés : DDT), les polychlorobiphényles (PCB), les hydrocarbures (HAP), les
dioxines et furannes, les chlorofluorocarbones (CFC), ...etc.

Les polluants organiques de sols proviennent principalement de trois ensembles
d’activités : industrielles (produit d’énergie, métallurgie, industrie ), urbains (transport,
gestion et traitement des déchets) et agricole (utilisation des produits phytosanitaires). Mis a
part les  hydrocarbures et les pesticides, d’autres polluants organiques sont largement
rencontrés dans le sol. Ils peuvent €tre regroupés dans les quatre familles suivantes :

e Les polychlorobiphényles (PCB) :

Dont la production industrielle débuta dans les années 30 pour leur utilisation dans encres
d’imprimerie et dans les peintures.lls ont été tres utilisées comme isolants dans des
transformateurs électriques fluides en raison de leur stabilité thermique élevée. On les trouve
dans la plupart des boues de station d’épuration a des concentrations moyennes comprises
entre 4 et 10 mg. (Alcoock et Jons, 1993 ; Jauzienet al., 1995 ; Beck et al., 1995).

¢ Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) :

Sont formés par la fusion de plusieurs noyaux benzéniques. Ces composés peuvent €tre
d’origine naturelle et sont présents dans des combustibles fossiles a des concentrations
importantes. IlIs se forment a des températures entre 500°C et 700°C, par exemples lors de
cokéfaction du charbon et la pyrolyse ou la mauvaise combustion des combustibles fossiles ou
de bois.

Les HAP constituent une pollution de fond de la plupart de boue de station d’épuration,
dont la concentration moyenne se situe entre 15 et 50 mg. (Wild et Jons, 1992 ; Jauzienet
al., 1995 , Beck et al., 1995).

e Les polychorodibenzo-dioxine (PCDD)etpolychorodibenzo-furanes

(PCDF) :

Produit par des phénomenes thermiques a partir des produits organiques chlorés. Des
PCDD et PCDF sont aussi formés au cours du blanchissement de papier par choloration ou de
la synthese de composés organiques avec des impuretés a base de chlorophénols. D’autres
sources d’émission sont les fonderies et 1’installation sidérurgique.

o Les composés organiques volatils(COV) :

Qui sont des composés contenant du carbone et présentant une pression de vapeur
supérieure a 0,13KPa. Ils sont présents dans des combustions et dans des fumées mais les
principales sources de pollution sont liées a des activités industrielles (dégraissage de piece
métalliques dans la métallurgie, fabrication d’adhésifs, nettoyage de vétements...etc).

o L es pesticides :
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Les pesticides sont destinés a protéger les plantes cultivées et les produits
récoltés des attaques de champignons parasites, d’insectes, d’acariens, de rongeurs
champétres ou encore a détruire les adventices ou « mauvaises herbes ». il faut
également souligner I’existence des « biocides », pesticides réservés a des usages
domestiques tels la destruction des rats, souris, blattes, mites ou encore la protection

e des bois contre les champignons ou les termites

I1. Les pesticides :

1-Définition :

Le mot pesticide composé de deux parties : le suffixe «-cide» qui a pour origine le verbe
latin «caedo, cadere» qui signifie «tuer» .On lui a adjoint la racine anglaise «peste» qui
signifié animal ou plante nuisible a la culture.

L’article 2 de la loi algérienne du journal officiel N° 87-17 du 1 Aout 1987 relative a la
protection phytosanitaire désigne par pesticide :

«Tous substances ou mélange de substances destiné a repousser, détruire ou combattre les
organismes nuisibles, en vue de la protection ou de I’amélioration de la production végétale».

Le terme comprend les agents biologiques, les régulateurs de croissance, les correcteurs
de carence, les défoliants, les agents de dessiccation, les agents d’éclaircissages ainsi que les
substances appliquées sur les cultures avant ou apres récolte, pour protéger les produits contre
la détérioration durant I’entreposage et le transport.

Plusieurs autres termes et expressions définissent les pesticides. Ainsi, produits

phytosanitaires, produits anti parasitaire a usage agricole, produits agropharmaceutiques sont
les autres dénominations de ce terme.

2-Avantages des pesticides :

Sans entrer dans le débat qui anime depuis des années 30 les pesticides, il est important de
rappeler a quel point ces produits ont amélioré notre quotidien et nos modes de production.
Ainsi dans le domaine agricole, les pesticides ont permis d’apporter une réponse a un grand
nombre de préjudices causés par les "ennemis" des cultures, qu’ils soient de nature:

- pondérale, correspondant a une perte en rendement,

- commerciale, 1i€ a une altération de la présentation notamment pour les fruits et Iégumes,
- organoleptique, avec modification du golt des aliments,

- toxicologique, le plus souvent lié a la production par certains champignons parasites de
substances dangereuses pour la santé humaine,

- indirecte, causé par les mauvaises herbes qui peuvent constitué des réservoirs a insectes ou a
maladies susceptibles d’étre a I'origine d’une invasion sur les cultures voisines, avec les
engrais, 1’irrigation, 1’amélioration des semences et le développement du machinisme, les
produits phytosanitaires sont donc I’une des méthodes que 'homme a trouvé pour :
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*Augmenter les rendements. En trois décennies le rendement moyen du blé est passé de 15
a 66 g/ha, dont 30 q de mieux entre 1975 et 198S5.

*Limiter les irrégularités de production liées aux grandes catastrophes parasitaires.
L’exemple le plus cité est celui de la famine Irlandaise de 1845-1849 qui a entrainé la mort
de 12 % de la population et I’émigration d’un million et demi d’irlandais aux Etats-Unis.
Cette

famine était due a un champignon parasite de la pomme de terre.

N

*Protéger les réserves alimentaires. On évalue a prés d’un tiers la fraction des récoltes
mondiales qui serait détruite chaque année par des especes nuisibles.

*Nourrir ceux qui ont faim. En permettant I’acces a une ressource alimentaire abondante.
Malgré cela, 500 millions d’hommes souffrent encore de faim chronique.

*Lutter contre les vecteurs de maladies. L’exemple le mieux connu est celui du DDT,
I’Organisation mondiale de la santé (O.M.S) estimait en 1971 qu’il avait sauvé 25 millions de
vies humaines depuis 1945. On lui doit notamment d’avoir contr6lé la malaria, et la peste en
Inde (transmise par la puce du rat).

*Lutter contre les parasites producteurs de toxines. Les alcaloides produits par I’ergot des
céréales ont fait des ravages pendant des siccles connus sous le nom de mal des ardents.

*Protéger certaines especes. Les ormes étaient des arbres du paysage européen, ils ont

quasiment disparu entre 1975 et 1980, a cause d’une maladie fongique transmise par un
scolyte.

3- Effets toxiques des pesticides :

3-1/Effet sur la santé humaine:

La toxicité d’un pesticide est son potentiel a produire des effets nocifs sur la santé, a
court ou a long terme. L’évaluation des effets toxiques des pesticides est complexe car de
nombreux parametre sont a considérer : la nature libre ou liée des résidus, etc...

Lorsqu'un pesticide atteint des zones non cible, ce qui peut arriver de pire est que des gens
S’empoisonnent. On estime a un million par an, le nombre d'intoxications accidentelles par
pesticides dans le monde et a 20 000 celui de cas mortels (WHO-UNEP, 1989). Si 1'on ajoute
les cas intentionnels (il s'agit surtout de suicides) on arrive a 3 millions d'empoisonnements,
dont 220 000 morts (Levine, 1991).

Le plus souvent, le toxique est ingéré sous forme de résidus présents dans la nourriture ;
mais l'absorption peut se faire dans 1'eau de boisson, par 1'air inhalé ou par contact de la peau
avec le produit (Spear, 1991). 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 (Spear, 1991).Aux Etats-Unis, 99% des gens stockent du DDT (ou
des dérivés de cet organochloré) dans leurs tissus adipeux, et ce a raison de quelque 4 ppm.
On a trouvé beaucoup de pesticides dans le lait humain, parfois en quantité supérieure a la
DJA pour le nourrisson (Jensen, 1983).
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3-1-1/ Cancérogénese :

Plusieurs études expérimentales ou épidémiologiques laissent supposer un risque important
d’atteinte par certaines formes de cancer a la suite de I’exposition chronique a certains
pesticides couramment utilisés. Les types de cancer le plus souvent cités sont les cancers de

cerveau, de poumons, de fois et d’estomac (Capin E etal., 2006).

3-1-2/ Effets sur la reproduction :

Les pesticides peuvent affecter la reproduction humaine en exercant une toxicité directe
sur les organes de reproduction en interférant avec la fonction hormonale.

Plusieurs études animales indiquent que certains pesticides pourraient produire des effets sur
la reproduction et / ou sur le développement. (Samuel et Saint-Laurent, 2001). Les effets des
pesticides peuvent €tre perceptible a deux phase clés de la reproduction, la fertilit¢ de
I’individu exposé (souvent I’homme) et le développement embryonnaire et feetale, via
I’exposition de la mere.

3-1-3/ Effets sur le systeme immunitaire :

L’exposition a ces produits augmente le risque d’atteinte par des maladies infectieuses en
plus des effets comme la chute de production d’anticorps et des réactions d’hypersensibilité
retardée. D’autre part, plusieurs pesticides communément utilisés pourraient supprimer la
réponse normale du systtme immunitaire humain a I’invasion de virus, de bactérie, de
parasites et de tumeurs (Cuppen.Jetal., 2000).

3-1-4/ Effets neurologiques :

Les effets neurologiques constituent I’'une des manifestations les plus fréquents des
intoxications aigus des pesticides. Les effets aigue surviennent a des doses importantes chez
les hommes (agriculteurs), il s’agit de 1’apparition d’un syndrome caractérisé€ par une
paralysie des nerfs, une faiblesse musculaire proximale et respiratoire et, plus tard, des
troubles neurocomportementaux (Cuppen.Jet al., 2000).

3-2/ Impact environnementale : écotoxicologue :

Méme si la plupart des traitements sont appliqués sur les parties aériennes des plantes,
une bonne partdu produit atteint toujours le sol, ou vivent des bactéries, des champignons, des
algues, des vers de terre et des insectes, entre autres (Russel, 1973).

On doit faire particulierement attention aux effets nocifs des pesticides sur la microflore du
sol, laquelle est essentielle au maintien de la fertilité. De trés nombreux travaux ont montré
que les traitements faits correctement ont un effet limité sur le métabolisme microbien du sol,
car les especes les plus sensibles peuvent €tre remplacées par de plus résistantes (Gerber et
al., 1989). Un changement qui peut n'étre pas dépourvu de conséquences néfastes a long
terme, a cause des especes phytopathogenes qui se trouvent parmi cette microflore
(Elmbholtefa., 1991).

Les vers de terre" sont des agents actifs de la fertilité des sols et forment un maillon important
des réseaux trophiques édaphiques. Les pesticides les atteignent principalement via I'eau
contaminée qui imbibe le sol. Une forte pluie juste apres un traitement est dangereuse pour
eux (EPPO, 1993a). On ne dispose pas de données sur la toxicité de la plupart des matieres
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actives pour les vers de terre (Lindersetal.,1994) mais la situation devrait changer, car ce
parametre est désormais considéré comme essentiel pour I'évaluation des effets non
intentionnels sur 1'environnement d'un pesticide (EPPO, 1993a).

Les oiseaux sont certainement un des éléments les plus appréciés de la faune sauvage.
Des le début des années 50, on a rapporté des mortalités dans des champs traités au DDT ou
avec d'autres produits (Madhun et Freed, 1990). Il s'agissait d'empoisonnements secondaires,
les oiseaux ayant gobé des insectes handicapés par les effets de I'insecticide.

La pratique, a cette époque, du traitement des graines aux organo-chlorés a tué des
quantités d'oiseaux granivores. Quand la dose ingérée est insuffisante pour causer la mort, il
peut apparaitre des effets sublétaux. Ainsi le DDT affecte les capacités de reproduction (Le
blanc, 1995) et peut entrainer la ponte d'ceufs a la coquille trés mince : c'est la I'effet adverse
des pesticides le plus important sur les oiseaux (Hall, 1987). Si I'on dispose des données
relatives a la toxicité aigué de la plupart des pesticides sur les oiseaux, elles manquent le plus
souvent en ce qui concerne la toxicité chronique.

Les morts de mammiferes imputables aux pesticides sont généralement la conséquence de
lI'ingestion d'une nourriture contaminée. Les prédateurs accumulent des quantités de résidus
plus élevées que les herbivores. Des mortalités massives lors de grandes opérations de lutte
menées avec des organo-chlorés sont notés (Madhun et Freed, 1990). D'autre part,
I'exposition péri- ou néonatale de mammiferes a des pesticides comme I'aldrine, 1'atrazine, le
chlordane et la dieldrine pouvait perturber de diverses facons leur différenciation sexuelle (Le
blanc, 1995).

Les pesticides peuvent provoquer des dégats importants dans la faune aquatique, les
mortalités de poissons étant les plus spectaculaires. Pimentel et coll, 1993estiment qu'entre
1977 et 1987, aux Etats-Unis, 6 2 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 matieres actives (Lindersetal.,1994).

I1I. Les herbicides :

1 - Définition :

Les herbicides sont appelés parfois désherbants notamment en horticulture. Ce sont des
matieres actives ou des produits formolés ayant la propriété de tuer les végétaux (Coulibaly,
2005).

Sont des produits aux structures chimiques complexes. Chaque herbicides possede des
caractéristiques propres selon sa composition, sa mode d’absorption, son effet sur la mauvaise
herbe et son élimination progressive. Cependant, bien que chaque produits ait ses propriétés
particulieres, les herbicides d’une méme famille présent des structure chimique semblables et
de nombreuses caractéristique communes (Edelahi, 2004).

Ils permettent de supprimer ou de limiter le développement de plantes non désirées et des
mauvaises herbes. Ils peuvent étre sélectifs ou non sélectifs. Ils agissent sur les mauvaises
herbes soit par contacte détruisant les parties de plante sur lesquelles ils sont déposés, soit par
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pénétration et diffusion lorsqu’ils sont absorbé par les feuilles ou les racines et exercent leur
effets toxiques sur I’ensemble du végétale (Fdil, 2004).

2- Composition et formulation :

Un produit herbicide correspond au nom commercial du produit commercialisé par un
Distributeur ou un fabricant. Ce produit commercial ou spécialité commerciale se compose de
deux types de constituants : les matieres actives qui lui conferent son activité herbicide et les
formulant qui complétent la formulation.

Les formulant sont soit des charges ou des solvants qui qui n’ont qu’un rdle de dilution des
matieres actives, soit des produits qui améliorent la préparation pour sa qualité : stabilité,
présentation et facilit¢é d’emploi, son comportement physique lors de la pulvérisation :
mouillage, adhésion, ..., et son activité biochimique : pouvoir surfactant et qualité
phytoprotectrice (Cirad-ca gecAmatrop, 2000).

La formulation correspond a la forme physique sous laquelle le produit phytopharmaceutique
est mis sur le marché. Obtenue par le mélange des matieres actives et des formulations, elle se
présent sous une multitude de forme solide ou liquide, la plus couramment répandue sont les
suivants :

-Pour les formulations solides : les granules solubles (SG), les poudres mouillables (WG)

-Pour les formulations liquides : les concentrés solubles (SL), composés de produits
solubles dans I’eau ; les concentrés émulsionnables (EC), composés de produits ; les
suspensions concentrées (SC), appelées parfois flow(de 1’anglais flowable), composées de
particules solides dispersées dans le produit.

La caractérisation d’un produit herbicides signifie la désignation de la matiere active, le
nom de produit commerciale, le fabricant et éventuellement de distributeur local, la teneur de
la matiere active dans le produit, le type de formulation, le mode d’emploi, la dose d’emploi
et la culture cible (Cirad-ca gecAmatrop, 2000).

La teneur en matiere active s’exprime en g/l pour les formulations liquides et en
pourcentage(%) pour les formulations solides ; la dose d’emploi en produit commercial
s’exprime en l/ha pour la formulation liquides et en kg/ha (ou parfois en g/ha) pour les

formulations solides. La dose d’emploi en matiere active s’exprime toujours en
g/ha.(Coulibaly.H, 2005.)

3-Mode d’action des herbicides :

Les herbicides se distinguent par leur voie de pénétration et leur mode d’action dans les
végétaux :

3-1/ Herbicides a pénétration racinaire :

Appliqués sur le sol, ils pénetrent par les organes souterrains des végétaux (racine,
graines, plantules). Ce sont les traitements herbicides de prélevée, effectués avant la levée de
la plante considérée (culture ou mauvaises herbe).(Fdil.F, 2004). Ils ont plusieurs actions :

e Action sur la photosynthese: traizines, diazines-uraciles, triazinones, urées
substituées.
e Action sur la division cellulaire : toluidines.
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e Action sur I’élongation cellulaire : alachlore, métazachlore, métolachlor, etc.
¢ Inhibition de la synthese des caroténoides : isoxaflutole, clomazo

3-2/Herbicides a pénétration foliaires :

Appliqués sur le feuillage, ils pénetrent par les organes aériens des végétaux (feuilles,
pétioles, tiges). Ce sont les traitements herbicides de post- levée, effectués apres la levée du
plant considéré (culture ou mauvaise herbe), plusieurs actions sont effectuées par ce type
d’herbicides :

e Action sur la photosynthese : bipyridyles, diazines.

e Action sur les membranes cellulaires : dinitrophénols, benzonitriles.
e Action sur la division cellulaire : carbamates.

e Action sur I’élongation cellulaire : aryloacides, dérivés picoliniques.
e Action sur la biosynthese : acides aminés, lipides.

3-3/Herbicides de contact :

Herbicides qui agissent apres pénétration plus ou moins profonde dans les tissus, sans aucune
migration d’un organe a un autre de la plante traitée

3-4/Herbicides systémiques :

Herbicides capable d’agir aprés pénétration et migration d’un organe a un autre de la
plante traité

4-Impact des herbicides sur ’homme :

La contamination par les herbicides peut s’effectuer par inhalation, par ingestion ou par
contact avec la peau, des études scientifiques ont montré que 1’exposition a certains herbicides
affaiblit le systéme immunitaire, hormonal et nerveux, elle peut aussi avoir des effets
cancérigenes (notamment le cancer des poumons, du cerveau, de I'intestin et de la prostate)
(Fdil.F, 2004).

Les herbicides possedent un coefficient de partage octanol/eau égal a un (1), s’accumulent
dans les tissus adipeux des poissons lorsqu’ils sont ingérés ; 1’’€étre humain est par la suite
indirectement contaminé par la consommation de ces poissons, c’est le phénomene de
bioamplification (Olivier, 2007). Une autre voie de contamination de 1’étre humain est
possible par la consommation d’eau potable. En effet, les procédés de traitement de 1’eau pour
la consommation humaine n’éliminent pas totalement les herbicides dissous dans 1’eau
(Bernier, 2002). Des lors, lorsque la prise d’eau se trouve a proximité d’un milieu contaminé,
il est possible que la population desservie soit contaminée a leur tour.

5- Impact des herbicides sur I’environnement :

Environ 2,5 million de tonnes des pesticides sont appliqués chaque année sur les cultures de la
planete. La part qui entre en contact avec les organismes cibles, ou qu’ils ingerent, est
minime. Elle est évaluée a 0,30% ce qui veut dire que 99,7% des substances déversées s’en
vont «ailleurs» dans 1I’environnement, principalement dans les sols et les eaux (Marc, 2004).

Comparée a la toxicité humaine, la nocivité pour les especes environnementales passe
souvent au second plan dans les processus d’homologation qui donnent les normes

Université des freres Mentouri Constantine




Synthese bibliographique

réglementaires pour chaque contaminant. Or, de I’utilisation accumulée de I’herbicide résulte
une dégradation lente et progressive de la biodiversité des sols agricoles qui peuvent ainsi étre
assimilés plus a des systemes artificialisés dévolus a une culture intensive qu’a des
écosystemes terrestres naturels. Ce processus de dégradation de la vie biologique en milieu
terrestre est consécutif a I’intensification du systeme de production qui a longtemps été la
regle en agriculture.

Ainsi les herbicides parviennent jusqu’au sol et touchent bactérie, champignons, algues,
vers de terre et insecte. Ces dégradations cumulées ont un effet nocif sur la fertilité du sol. Les
vers de terre, agents actifs de la fertilité, sont particuliecrement atteints par les herbicides via
I’eau polluée qui inhibe le sol.

Les morts de mammifere imputables aux herbicides sont généralement la conséquence de
I’ingestion d’une nourriture contaminée. Des mortalités massives ont été récences par
ingestion directe de granulés ou d’insectes ayant ingéré des toxiques (F. Pelletier, 1992).

IV. Les herbicides sulfonylurées :

1-Historique :

Les propriétés herbicides des sulfonylurées ont été rapportées pour la premiere fois en
1966 parKoog avec le composé I dérivé de la propazine. L’activité de I était tres similaire a
celle de la molécule mere (Hay, 1990). Au début des années 70 Levitt nota que la
sulfonyluréell, dérivée du 4-cyanoaniline avait une faible action sur la croissance des plantes.

Le premier herbicide sulfonylurée commercialisé fut le chlorsulfuron en 1981 (Brown et
Cotterman, 1994). Depuis, les sulfonylurées sont quasiment dans tous les programmes de
désherbage des cultures sur toute la planete (blé, colza, mais, riz, pomme de terre....).
Actuellement, la famille des sulfonylurées est composée d’une vingtaine d’herbicides
développés principalement par Du Pont. Ces molécules sont caractérisées par une activité
herbicide a des doses tres réduites (10-100 fois moins que les herbicides conventionnels), ce
qui a permis leur introduction rapide sur le marché des herbicides (Brown et Cotterman,
1994).

2-Définition :

Les sulfonylurées sont des urées substituées qui sont utilisées en poste émergence et prélevée
a de tres faibles doses (5 a 35 g de matiere active par hectare de blé contre 600 a 800 g de 2,4-
D) (Fournier, 1988), les molécules de sulfonylurées sont caractéris€es par une activité
herbicide a doses tres réduites (10 a 100 fois moins que les herbicides conventionnelsce qui a
permis leur introduction rapide sur le marché des herbicides (Junghanset al., 2003).

Avec des demi-vies dans le sol inférieur a deux mois, et des DL50 supérieurs a 5000 mg/kg
chez le rat, ces produits sont aussi tres intéressants du point de vue de 1’environnement.

Les sulfonylurées ont connu un treés grand succes non seulement grace a leur efficacité sur un
tres large spectre de mauvaises herbes (des dicotylédones aux vivaces sans oublier les
graminées) mais surtout a leur dose d’utilisation qui ne dépasse pas 10 a 40g/ha
(contrairement a ce qui était connu avant : 500 a 2000g/ha) et leur faible toxicité sur I’homme
et les mammiferes (Berger et al., 1998; Brown, 1990; Hang et al., 2012; McCourt and
Duggleby, 2006; Sarmah and Sabadie,2002).
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3-Propriétés physico-chimiques des sulfonylurées :

Les sulfonylurées sont des composés non volatils et ne sont pas photodégradables
(Sondhiaeet al., 2013). Ils ont tous un proton acide adjacent au groupement sulfonyle et se
comportent ainsi comme des acides faibles avec des valeurs de pka allant de 3 & 5 (Blair et
Martin, 1988).

-SO2-NH-CO-NH< > -SO2-N--CO-NH-

14

Elles présentent une solubilité dans I’eau variable en fonction du pH, du fait qu’elles sont des
acides faibles, I’hydrogene échangeable est porté par 1’azote proche de la fonction sulfonyle.
En solution dans I’eau, elles peuvent exister sous deux formes, la forme neutre et la forme
anionique résultant de la perte de cet ion hydrogene (Gauvrit, 1996).

Pour cette raison, leur solubilité dans ’eau a pH 7 est approximativement dix fois plus grande
qu’a pH 5 (Beyeretal., 1988).

4-Mode d’action :

Apres absorption, I’herbicide migre dans les plantes sensibles, ou il inhibe I’acétolactate
Synthétase (A.L.S), enzyme responsable de la biosyntheése d’acides aminés essentiels.
L’A.L.S est présente uniquement chez les végétaux, ce qui explique, la forte phytotoxicité du
produit et sa faible toxicité pour le regne animal en général, et ’homme en particulier
(Beyeretal., 1988).

L’inhibition de I’enzyme A.L.S. entraine, trés rapidement apres application, un blocage de la
croissance des plantes sensibles et supprime donc toute compétition vis-a-vis de la culture.
Des études ont montré que la transpiration et le métabolisme, chez les adventices, devenaient
quasi nuls quelques heures apres application de 1’herbicide. On observe en effet, dans les
jours qui suivent des symptomes de jaunissement (chlorose) ou de rougissement
(anthocyanose); ces symptomes précedent la disparition des adventices (Mc Court and
Duggleby, 2006).

La sélectivité dans les cultures semble attribuable a un métabolisme différentiel entrainant une
désactivation rapide chez les plantes tolérantes. Les temps de demi-vie sont de 1 a 5 heures
chez les plantes qui tolerent les sulfonylurées et de plus de 20 heures pour les mauvaises
herbes vulnérables (Brown, 1990).

Les réactions de transformation qui expliquent la désactivation dans les plantes sont :
L’hydroxylation aliphatique et arylique suivie de I’hydrolyse de la fonction sulfonylurée, la
Rupture de la liaison sulfonamide et la O-déméthylation (Brown, 1990).
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5-Persistance et dégradation des sulfonylurées dans le sol :

La persistance des herbicides, comme celle de toute molécule active, peut étre indiquée par
leur temps de demi-vie (DT50). Cette valeur détermine le temps que met une substance pour
perdre la moitié de son activité. Pour les sulfonylurées, la persistance dans le sol est
strictement reliée aux variations de la température et du pH. Ces deux facteurs déterminent le
type de dégradation qui peut avoir lieu (biotique ou abiotique) et par conséquent la durée de
vie de la molécule active. Des écarts immenses ont été enregistrés selon la variation du pH et
de la température dans les conditions de laboratoire. Ainsi, le temps de demi-vie du
cinosulfuron a 30°C a varié de 3 a 43 jours pour des pH de 4 et 6 respectivement alors qu’il
atteint une année dans un pH qui varie entre 7 et 9. L’augmentation de la température a des
valeurs entre 40 et 45°C rend les temps de demi-vie beaucoup plus longs (Neégre etal., 2005).
De méme, le chlorsulfuron possede un temps de demi-vie qui varie entre 17 et 25 jours a pH 5
alors qu’il passe a 70 jours dans des conditions de pH plus haut (Rouchaudetal., 1999;
Sharma et al., 2012). La dégradation chimique des sulfonylurées est plus importante dans les
sols acides que dans les sols a pH>7 (Beyeretal., 1988; Brown, 1990). Ainsi, sous certaines
conditions (sols alcalins, hors de la période de pluie), les sulfonylurées peuvent persister assez
longtemps et par conséquent porter atteinte aux plantes non visées (Beyeretal., 1988). Les
conditions physicochimiques ne sont pas les seules a influencer la persistance des
sulfonylurées, la dose d’utilisation y joue un role trés important. L’étude de la persistance du
sulfosulfuron a révélé qu’a des doses de 25-50g/ha, I’herbicide n’est plus détecté au niveau
des couches superficielles du sol apres 150 jours alors qu’il dépasse 200 jours a une dose
de100g/ha (Sondhia and Singhai, 2008).

Les sulfonylurées, quant a eux, semblent subir deux principaux types de dégradation dans le
sol. Il s’agit de la dégradation microbienne (biodégradation) et de I’hydrolyse chimique
(Beyeretal., 1988). La distinction entre les deux processus est tres difficile vu qu’ils
interviennent de maniere parallele. Ainsi, un sous-produit de dégradation peut avoir comme
origine un processus a la fois biotique et abiotique. Cependant, un grand nombre d’études
récentes a montré que la voie principale de détoxification du sol des sulfonylurées est la
dégradation microbienne (Sarmah and Sabadie, 2002).

6-Toxicité des sulfonylurées :

Les informations recueillies de la littérature et des manuels de pesticides indiquent que les
herbicides sulfonylurées sont des substances a faible toxicité aigu€ pour les mammiferes et
d’autres especes animales. Citons par exemple, les travaux de Li etal., 1999 qui n’ont observé
aucune toxicité significative sur les Daphnia magna des trois sulfonylurées étudiées
(bensulfuron méthyle, metsulfuron méthyle et le chlorsulfuron) méme pour des solutions
aqueuses saturées en herbicide.Cependant, certains herbicides sulfonylourée se dégradent
dans le sol pendant un temps assez long, et peuvent menacer la suite plantes cultivées.

V. Le sulfosulfuron :

1-Définition :

Le sulfosulfuron découvert en 1995, appartient a la famille des herbicides du type
sulfonylurées, largement utilisés dans le monde entier pour réprimer les latifoliées et les
graminées adventices dans diverses cultures, notamment les céréales et le mais.
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Le sulfosulfuron est un herbicide de la société Monsanto, commercialisé sous forme de
plusieurs formulations commerciales tel que : Outrider, Attribut et 1’Apyros (Khelifa et
al.,2003)

2-Mode d’action :

Le mode d’action de cet herbicide systémique peut €tre décrit comme étant celui dans lequel
le systéme racinaire et/ou la surface de la feuille d’abord absorbe la substance chimique ou il
est ensuite diffusé dans toute la plante, le sulfosulfuron agit en arrétant la division cellulaire,
et par la suite la croissance des plantes.

Le sulfosulfuron contrdle efficacement les mauvaises herbes a feuille larges annuelles, les
utilisateurs doivent étre conscients que cela peut prendre plusieurs semaines pour tuer les
mauvaises herbes cible apres 1’application.

3-Prospérité physico-chimique de sulfosulfuron :

Tableau 01 : les propriétés physico-chimiques du sulfosulfuron (California
Département of pesticides régulation, 2008)

Propriétés physico-chimique Valeurs

Etat physique Grain solide

Couleur Blanc cassé

Densité 1.55 g/ml

Odeur Aucune

Ph (1% solution) 4.46

Point d’ébullition 334°C

Point de fusion 181-184°C

Solubilité Soluble dans : méthylene chlorique, acétone, Ethyl acétate

Coefficient de partition Moins de 10 a pH 5,7 et 9
Pression du vapeur <Ix 10-7 mm Hg a 25°C
Corrosion Stable et non-corrosive pendant 14 jours

VI. L’herbicide APYROS :

Depuis vingt ans, les herbicides appartenant au groupe de sulfonylurées ont é&té
recommandées pour contrdler les mauvaises herbes dans les céréales d'hiver (Palm et Allison
1980; Adamczewskietal., 1988). A la fin du siécle dernier, deux nouveaux sulfonylourea
herbicides: sulfosulfuron (Apyros 75 WG) et propoxycarbazone-sodium (70 Attribut WG) ont
été introduits dans le marché polonais.

Ces herbicides sont caractérisés par une grande efficacité dans la lutte contre les mauvaises
herbes, y compris chiendent (Agropyron repens), ainsi que certaines mauvaises herbes a
feuilles larges dans le blé d'hiver.

L’effet herbicide de 1'herbicide Apyros 75 WG contre graminées, les dicotylédones et

Les mauvaises herbes ont été estimées dans de nombreuses expériences de terrain. Aussi
de nombreuses enquétes ont €t€ menées sur le contrdle de diverses especes de mauvaises
herbes a I'aide du Attribut herbicide 70 WG (Adamczewskietal., 2000).
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1-Description du produit :

Tableau 02 : description d’ Apyros

Composition : Contient 75% de Sulfosulfuron
Emballage : Flacon de 53 Gr
Firme : MONSANTO

2-Caractéristiques :

Tableau 03 : Caractéristiques d’herbicide Apyros

Formulation : Granulés dispersibles (WG)
Famille Chimique : Sulfonylurées
Mode d’action : Systémique, absorbé par les feuilles et les

racines

3-Utilisation :

Tableau 04 : usage et dose appliqué de I’herbicide Apyros00 (web site)

Usages homologués : Dose :

céréales: herbicides Anti-Brome lutte contre | 26,5g/ha a partir de stade (2,3 feuilles de
les autre adventices graminées Phalaris, | brome) jusqu’au stade (2 nceuds de blé).
folle avoine, chiendent, repousses d’orge,
etc..., et certain

dicotylédones (gaillet, matricaire, moutarde
de champs, ravenelle,etc...)

Remarque :

e APYROS s’emploi obligatoirement en mélange avec un agent mouillant non
ionique (Genamin T-200 BM) a la dose de 200 CC /hl de bouillie
Pour garantir son efficacité, APYROS doit étre appliqué sur sol humide, avec une
humidité relative de 1’air et en absence de vent.

VII. La dépollution :

1-Les procédés chimiques :
Dans le cadre de cet essai, deux technologies chimiques seront présentées, 1’oxydation
chimique et le lavage des sols in-situ.

1-1/0Oxydation chimique :

La technique d’oxydation chimique est largement répandue dans les pays industrialisés. Cette
technique consiste en une dégradation des contaminants en contact avec des réactifs oxydants
injectés dans la zone de sols contaminés (in-situ) ou mélangés dans un conteneur
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adapté(ex-situ)(Dueso et autres, 2009). L’ oxydation chimique in-situconsiste a injecter sous
pression un produit oxydant (ozone, peroxyde, etc.) a l'intérieur de la matrice des sols
contaminés, que la zone soit saturée ou non. Les polluants peuvent étre totalement dégradés
(minéralisation) ou partiellement (sous-produits plus biodégradables). Ce traitement chimique
permet de générer des réactions dans la zone contaminée de fagon a modifier les produits
toxiques en produits qui ne nuisent pas a I’environnement (Dueso et autres, 2009). La figure
01.présente le fonctionnement du systeme de traitement par oxydation chimique in-situ.

Reactifs
liquides

fjaz
[T e 9

réservoir Réactife melangem
solides

+——hentonite

——tube PVC perfore

Zone contaminée el BRe—aravier filtrant

puits d'injection

Figure 01 : Systéme de traitement par oxydation chimique in-situ(Tecosol Inc., 2012).

Les caractéristiques environnementales telles la géologie, 1’hydrogéologie et la géochimie,
ainsi que les caractéristiques de la contamination telles le panache et le type de polluant vont
contribuer au choix d’oxydant a utiliser. « Les agents oxydants les plus courants sont le
permanganate, 1'ozone, le peroxyde d'hydrogéne et le persulfate. » (Dueso et autres,
2009) ;Ces derniers se présentent habituellement sous forme liquide et gazeuse. Plus le
contact entre les oxydants et les contaminants est étroit, plus les résultats seront positifs.

L’oxydation chimique de facon ex-situest moins répandue. Il s’agit d’excaver les sols et
de les insérer peu a peu dans un conteneur adapté. A I'intérieur du conteneur, les sols sont
acheminés de I’entrée a la sortie par un systeme de spirale. Pendant ce temps (qui peut €tre
réglé selon les concentrations de contaminants et I’imperméabilité des sols), les réactifs sont
mélangés aux sols dans le but d’entrer en contact avec les contaminants. Un mouvement de
rotation favorise ce contact. Les sols se présentant a la sortie sont par la suite échantillonnés
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afin de vérifier I’efficacité du traitement, puis remis en place dans I’enclave d’excavation.
Cette solution est privilégiée principalement lorsque I’imperméabilité des sols ne permet pas
le traitement in-situ.

Le procédé d’oxydation chimique permet de traiter pratiquement tous les contaminants
organiques tels les Benzénes, Toluenes, Ethylbenzénes, Xylenes (BTEX), les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), les hydrocarbures pétroliers C10-C50, les solvants chlorés,
les PBC, les phénols, etc. L’efficacité de ce traitement peut atteindre 95 %.

Si la réaction d’oxydation est complete (minéralisation totale), il n’y a aucun sous-produit
Produit. Si I’oxydation n’est pas totale, la réaction chimique effectuée dans le sol crée des
sous-produits plus biodégradables que les polluants initiaux, soit principalement du bioxyde
de carbone (CO2), lequel est capté par le sol, ainsi que 1’eau (H20). Ces sous-produits ne sont
pas nuisibles pour I’environnement et n’entrainent donc aucune répercussion nocive. Il est
rare que les sous-produits générés soient plus toxiques que les polluants initiaux, mais cela
peut parfois arriver. Dans ce cas particulier, la création de chlorure de vinyle, par exemple,
peut se former. Le succes d’une réhabilitation avec le procédé d’oxydation chimique repose
sur la profondeur de la caractérisation, sur le choix du type d’oxydant, sur la compréhension
des caractéristiques géologiques et hydrogéologiques du secteur, ainsi que sur la disposition
stratégique des puits d’injection. Dans le meilleur de cas, le taux de réussite est tres positif.

« L'oxydation chimique in-situ a émergé comme une technologie viable pour la remédiation
de sites contaminés aux hydrocarbures. L'application prospere de ce traitement exige toutefois
des connaissances poussées sur le processus d'oxydation ainsi que sur la stabilité et la
réactivité des oxydants durant I’injection dans les sols. » (Siegristet al., 2008).

1-2/L.avage des sols in-situ :

Le traitement des sols avec un solvant consiste, en d’autres mots, a laver les sols. Les
contaminants adsorbés sur les sols s’accrochent aux solvants ou a 1’eau, dépendamment du
type de lavage, permettant aux sols d’étre réutilisés sur le site. Cette méthode de traitement
n’est pas couramment employée. Ce procédé ne s’applique pas de facon in-situ. Le lavage a
I’eau nécessite préalablement un tri granulométrique, permettant de séparer les particules
fines des particules grossicres. Les particules fines sont ensuite acheminées vers une phase
aqueuse (ou autre solution de traitement privilégiée). Lorsque les contaminants adsorbés aux
sols en sont séparés, la solution aqueuse est ensuite traitée. Pour augmenter 1’efficacité du
traitement a 1’eau, des agents chelatants et surfactants sont ajoutés a la solution liquide, de
méme que des acides et des bases, de I’eau chaude et de la vapeur. Le tableau 05 présente les
différentes étapes de ce procédé. L’ajout de réactifs chimiques (agents mobilisateurs et
extractants) est effectué a contre-courant lors des étapes 3, 4, 5, 8 et 9.
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Tableau 05 : Principales étapes du traitement par lavage ex-situ(Colombanoetal., 2010)

Etapes

Détails

1- Précriblage ou calibrage

Grilles fixes et animées
Permet de séparer les particules
diametre supérieur a 100 mm

d’un

2- Séparation magnétique

Extraction des particules magnétiques

3- Unité de
décompacteur

désagrégation  ou

De l'eau est additionnée (jets a haute
pression, nettoyeurs, bassin a basse
agitation, etc.) au sol afin de le désagréger

et le fluidifier

4- Criblage

Cela permet de séparer des sols présentant
des granulométries comprises entre 100 et 1
mm. La séparation des fractions du sol est
réalisée en fonction de leur densité

5- Tamisage

Tamis vibrants ou des blutoirs rotatifs (tamis
rotatifs hexagonaux), permet de séparer des
sols  présentant des  granulométries
comprises entre 1 et 0,04 mm. La séparation
des fractions du sol est réalisée en fonction
de leur taille

6-Hydrocyclonage

La force centrifuge entraine les particules
lourdes vers la sortie inférieure alors que les
particules 1égeres sont dirigées vers la sortie
supérieure

7- Séparation en spirales

Les particules en suspension sont séparées
dans des caniveaux en spirales, les forces
centrifuges permettant de séparer les
particules les plus lourdes

8- Unité de flottation

Cela permet de séparer les fractions en
fonction de leur densité.

Les fractions polluées fines sont récupérées
par écrémage

9- Séparation
sédimentation

gravitaire par

L’eau chargée en particules est dirigée vers
un séparateur gravitaire dans lequel passe un
contre-courant permettant de garder les
particules fines en suspension en vue de leur
récupération et de laisser décanter les
particules les plus lourdes

10- Filtration

Les filtres permettent de les

particules les plus fines

séparer

11- Déshydratation des particules fines

Les particules fines doivent &tre
déshydratées a 1’aide d’un centrifugeur ou
d’un filtre presse
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Une fois les contaminants transférés dans la
12- Séparation des contaminants, des | solution de lavage, il est nécessaire de
agents mobilisateurs et de la phase | séparer les contaminants, les agents
aqueuse mobilisateurs et la phase aqueuse. Cette
récupération peut étre réalisée en différentes
étapes : extraction par solvant, flottation,
éveinage, fractionnement a la mousse et le
traitement photochimique. Les agents
mobilisateurs sont la plupart du temps
récupérés (notamment par distillation) et
réutilisés

2-Les traitements thermiques :

Parmi les traitements thermiques existants, on compte la vitrification, la pyrolyse et la
thermolyse. Ces procédés ne sont toutefois pas encore assez développés pour que leur
utilisation soit préférable a celle de la désorption thermique ou de I’incinération, qui seront les
deux technologies décrites dans cette section. Les traitements thermiques utilisent la chaleur
pour dégrader les contaminants présents dans les sols contaminés.

2-1/Désorption thermique

La désorption thermique, qui fait présentement concurrence a I’incinération, est de plus en
plus utilisée. Bien développée aux Etats-Unis, cette technique consiste en la dégradation des
molécules des contaminants par I’effet de I’augmentation de la température. La technique de
désorption thermique est appliquée par I’injection de chaleur dans les sols (in-situ) ou dans un
four (ex-situ) afin d’en extraire les contaminants volatils et semi-volatils (principe de
volatilisation). Ce principe est applicable de facon ex-situ, une fois les sols contaminés
excavés, et in-situ, directement dans la zone de sols contaminés (Roudier, 2005). Le principe
de désorption thermique ex-situ consiste a mettre les sols contaminés dans une unité de
désorption (four) qui atteint des températures comprises entre 150 et 540 °C. Ceci permet aux
contaminants adsorbés aux particules du sol de s’en détacher et favorise la volatilisation des
composés qui seront par la suite récupérés sous forme gazeuse. Le principe de désorption
thermique in-situ, quant a lui, consiste a injecter de la vapeur dans la zone contaminée, a
chauffer le sol par résistance électrique (courant électrique), a chauffer par micro-ondes ou
encore avec un puits thermique (Roudier, 2005). Le traitement par désorption thermique in-
situ est encore en développement, contrairement au traitement ex-situ qui est déja
commercialisé. Le taux d’humidité dans les sols, I'efficacité de transfert thermique du
réacteur ainsi que le type de sol influenceront le degré de température atteint dans le four. Les
sols argileux sont plus difficiles a chauffer que les sols sableux puisque leur taux d’humidité
est élevé. De plus, la désorption thermique dans un sol argileux entraine plus de gaz qui
doivent étre traités par la suite.
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2-2/Incinération :

« L’incinération est utilisée pour de nombreux polluants organiques (volatils, semi-volatils,
voire peu volatils) a des teneurs treés concentrées (de 1’ordre de plusieurs pour cent parfois),
hydrocarbures pétroliers (essences, gazoles, kérosenes ....), fractions plus lourdes
d’hydrocarbures, solvants chlorés, huiles, PCB, pesticides, dioxines/furanes, HAP, composés
explosifs. Exception faite des composés radioactifs, I’intégralité des polluants peut étre traitée
par incinération. » (Colombanoet al., 2010).

La température élevée convertit les polluants en dioxyde de carbone et en vapeur d’eau,
ainsi qu’en résidus variés de combustion. « La transformation des polluants en molécules
inoffensives simples permet de classer cette méthode parmi les plus efficaces. »
(Roudier,2005). Quatre techniques sont connues a ce jour, soit les dispositifs a lit fluidisé, les
dispositifs a circulation, la technique infrarouge ainsi que le four rotatif. La premiere étape
consiste a excaver les sols, puis a les asséchés. Apres avoir été tamisés (seules les particules
de taille centimétrique sont incinérées), les sols sont acheminés vers le systeme de chauffage.
A 400 °C, les contaminants se volatilisent, et 2 plus de 1000 °C, ils sont détruits
completement. Le sol peut ensuite étre réutilisé sur le site. Les émanations gazeuses doivent
étre récupérées et brilées a plus de 1 300° C.

Le temps du traitement varie en fonction des concentrations du polluant et des propriétés du
sol. Dans les meilleures conditions, le traitement peut atteindre 99,99 % d’efficacité. Pour
s’assurer de ne pas dégager une partie des contaminants dans 1’atmosphere, il est important de
chauffer a tres haute température. Parfois, des polluants comme les métaux restent dans les
cendres. Celles-ci doivent donc étre acheminées dans un centre de déchets dangereux. Les
émissions atmosphériques doivent également €tre traitées. La technique de traitement des sols
par incinération a fait ses preuves, permettant de détruire completement certains polluants,
surtout les contaminants volatils et semi-volatils. De plus, certains métaux comme le zinc, le
cadmium ou le plomb peuvent étre détruits par la chaleur. L’efficacité du traitement concerne
méme les sols argileux et hétérogenes, ce qui est parfois plus difficile a traiter avec d’autres
procédés. Grace a des unités mobiles, le traitement peut €tre réalisé sur le site méme. Il y a
toutefois quelques désavantages a ce traitement. Tout d’abord, I’excavation des sols est
requise, ce qui implique parfois du transport et de I’enfouissement. Ensuite, les unités peuvent
étre tres dispendieuses, et leur taille considérable limite leur application sur le site. L’énergie
demandée est également importante, de méme que le niveau de technicité nécessaire.

3- Les traitements biologiques :

Le principe consiste a accélérer artificiellement la décomposition des polluants par les
bactéries naturellement présentes dans les sols.

La dégradation biologique est la conséquence de la présence de certains microorganismes
(bactérie et champignons essentiellement) dans le sol (Migrainetal., 1993).

Dans le cadre de cet essai, deux technologies de traitement biologique seront développées,
soit la bioventilation/biodégradation et le biopile.
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3-1/ Biodégradation et bioventilation :

Alors que le principe de la biodégradabilité des hydrocarbures était appliqué au Québec
ala fin des années 1970 pour la décontamination des boues huileuses (technique de
landfarming), un resserrement des directives gouvernementales a mené a 1’apparition des
techniques par bioventilation et volatilisation dans les années 1990. Aujourd’hui, plusieurs
centres régionaux et firmes environnementales offrent le traitement des hydrocarbures 1égers
par bioventilation (sols en pile) et par bioventilation et volatilisation (sols non excavés (in-
situ)(Mddefp, 1999).

Le principe de biodégradation s’explique par la dégradation des composés a base de
carbone par des microorganismes. Il est donc question, en d’autres mots, de cultiver des
microorganismes sur les sols contaminés. Le processus de dégradation des contaminants peut
s’effectuer en présence ou en I’absence d’oxygene (aérobie, anaérobie). Cette technologie est
applicable sur une pile de sols excavés ou de fagon in-situ. Le principe de volatilisation, quant
a lui, consiste en I'injection d’air dans les sols afin de permettre au contaminant de s’y
accrocher. L’utilisationsimultanée ou séquentielle des principes de biodégradation et de
volatilisation mene a la bioventilation.

« La bioventilation implique un systeme de ventilation permettant de transporter 1'oxygene
dans le sous-sol, ou les organismes sont stimulés afin de métaboliser les composants de
carburant. »(Dupont, 1993).

Le phénomene de bioventilation nécessite parfois d’injecter des nutriments dans les sols,
d’ajuster le taux d’humidité, d’ajouter des composés libérateurs d’oxygene, ou encore
d’ajuster les réactions chimiques par 1’ajout d’électrons. Comme mentionné précédemment, il
existe deux types de biodégradation, soit aérobie et anaérobie. La biodégradation aérobie est
plus efficace et moins complexe a maitriser que la biodégradation anaérobie, donc elle est
plus couramment utilisée. Toutefois, il arrive que des composés organiques non dégradables
par voie aérobie le soient par voie anaérobie. Cette derniere alternative peut alors étre
considérée. Les contaminants ciblés par les traitements biologiques sont les composés
carbonés, soient principalement les hydrocarbures. En effet, les techniques de traitement
biologiques (bioventilation et biodégradation) sont de plus en plus utilisées pour le traitement
des sols affectés par des hydrocarbures (Mddefp, 1999). Ceci s’explique par le fait que les
propriétés chimiques des hydrocarbures (composés exclusivement d’atomes de carbone et
d’hydrogene) leur permettent de s’accrocher aux molécules de I’air (volatilisation) et de se
dégrader au contact de micro-organismes (biodégradation).

«La bioventilation, une variation a la ventilation, a été largement utilisée comme méthode in-
situ de réhabilitation des sols dans les dernieres années. Cette technologie est applicable aux
sols contaminés par des solvants, de ’essence et d’autres composés volatils.» (Schweizer,
1996).

La biodégradabilité des principaux polluants organiques est présentée au tableau ci-dessous
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Tableau 06 :Biodégradabilité des polluants (Colombano et autres, 2010).

Type de contaminants Degré de biodégradabilité

Hydrocarbures pétroliers C6-C15 Trés facile

Alcools, phénols, amines Trés facile

Acides, esters, amides Trés facile

Hydrocarbures pétroliers C12-C20 Modérément facile

Ethers, hydrocarbures monochlorés Modérément facile

Hydrocarbures pétroliers (<C20) Modérement difficile

Hydrocarbures polychlorés Modérément difficile
HAP, PCB, pesticides Trés difficile

L’utilisation d’une technologie biologique nécessite une durée de temps tres flexible puisque
la mise en place de cultures biologiques dans un environnement donné peut parfois étre
complexe. Les microorganismes doivent bénéficier des meilleures conditions pour survivre et
ainsi permettre le bon déroulement de la biodégradation. Si le temps presse et que le client
veut se débarrasser rapidement de sa problématique, 1’utilisation de la biodégradation ou
bioventilation n’est peut-&tre pas la meilleure option.

Si le traitement est effectué de manicre aérobie, les produits dérivés seront le bioxyde de
carbone, I’eau, les composés inorganiques ainsi que les protéines cellulaires. En milieu
anaérobique, la dégradation des contaminants hydrocarbures mene a la création d’acides
organiques, de méthane et d’hydrogéne gazeux (Mddefp, 1999). Certains de ces produits
peuvent entrainer des conséquences négatives sur I’environnement. Par exemple, le méthane,
qui fait partie de la famille des gaz a effet de serre, peut avoir des effets nocifs sur
I’environnement et la biodiversité et méme constituer un danger pour la santé humaine
(Environnement Canada, 2010). La biodégradation présente plusieurs avantages. Tout
d’abord, cette technologie est tres destructrice. Si elle est mise en ceuvre correctement, la
technologie est compétitrice au niveau des colits et présente un bon impact médiatique
(Colombanoet al, 2010).

« Si les conditions des sols sont appropriées, la bioventilation peut s’avérer €tre une
technologie trés abordable. Toutefois, cette technologie n’a pas démontré d’efficacité lorsque
les sols sont hétérogenes ou ont une perméabilité faible » (Schweizer, 1996).

3-1-1/Facteurs de biodégrabiilité :

présence de microorganismes compétents;

La disponibilit¢é d’accepteurs d’électrons nécessaires a 1’action
microbienne;

La teneur en eau;

Le potentiel hydrogene (pH);

La temperature;
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e La disponibilité de nutriments minéraux (azote (N), phosphore (P),
potassium (K), ...);
e [a nature, la concentration et la bioaccessibilité des polluants.

3-2/Biopile :

La technique de traitement des sols par biopile (ou biotertre) «consiste a amonceler les
sols excavés, a les humidifier, a les amender et a les aérer afin d'accélérer la biodégradation
des contaminants. » (Office québécois de la langue francaise, 2013).Cette technologie est
éprouvée et largement utilisée en Amérique du Nord et en Europe. Elle consiste tout d’abord a
mélanger des sols excavés avec un amendement (agent structurant) tel des copeaux de bois.
Les contaminants dans les sols sont ensuite biodégradés grace a la mise en place de conditions
idéales (température, taux d’humidité, nutriments, oxygene, pH...) (Colombano et al, 2010).
Les sols contaminés excavés sont trait€s dans une installation spécifiquement congue pour le
traitement. L’installation peut se situer sur le terrain méme ou dans un centre spécialisé. Les
sols excavés sont la plupart du temps recouverts d’une membrane imperméable
(géomembrane). Ceci permet de limiter les infiltrations d’eau de pluie, de retenir les gaz des
polluants volatils ainsi que de maintenir la température au bon niveau. Pour permettre
d’augmenter 1’efficacité du traitement, il est possible d’ajouter des €léments nutritifs sous
forme solide ou liquide. De I’oxygene est également nécessaire pour une dégradation en mode
aérobie. Les lixiviats ainsi que les rejets atmosphériques créés par la dégradation des polluants
sont récupérés et traités avant d’étre rejetés dans I’environnement. Tel que présenté sur la
figure 02, plusieurs équipements sont requis pour effectuer ce traitement.
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Figure 02 : Technique de traitement par biopile(Colombanoet al, 2010)

Les polluants pouvant €tre traités par cette méthode de traitement sont principalement
les hydrocarbures volatils et semi-volatils biodégradables.
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« Le biotertre s’applique a des sols pollués par les produits pétroliers de type gazoles,
mazouts, kérosene. Les composés organiques halogenes volatils (COHV), pesticides,
certaines coupes pétrolieres lourdes (hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), huiles
organiques ...) peuvent aussi, dans certaines conditions, étre traités, mais avec des rendements
épuratoires plus faibles. » (Colombano et al, 2010).

Ce type de traitement entraine parfois des émissions atmosphériques dans le cas, par
exemple, du traitement de composés organiques volatils (COV). Ces émissions doivent étre
récupérées, de méme que traitées avant d’étre rejetées dans 1I’environnement. Il en est de
méme pour les lixiviats, lesquels doivent étre récupérés, puis traités. Ces deux sources de
contamination doivent €tre gérées correctement pour ne pas seulement étre déplacées dans
I’espace (passer de contamination dans les sols a contamination dans 1’air ou dans I’eau). Le
traitement par biopile nécessite un temps de traitement assez élevé. Toutefois, si les
conditions idéales sont atteintes et que le facteur temps n’est pas une limitation, 1’efficacité
peut atteindre 90 %. Cette technique de traitement destructive a su démontrer au cours des
années une fiabilité et des résultats significatifs. Contrairement aux traitements biologiques
in-situ, ce procédé permet un meilleur contrdle des conditions auxquelles les sols sont
exposés, entrainant un rendement supérieur. Le fait de pouvoir manipuler les sols (ex-situ)
permet d’assurer de meilleures conditions pour les cultures biologiques.

VIII .La dégradation des pesticides dans le sol :

La dégradation des pesticides est un des processus clés de leur devenir dans le sol et les
sédiments et joue un réle majeur dans leur dissipation et leur élimination des milieux naturels.
Elle est due a de nombreuses transformations chimiques qui modifient la composition et la
structure des molécules apportées au sol. Ces modifications peuvent étre limitées a
I’élimination d’un groupe fonctionnel, conduire a divers produits de transformation et aller
jusqu’a la complete dégradation avec la production de molécule minérale
(minéralisation).(Clavet et al., 2003). Toute une série de molécules intermédiaires entre la
molécule initiale et les molécules minérales finales peuvent ainsi étre produites.

Les transformations chimiques responsables de la dégradation sont de nature abiotique et
biotique.

1-La dégradation abiotique :

Les transformations abiotiques sont dues a des réactions chimiques qui ne sont pas catalysées
par des systemes enzymatiques. Elles comprennent des réactions d’oxydation, de réduction,
d’hydrolyse, de conjugaison et des photoréactions. Il est difficile de les distinguer des
transformations biotiques. Elles conduisent fréquemment aux mémes produits de dégradation
et leur étude en conditions stériles n’apporte pas toujours de réponses non ambigués en raison
des modifications résultant des opérations de stérilisation et de I’éventuelle présence
d’exoenzymes qui ne sont pas détruites.

IIs existent plusieurs types de transformation chimiques :
» Les transformations chimiques dues a la présence en solution d’espece chimiques
particuliere :
e T’eau ou ses produits de dissociation (H* et OH™) a l’origine des réactions
d’hydrolyse,
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® Des composés oxydants ou réducteurs a 1’ origine des réactions d’oxydoréduction,

® Des composés organiques a 1’origine de réaction de combinaison.
Les transformations chimiques résultant d’interactions avec des surfaces adsorbants,
ce sont les transformations chimiques en phase adsorbée.
Les transformations chimiques résultant de la lumiere, ce sont les réactions
photochimiques(Clavet et al., 2005).

1-1/1.’hydrolyse :

La cinétique des réactions abiotiques d’hydrolyse est en général différente de celle des
réactions biotiques et ne présente pas de temps de latence. Il est cependant souvent difficile de
distinguer expérimentalement les deux types d’hydrolyse. Plusieurs facteurs ont malgré tout
une grande influence sur la vitesse de cette transformation ; ce sont : la composition ionique
du milieu en particulier le pH et les cations métalliques en solution, les adsorbants et la
température.

1-2/Réaction d’oxydation et de réduction :

Les réactions d’oxydoréduction des pesticides dans les eaux, les sédiments et les sols ne sont
pas encore tres bien décrites, surtout d’un point de vue quantitatif, mais il existe suffisamment
d’informations pour considérer qu’elles jouent un rdle important dans le devenir de certains
composés, comme les pesticides halogénés, par exemple (Wolfe et Macalady, 1992).les
pesticides possédant plusieurs groupes d’atomes susceptibles d’étre oxydés. Les réactions
d’oxydation abiotique sont dues a des réactions avec 1’oxygene moléculaire ou avec des
especes activesd’oxygene comme 1’ozone et des radicaux peroxydes provenant de
transformations photochimiques et microbiologiques. Les réactions d’oxydation ont surtout
été étudiées dans ’air et les eaux mais celles qui ont lieu dans la phase liquide de sol sont mal
connues (Scheunert, 1992).

1-3/Réactions photochimiques :

Les molécules des pesticides possedent des propriétés spectroscopiques caractéristiques de
leur composition et de leur structure. Exposées a des rayonnements ultraviolets ou visibles,
elles sont capables d’absorber une partie de 1’énergie lumineuse (absorption des photons)
qu’elles recoivent grace a la présence de groupes chimiques particuliers, appelés
chromophores. Cette absorption entraine une modification de la structure électronique des
molécules qui passent de 1’état fondamental (€tat initial) a un état qualifie d’état excité.

Dans les milieux naturels, les réactions photochimiques peuvent avoir lieu en tout endroit
exposé a la lumiere solaire: dans I’air, dans les eaux de surface, sur les couverts des végétaux
et a la surface du sol. Elles concernent des pesticides gazeux, des pesticides dissous ou des
pesticides adsorbés. Concernant les sols, les pesticides dissous qui peuvent subir une
dégradation photochimique sont nécessairement localisés dans une phase liquide exposés a la
lumiere solaire. Il ne peut donc s’agir que de ceux qui se trouvent dans 1’eau stagnante ou
ruisselante a la surface de sol. C’est une situation qui se rencontre surtout quand des pluies
surviennent apres des traitements phytosanitaires.
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2-Dégradation biotique :

2-1/Le processus de dégradation biotique :

La dégradation biotique est due a ’action de divers organismes vivants et elle résulte de
transformations chimiques dues a des systemes enzymatiques. Elle a lieu dans les milieux
naturels comme les sols, les sédiments et les eaux, mais elle peut aussi se produire dans les
organismes végétaux et animaux. Quand la dégradation a lieu dans les organismes vivants, on
parle plutot de processus de détoxification mais les réactions chimiques mises en jeu sont
généralement de méme nature. Des points de vue agronomique et environnemental, la
dégradation biotique dans les sols, les sédiments et les eaux est un processus particuliecrement
important puisque les quantités de substances présentes dans les milieux et susceptibles d’étre
absorbées, donc d’avoir une action biologiques, en dépendent partiellement ou totalement. La
microflore de ces milieux est a l’origine de la dégradation biotique ; dans les sols, les
champignons, les algues, les protozoaires et les bactéries y sont impliqués. Toutefois les
micro-organismes dégradent les pesticides sont en majorité des bactéries et des champignons.
Ce sont eux qui le plus souvent sont isolés et caractérisés lors des études sur la dégradation.
Leur grande diversité et la multiplicité des conditions de leur développement font qu’ils sont
de puissants agents de dégradation des pesticides. La composition de la microflore est tres
variable selon la nature des sols, leur pH, les teneurs en carbone organique et en minéraux
argileux. La taille de la biomasse microbienne est elle aussi variables en fonction des mémes
facteurs. Elle est en moyenne de 200 mg C. Kg~1 dans les sols sableux pauvres en matiere
organique et peut atteindre de 1’ordre de 900 mg C. Kg~1 dans les sols riches (teneurs en C
supérieurs a 4%) (Chaussodetal., 1986).

La microflore impliquée dans la dégradation des pesticides est qualifiée de dégradante pour la
distinguer de I’ensemble des micro-organismes du sol ; elle n’est généralement pas limités a
une seule souche. Son activité dans le processus de dégradation dépend, a la fois, de son
patrimoineenzymatique qui détermine la nature des réactions chimiques et de son
environnement qui exerce une influence sur son développement et sur sa survie. Cet
environnement présente trois volets, physique, chimique et biologique. L aspect fondamental
de la dégradation due aux micro- organismes est la catalyse des réactions chimiques par des
enzymes ; cela nécessite que les pesticides soient a 1’état dissous dans la phase liquide du sol.
On peut distinguer deux situations :

-les réactions chimiques catalysées par des enzymes intracellulaires ; les pesticides doivent
d’abord étre absorbés pour étre transformés.

-les réactions chimiques catalysées par des enzymes extracellulaires ; 1’absorption des
pesticides n’est pas nécessaire.

2-2/Mécanismes microbiens de la dégradation biotique :

Les micro-organismes peuvent €tre impliqués dans la dégradation des pesticides selon cing
mécanismes d’action (Bollag et Liu, 1990) :

-le métabolisme direct : qui fait des pesticides une source d’énergie utilisée pour la
croissance des micro-organismes,
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-le Co métabolisme: il s’agit de transformations chimiques des pesticides mais ils ne sont
pas une source d’énergie pour les micro-organismes,

-la conjugaison: ce sont des réactions chimiques, catalysées par des enzymes
exocellulaires, entre les pesticides et d’autres pesticides ou d’autres molécules présentes dans
la solution du sol,

-I’accumulation : les pesticides ou leurs métabolites sont stockés dans les corps
microbiens ; il s’agit 1a, probablement d’une des causes de la stabilisation,

- les effets secondaires dus a I’activité des micro-organismes qui peut entrainer des
modifications de I’environnement chimique (consommation d’oxygene, production de
composés organiques) et de I’environnement physicochimique (pH) qui facilitent ou limitent
les transformations chimiques des pesticides. Ils sont un des facteurs intervenant dans la
dégradation.

Les trois premiers mécanismes conduisent a des modifications de la composition et de la
structure chimique des pesticides et peuvent étre véritablement considérés comme étant
directement a 1’origine de la dégradation. Les deux derniers doivent plutdt étre vus comme
des processus, certes liés aux micro-organismes, mais probablement pas impliqués
directement dans la dégradation des pesticides. Une caractéristique fondamentale, au moins
pour les trois premiers, est I’intervention de systéemes enzymatiques.

2-3- Les enzymes impliqués dans la dégradation des pesticides :

La biodégradation d’un pesticide dans le sol suppose que les microorganismes présents soient
capables de mobiliser des fonctions catalytiques appropri€es. La spécificité enzymatique,
parfois étroite, est rarement absolue (Soulas, 1990). Ainsi, la biodégradation d’un grand
nombre de composés chimiques de synthese est tres souvent accomplie par des voies
métaboliques préexistantes qui permettent aux microorganismes d’utiliser des substrats
naturels. Cette prédisposition enzymatique reposerait sur la similitude de certains composés
naturels d’origine végétale avec certaines molécules phytosanitaires, appelées molécules
analogues (Alexander, 1994). L’attaque du xénobiotique a donc un caractere fortuit
(Knackmus, 1981 ; Slater, 1984) et peuts’opérer jusqu’a un stade avancé qui peut aller
jusqu’a la minéralisation complete (Schmidt etal., 1987). En outre, certains auteurs
(Paralesetal., 2002 ; Pandey et Jain, 2002) précisent que I’induction enzymatique
s’accompagnerait d’une aptitude chimiotactique des microorganismes. Pour autant, cette
analogie structurale n’est pas la seule explication possible du phénomene de biodégradation et
le cas des acides phénoxyacétiques en constitue un contre-exemple (Soulas, 1990). De plus,
parler véritablement d’adaptation microbienne vis-a-vis d’un xénobiotique donné présuppose
la mise en place d’évenements génétiques affectant des régulations ou des activités
enzymatiques (Soulas, 1990). Ainsi, certains auteurs ont mis en évidence que 1’expression des
genes codant pour la catalyse de ces molécules est étroitement liée a la concentration du
pesticide (Alexander, 1985 ; Fomsgaard et Kristenssen, 1999 ; de Lipthayetal., 2007).
Dans le cas de sols n’ayant jamais été expos€s a un xénobiotique ou dans des horizons
profonds (Fomsgaard et Kristenssen, 1999), il est nécessaire d’avoir une certaine
concentration afin que le xénobiotique soit accepté en tant que substrat pour microflore.

Il existe également des systemes enzymatiques spécialisés traduisant 1’existence d’adaptations
génétiques organisées en structures simples ou polycistroniques (opérons) et codant pour des
enzymes spécifiques au sein d’une voie de biodégradation responsable d’un métabolisme
direct (Dick et Quinn, 1995 ; Mandelbaumetal., 1995 ; Sorensen etal., 2001).
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La sélection de telles adaptations est guidée par le résultat du bilan entre le coiit de la synthese
d’enzymesspécialisées et le gain énergétique procuré par la dégradation du xénobiotique, sans
oublier pour autant I’avantage sélectif procuré par ce réarrangement en réponse aux pressions
environnementales subies par les communautés microbiennes (Garcia-Gonzales etal., 2003 ;
chromosomique et recombinaison) et parasexuée (transformation, transduction généralisée et
conjugaison). Ainsi, ces mécanismes adaptatifs s’appuieraient sur I’existence d’éléments
génétiques mobiles présents au sein des communautés microbiennes. Ces structures
génétiques, représentées par les plasmides, les transposons, les intégrons, les ilots génomiques
ainsi que par les bactériophages, sont également collectivement reconnues comme des
vecteurs responsables du transfert génétique horizontal (HGT), jouant un rdle fondamental
dans la dégradation des pesticides. Ces groupes de genes, a forte mobilité, sont définis comme
étant des éléments relativement flexibles pouvant s’intégrer avec plus ou moins de facilité
dans les génomes des bactéries hotes (Funchain et al., 2001 ; Frost et al., 2005).

Trois mécanismes moléculaires principaux controlent ce transfert génétique horizontal
(HGT) dans le sol : la transformation, la transduction et le mécanisme de conjugaison. La
transformation est un processus physiologique d’absorption d’un fragment d’ADN
extracellulaire (plasmide ou partie du chromosome bactérien) a I’intérieur de cellules dites
compétentes, qui requiert ou non la présence de séquences spécifiques (séquences
d’absorption) dans le fragment d’ADN transféré pour qu’il soit retrouvé dans le cytoplasme
de la cellule hote (Lorenz et Wackernagel, 1994 ; Trevors, 1996 ; Thomas et Nielsen,
2005).

Le mécanisme de transduction est un processus dans lequel un fragment d’ADN pris au
hasard dans le génome d’une bactérie et provenant soit d’une cellule hote préalablement
infectée par un bactériophage (transduction généralisée), soit d’une séquence d’ADN d’un
hote flanquée de deux séquences d’insertion ayant préalablement intégré de I’ADN de
bactériophage excisé (transduction spécialisée), se retrouve en capsidé pour constituer de
nouvelles particules phagiques(Ochman et al., 2000 ; Ochman, 2005). De nombreuses
études ont récemment suggéré que les fréquences de transduction dans le sol sont largement
sous estimées et que de nombreuses populations de bactériophages se trouvent dans cette
matrice (Ashelfordetal., 2000).

Enfin, la conjugaison bactérienne, processus de transfert génétique qui semble €tre largement
majoritaire dans le sol (Burrus et Waldor, 2004), est un mécanisme contact-dépendant ot le
transfert d’un fragment d’ADN se fait d’une cellule donneuse vers une cellule hote pour la
majorité des genres bactériens (Davison, 1999). Enfin, la présence de séquences spécifiques
codant pour le controle de leur transfert, lors des mécanismes de conjugaisonou de
transduction, conferent aux éléments génétiques mobiles une fréquence de transfert plus
élevée et une stabilité supérieure dans les génomes des cellules hotes (Rhine et al., 2003 ;
Sims, 2006). Citons dans ce cas I’exemple de la dégradation de 1’acide
2.,4-dichloro-phénoxyacétique ou 2,4-D (Streberetal., 1987), de I’atrazine (de Souzaetal.,
1996), des urées substituées (Turnbulletal., 2001 ; El Sebaietal., 2004 ; Hussain etal., 2009)
comme des illustrations de ce phénomene adaptatif.

Globalement, trois mécanismes fondamentaux peuvent décrire de facon satisfaisantece
mécanisme adaptatif des populations microbiennes : (i) soit une mutation des geénes
régulateurs contrdlant la transcription des génes structuraux pouvant amener a une production
continue d’enzymes correspondantes a un niveau élevé, (ii) soit une amplification des genes
structuraux aboutissant a I’existence, dans le génome microbien, de plusieurs copies d’un
méme gene ou d’un ensemble de genes responsables, par effet additifs, a des concentrations
enzymatiques suffisantes pour que la transformation d’'une molécule de xénobiotiquedevienne
possible, (iii) soit I’apparition de mutations ponctuelles des genes structuraux précédée d’une
amplification du ou des geénes correspondants, a 1’origine de la production de
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protéines enzymatiques dotées de fonctions catalytiques nouvelles ou améliorées (Soulas,
1990). L’évolution indépendante des différentes copies du geéne peut ainsi permettre le
maintien de la fonction métabolique ancienne et la mise en place puis la spécialisation
progressive de fonctions métaboliques nouvelles.

Des lors qu'une fonction nouvelle est apparue, sa dispersion au sein d’une population
microbienne emprunte classiquement les voies de reproduction sexuée (appariement
comparativement aux fragments d’ADN recus par le mécanisme de transformation (Burrus et
Waldor, 2004).

Le sol contient un grand nombre d’enzymes en raison de 1’abondance et de la diversité des
micro-organismes qui en sont la principale source comparée aux végétaux et aux animaux.

Elles sont en tres petites quantités dans la solution de sol ou elles sont rapidement dégradées.
A T’extérieurs de corps microbiens, elles existent dans le sol essentiellement adsorbées sur les
minéraux et peut-€tre complexées par les substances humiques. Pour agir, les enzymes
intracellulaires (endoenzymes) nécessitent que les molécules organiques de substrat soient
absorbées, c’est-a-dire qu’elles pénetrent a I’intérieur des cellules. Au contraire, les enzymes
extracellulaires (exoenzymes) catalysent des transformations dans la solution du sol ou le plus
souvent en phase adsorbée. Toutes les enzymes nécessaires a la dégradation complete d’un
pesticide sont rarement présentes dans une seule espeéce microbienne, de sorte que plusieurs
especes doivent intervenir au sein de ce qui est appelé un consortium (Slater et Lovatt,
1984). La dégradation de nombreux pesticides fait intervenir des enzymes qui ne leur pas
spécifiques et impliquées dans les transformations chimiques de composés organiques
naturels. De fait, assez peu d’enzymes adaptées a des pesticides particuliers ont été isolées et
étudiées (Bollag et Liu, 1990). Cependant beaucoup de pesticides ont une structure chimique
différente des composés naturels et leur dégradation nécessite une évolution de I’équipement
enzymatique des micro-organismes. Elle est possible grace a des échanges de genes facilités
par la tres grande diversité des micro-organismes du sol (Kearney et Kellog, 1985). Il s’agit
l1a d’un aspect du processus de dégradation qui en constitue un facteur important.S’agissant de
protéines, les enzymes sont des substances fragiles, détruites par la chaleur, les hautes
pressions, les acides et les bases fortes et probablement par les radiations gamma. Leur
activités dépend de plusieurs facteurs ; le pH dont la valeur optimum est souvent aux environ
de 7 ; la force ionique et la température dont I’optimum d’action se situe aux environ de 40°C.
Cette derniere caractéristique confere aux cinétiques de dégradation une dépendance
particuliere a I’égard de la température.

Tableau 07 : exemples d’enzymes spécifiques (Bollag et Liu, 1990) :

Pesticides

Enzyme

Micro-organisme

Auteurs

Carbofuran

Hydrolase

Achromobacter sp.

Derbyshire et al,
1987

Dalapon

Déhalogénase

Arthrobactersp.

Kearney et al., 1964

Fenthion

1,2 dioxygénase

Nocardiasp.

Rast et al., 1979

Malathion

Hydrolase

Ttichodermaviride,
pseudomonassp

Matsumura et
Boush, 19966

Parathion

Phosphohydrolase

Escherichia coli

Zech et Wigand,
1973
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IX. Les actinomycetes : Agents de biodégradation dans la
nature

1-Caracteres généraux

Les actinomycetes sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de Chargaff (G C%)
élevé, ils se caractérisent par la formation d’hyphes filamenteux, ils sont saprophytes,
largement distribuées dans le sol, 1'eau et les plantes montrant une diversité chimique et
morphologique marquée, mais forment une ligne distincte de 1'évolution des organismes
(Goodfellow et O'Donnell, 1989).

Bien que les actinomycetes soient des microorganismes procaryotes, leur morphologie
ressemble fortement a celle des micro-organismes eucaryotes comme les champignons
filamenteux(Osada, 1998). Les actinomycetes présentent des similitudes avec les eubactéries
et les champignons. Il existe des formes de transition, mycéliennes typiques et unicellulaires,
présentant une aptitude peu marquée a former un mycélium ramifié. Le diametre des
filaments des formes mycéliennes est toutefois environ deux fois plus faible (0,5 a 1,2 pm)
que celui du mycélium de champignons.

La plupart des actinomycetes sont terrestres, certaines especes sont marines (Minceretal.,
2002).Les actinomycetes sont répandus dans 1'environnement et la plupart des especes sont
Chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et croissent de facon optimale dans la gamme de
pH 5,0 2 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington, 1982a;
Goodfellow et Williams, 1983). Les facteurs importants contrdlant I'abondance et I'activité
des actinomycetes dans le sol sont : la disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance

de la matiere organique, la salinité, la teneur en humidité relative, la température, le PH et la
végétationdu sol (Goodfellow et Williams, 1983).

2- Morphologie :
Morphologiquement, les actinomycetes peuvent €tre classés en deux groupes. Le premier se
compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques particulieres
et forme seulement une masse de filaments ramifié. Le second comprend les organismes qui
sont morphologiquement plus complexes que le premier (Lechevalier et Lechevalier, 1985).
Les colonies formées par les actinomycetes sur des milieux solides présentent différents
aspects macroscopiques qui peuvent étre regroupé€s en trois types :

¢ des colonies poudreuses couvertes d'hyphes aériens fermement attachés au milieu

e des colonies pateuses qui peuvent étre facilement détachées des milieux solides

e des colonies exemptes de mycélium de substrat et se composent d'hyphes aériens

attachés au milieu par des crampons.

Les différents genres d’actinomycetes peuvent sporuler soit en morcelant certaines d’hyphes
pour former des conidies, un peu plus résistantes aux conidies hostiles que les hyphes, soit en
produisant des endospores (Thermoactinomyces). D’ autres genres d’ Actinomycetes sporulent
en produisant des sporanges tels que le genre Streptosporangium (Kalakoutskii et Agre,
1976).

3- Ecologie des actinomycetes :

Les actinomycetes sont retrouvés presque partout dans la nature. Ils constituent une

part importante de la microflore tellurique: 10 a 20% ou parfois plus (Dommergues et
Mangenot, 1970; Ishizawa et Araragi, 1976). Le genre Streptomycesest celui qui prédomine
généralement dans les sols et divers autres substrats. Il représente 80 a 95% du total des
actinomycetes (Lacey, 1973 ; Elwanetal., 1985). Apres Streptomyces, les genres les plus
fréquents sont NocardiaetMicromonospora(Dommergues et Mangenot, 1970). Les autres
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genres ne constituent qu'une fraction minime et sont parfois peu fréquents ou méme assez
rares.

La plupart des Actinomycetes sont saprophytes mais quelques-uns peuvent étre

pathogenes ou symbiotes des plantes et des animaux (Suzuki et al. 1994).

En générale, les actinomycetes sont des hétérotrophes, mais plusieurs especes sont

capables aussi de croissance chimioautotrophe(Ensignet al. 1993).

Physiologiquement, il est possible de distinguer les formes aérobies qui sont de tres loin les
plus nombreuses, et des types anaérobies trouvés primitivement chez les animaux et I’homme.
Les actinomycetes préferent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement mésophiles,
d’autres sont thermophiles tolérants des températures avoisinant les 50°C et peuvent aller
jusqu’a 60°C (Omura, 1992).

4-Role des actinomycetes dans le sol :

Dans le sol, la densit¢ des actinomycetes, essentiellement représentés par les genres
NocardiaetStreptomyces, est en général 3 a 15 fois plus faible que celle des bactéries et varie
entre 105 et 108 unités /g de sol. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroit dans
les sols submergés (Goodfellow et Williams, 1983).Leur role dans le sol est important en
raisonde leur aptitude a dégrader les substances organiques non biodégradables par les
champignons et les bactéries (Crawford, 1993), et a produire des substances probiotiques et
antibiotiques(Kieseret al. 2000). Les premiers stades de la dégradation de la matiere
organique sont le fait de bactéries et de champignons. Les actinomycetes ne se développent
pas durant ces premiers stades en raison de leur inaptitude a la compétition, par contre, ils se
développent relativement bien sur une matiere organique partiellement dégradée et inapte a
porter une microflore fongique et bactérienne (Crawford, 1993).

5- Dégradation des pesticides par les actinomyceétes :

Les actinomycetes ont un potentiel considérable pour la biotransformation et biodégradation
des pesticides. Certains membres de ce groupe de bactérie gram-positif ont la capacité de
dégrader les pesticides avec tres différentes structures chimiques, y compris les
organochlorés, s-tri azines, triazinones, les carbamates, les organophosphorés, acétanilides , et
sulfonylurées. Un nombre limité de ces pesticides xénobiotiques peut €tre minéralisée par des
isolats simples, mais souvent des consortiums de bactéries sont nécessaires a la dégradation
complete. La dégradation des pesticides par Co métabolisme est fréquemment observée au
sein de ce groupe de bactérie. Par rapport a la dégradation des pesticides par des bactéries
gram-négative, beaucoup d’informations sur les mécanismes impliqués dans les
biotransformations de pesticides par les actinomycetes sont disponible.la progression dans ce
domaine a été sérieusement entravée par un manque d’utiles génétiques moléculaires
appropriés pour la plus part des représentants de ce groupe majeur des bactéries du sol.
Surmonter cette contrainte permet une meilleure exploitation des biodégradations et de
biotransformation des capacités des actinomycetes pour des applications telle que
bioremidiation et la construction du corps d’herbicides transgéniques (De Schrigver A’
1999).
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METHODE ET MATERIEL :

1. Purification des souches d’actinomycetes :

Les souches d’actinomycetes, sur lesquelles on a effectué notre travail ont été précédemment
isolées par Madame ZERMAN F. (enseignante attachée de recherche, au sein du laboratoire
de génie microbiologie et applications).

Afin d’obtenir des souches pures, les différentes colonies sont repiquées et ensemencées, par
stries, sur gélose ISP2 (annexe), puis incubées a 30 °C pendant 7-21 jours. Il est recommandé
de réaliser le moins de repiquage possible pour conserver la stabilité génétique des souches.

La pureté des souches est controlée par des examens microscopiques directes apres chaque

repiquage, les colonies sont observées sous microscope optique (Grossissement x 10)
(Ouhdouch et al., 2001).

2. Milieux et réactifs :

L’herbicide utilisé au cours de ce travail est I’ Apyros (75% sulfosulfuron) sous sa forme
commerciale, qui est largement utilisé en Algérie, il est obtenu a partir des revendeurs des
produits phytosanitaires, ¢’est un herbicide de la famille des sulfonylurées et utilisé contre la
lutte contre le brome, et ainsi des adventices graminées et certains dicotylédones.

e Sa composition chimique est mentionnée dans la partie bibliographique.
Le milieu MSM minimal saltmedium (annexe) contenant 1’herbicide Apyros comme SSCE
est utilisé pour tester la capacité des actinomycetes purifiés a utilisé cet herbicide comme
SSCE (Ying etal., 2011).
Les milieux ISP (International Streptomyces Project) sont utilisés pour le repiquage ainsi que
pour I’étude et la caractérisation des souches d’actinomycetes.

3. Conservation des souches :

Les souches purifiées sont conservées sur le milieu ISP2 (annexe), les tubes contenant la
gélose inclinée sont ensemencés par stries et incubés a 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 et al., 1995).

4. Préparation des inocula des souches isolées :

4.1. _Préparation de I’inoculum général :

Les souches d’actinomycetes testées sont ensemencées en stries serrées, sur ISP2 (annexe) et
incubées a 28 + 2 °C pendant 7-21 jours. Apres croissance, 20 ml d’eau distillée stérile sont
versés dans chaque boite de Pétri, les colonies sont raclées a 1’aide d’un rateau puis
récupérées par pipette Pasteur dans un tube stérile. L’ inoculum ainsi récupéré, contenant des
fragments de mycélium et de spores (Shirling et Gottlieb, 1966).

4.2. Préparation de I’inoculum lavé :

50 ml du milieu liquide ISP1 (annexe) sont inoculés par cinq millilitres de I’inoculum

général, et incubés sous agitation (180 tpm) a 28 + 2 °C pendant 48 heures (Shirling et
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Gottlieb, 1966). Apres I’incubation, la culture est centrifugée a 5000 tpm, pendant 30
minutes. Le surnageant est écarté et le culot est lavé deux fois a I’eau distillée stérile puis
repris dans 50 ml d’eau distillée stérile, cette suspension constitue 1’inoculum lavé. Pour
chaque souche, I’inoculum lavé est préparé de telle maniere a obtenir une densité optique

égale a 1 pour une longueur d’onde de 600 nm.

5. Etude de la capacité des actinomycetes a croitre en présence de
I’herbicide Apyros comme seule source de carbone et d’énergie :

Les souches d’ Actinomycetes purifiés, sont testées pour leur capacité a utiliser I’herbicide
Apyros comme SSCE.Cette étude est réaliséesur le milieu MSM solide contenant I’ Apyros a
la dose recommandée (0,1g/ 1) comme seule source de carbone et d’énergie, les boites sont
ensemencées en stries a partir de I’inoculum lavé, puis incubées a 28 + 2°C pendant 7 jours
(Ying etal., 2011). Les souches ayant une bonne croissance sont sélectionnées.

6. Etude, in vitro, de la cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros
par les souches actinomycetes actives :

Les souches capables de croitre sur I’ Apyros comme SSCE, sont testées pour leur aptitude a
dégrader ce méme herbicide selon Lara et al.(2005), 10 ml de I’inoculum lavé dechaque
souche sont inoculés dans un Erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml du milieu minérale
MSM liquide additionné de I’ Apyros comme SSCE a une concentration équivalente a la dose
recommandée (100mg/1), puis incubés sous agitation (180 tpm) a 28 + 2 °C, pendant 30 jours
a I’abri de la lumiere pour éviter la photodégradation. Toutes les expériences sont réalisées en
double.

Un contrdle négatif, non inoculer est réalisé pour controler la dégradation non biologique de
I’herbicide.

Pour chaque souche, des prélevements périodiquessont effectués a un intervalle de 2

Jours, pendant 30 jours.

Pour estimer la croissance bactérienne, la densité optique est mesurée a 600 nm pour

Chaque prélevement.

Pour suivre la dégradation de 1’ Apyros, Chaque échantillon est centrifugé a 5000 tpm
Pendant 30 min a 4° C. Le surnageant est conservé en 1’absence de la lumiere a -20°C, pour
Une analyse chromatographique ultérieure.

6-1. Mesure de la densité bactérienne :

La variation de la densité bactérienne au cour des 30 jours d’incubation est déterminé
e Par spectrophotometre d”adsorption moléculaire UV / Visible a une longueur d onde de 600.

6-2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

La détermination quantitative de la matiere active de I’ Apyros : sulfosulfuron au

cour du temps d’incubation est réalisée d’apres (Sanjana et al.2006), par injection des
surnageant filtrés sur membrane millipores (0.22 pm) dans le systtme HPLC dont les
caractéristiques sont les suivantes :
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-La phase mobile est un mélange, acéto nitrile : eau ultra pure (80 : 20 v/v).

-La colonne d’analyse est une Colonne 180 ODS avec une longueur de 25x 0, 46 cm et un
Diametre de Spm.

- Le débit utilisé dans la colonne est de 1ml/mn.

La détection est réalisée au moyen d’un détecteurs UV —visible : UV-2075 couplé d’un
Ordinateur menés d’un logiciel pour visualisé les signaux enregistrée par le détecteur.

7. Dégradation de I’herbicide Apyros par ’extrait enzymatique des souches
actinomycetes

7.1. Extraction des enzymes:

Les souches sont ensemencées sur erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml d’ISP1 et inoculé a
raison de 10% (5ml) de I’inoculum général. Apres incubation a 28°C pendant 72 heures avec
agitation (180 tpm), les cultures sont centrifugées a 5000tpm/30min a 4°C.

Le culot est lavé deux fois par 20ml du tampon phosphate saline (PBS : 0,13M, pH : 7-7,2)
(annexe).

Les cellules obtenues sont mis en suspension dans 5 a2 9 ml de PBS, 4 ml de la suspension
cellulaire est prélevé et soumis a une ultrasonification (220w pendant 7 minutes).

Le lysat cellulaire est obtenu par élimination des débris cellulaire par centrifugation a
12000tpm pendant 30 minute a 4°C, le surnageant est utilisé comme extrait enzymatique pour
les essais enzymatiques (Ying et al, 2011 ; Nan-Xi et al, 2011).

7.2. Essai enzymatique :

Le mélange d’essai contient : 50 ul d’extrait enzymatique, 3,94 ml de PBS et 10 ul d’ Apyros
a25g/l.

Le mélange réactionnel est incubé au bain marié a 30°C pendant une heure. Un contrdle
négatif est préparé dans les méme conditions, a I’exception de I’extrait enzymatique qui est
mis a une ébullition (75 a 80°C) préalable (Ying et al, 2011 ; Nan-Xi et al, 2011). .

8-Identification présomptive des souches actives :

*Technique de culture sur lamelle

Une goutte de I’inoculum de chaque souches actives est déposée sur une lamelle fermement
fixé au milieu ISP2(Annexe), et faisant un angle de 45° avec la surface de celui-ci. Apres 14
jours d’incubation a 30°C, la lamelle est retirée soigneusement de la gélose, entrainant avec
elle des fragments des mycéliums de substrat aérien non dénaturés, elle est ensuite déposée
sur une lame puis examinée a émersion, au microscope optique (Oskay, 2009).

Des photographies ont été prises a 1’aide d’un appareil photographique numérique SONY 12,1
Mégapixel.

Les structure observées seront ensuite comparées avec les diagrammes schématique des
mycéliums de substrat et aérien des différents genres d’actinomycetes mentionnées dans
Bergey’sMannual of DeterminationBacteriology, ninthedition (1994).
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Résultats et discussion :

1. Purification des souches d’actinomycete

Les colonies prélevées a partir des 12 souches isolées par madame Zermane.F ont été
purifiées par ensemencement en stries sur le milieu ISP2 et incubé a 30°C pendant 7-21jours.

Au bout de 12 jours d’incubation, les colonies d’actinomycetes sont reconnues par leur
aspectmorphologique caractéristique. Elles apparaissent seches, rugueuses, colorées ou non,
dures incrustés dans la gélose, bord filamenteux.

En effet, les actinomycetes sont considérés comme le groupe microbien majeur de la
population tellurique et sont largement distribuées dans les sols (Kiister et Williams, 1964).
Elles se développent tres lentement, avec un temps de génération relativement long, par
rapport a la plupart des bactéries et des champignons, leur croissance sera donc masquée sur
des milieux de culture ordinaires (Ottow et Glathe, 1968), pour cela, les milieux d’isolement
et de purification doivent étre destinés a favoriser leur développement et inhiber les autres
microorganismes (Hayakawa, 2008), en effet la présence dans le milieu de culture de la
chitine, de I’amidon, du glycérol, de I’arginine, de 1’asparagine, de la caséine et des nitrates
conduit a un isolement sélectif des actinomycetes alors que les bactéries et les champignons
poussent faiblement (Williams et Davies, 1965). Les milieux ISP (International Streptomyces
Project) sont parmi les milieux les plus utilisés pour l’isolement, la purification, la
caractérisation morphologique et méme la conservation des actinomycetes (El-Meleigy, M.
A, 2012).

Dans cette étude le milieu ISP2(annexe) est employé pour la purification des actinomycetes,
il contient des substrats sélectifs pour leur croissance (extrait de levure et extrait de malt).
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Figure 03 : Caracteres culturaux des souches A6, A8 et X sur le milieulSP2

2. Etude de la capacité des actinomycetes a croitre en présence de

L’herbicide Apyros comme seule source de carbone et d’énergie :

Les actinomycetes présentes des propriétés tres importantes tel que leur capacité a se
développer sur les substrats les plus divers et leur aptitude a synthétiser de trées nombreux
métabolites bioactif, parmi lesquels les enzymes, qui apres las antibiotiques sont les produits
les plus importants des actinomycetes.

La dégradation microbienne des herbicides et le développement des stratégies sur 1’utilisation
des microorganismes biodégradantes pour traités les sols pollués, représentes un domaine tres
évolué de recherche mondiale (Melo and Azevedo., 1997 ; Straubeetal., 1999 ; Semple et
al., 2001).

Pour cela, les souches d’actinomycetes sont ensemencées sur le milieu MSM contenant
I’herbicide Apyros comme SSCE.

Parmi les douze souches d’actinomycetes testées, seulement les trois souches A6, A8 et X
Présentent une bonne croissance sur le milieu MSM contenant 1’herbicide
ApyroscommeSSCE, les souches Al, A12, G6 et G8 présentent une croissance modérée, une
faible croissance est observée pour la souche G13, tandis que les souches All, G15, G17 et
G20 sont incapables d’utiliser I’ Apyros comme SSCE (tableau 8).

D’apres les résultats obtenus, les souches (A6, A8 et X) ayant une bonne croissance sur le
milieu MSM sont donc capables d’utiliser 1’herbicide Apyros comme SSCE a un potentiel
élevé par apport aux autres souches testées. Ces trois souches sont sélectionnées pour des
études plus approfondis.

Cette méthode est largement utilisée pour 1’isolement et la sélection de nombreux
microorganismes capables d’utilisés certains composés organiques comme SSCEtel que
I’herbicide sulfosulfuron(Deepti.G et Abhinav.M, 2015)et les herbicides Basta (glufosinate)
etSencor (metribuzin) (ZAKki.Metal., 2012).
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Tableau 08: capacité des souches purifiées de croitre sur 1’herbicide Apyros comme SSCE

Souches

d’actinomycetes
All | A12 | G6 | G8 | G13 | G15

(+++): Bonne croissance, (++): Croissance modérée, (+): Croissance faible, (-) pas de
croissance.

Figure 04 :croissance des souchesA8, A6 et X sur MSM

3. Etude, in vitro, de la cinétique de dégradation de I’herbicide Apyros
par les souches actinomycetes actives

La mesure de la croissance des trois souches sélectionnées est réalisée par spectrophotométrie
a 600 nm (tableu9, figure5).
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Tableau 09: Absorbance des souches A6, A8 et Xenprésenced’ Apyros comme ssce en
fonction du temps

Apres 2jrs

Apres 4 jrs

Apres 6 jrs

Apres 8 jrs

Apres 10 jrs

Apres 12 jrs

Apres 14 jrs

Apres 16 jrs

Apres 18 jrs

Apres 20 jrs

Apres 22 jrs

Apres 24 jrs

Apres 26 jrs

Apres 28 jrs

Apres 30 jrs
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Figure 05 : Comparaison de 1’absorbance des souches A6, A8 et Xen fonction du temps.

Pour La souche A6 : I’absorbance varie de 0.052 2 0.066 au4 “™jour, puis augmente 2 un
maximum de 0.149 aux 10 “"jour, ce qui indique que la souche utilise I’ Apyros comme ssce,
puis diminue progressivement jusqu’au20 jour etaugmente une autre fois de 0.068 a 0.1au 30
*Me Jour, ceci peut étre due 1"utilisation des métabolites de dégradation de I apyros comme
ssec. (Figure 05, tableau 09).

Pour La souche A8 : I’absorbance varie de 0.008 a 0.18 aud“™jour, puis Augmente 2 un
maximum de 0.093 aux 10”™ jour, ce qui indique que la souche utilise I’ Apyros comme ssce,
puis diminue progressivement jusqu’a 22“**jour et augmente une autre fois a 0.048 au 28
“"jour, ce qui indique que la souche utilise les métabolites de dégradation de I’ Apyros
comme ssce. Puis elle diminue une autre fois a 0.03 au 30 jour, ceci peut étre due a la
carence de toute source de carbone dans le milieu ou bien a I’incapacité de la souche a

dégrader les métabolites produits dans le milieu (Figure 15, tableau 09).

Pour La souche X : I’absorbance varie de 0.041 a 0.059 au 4 éme jour, puis augmente a un
maximum de 0.141aux 10 “™jour, ce qui indique que la souche utilise I’ Apyros comme ssce,
Pius diminue progressivement jusqu’au 26”"jour et augmente une autre fois de 0.065 a 0.078
a 30 “™ jour, ce indique que la souche utilise les métabolites de dégradation de I’ Apyros
comme ssce. (Figure 05, tableau 09).

L’augmentation de 1’absorbance est due a une augmentation de la croissance microbienne
dans le milieu, ce qui indique que les souches A6, A8 et X utilisent le 1’apyros
(sulfosulfuron)comme seule source de carbone et d’énergie pour leur croissance, Il est
remarquable qu’a partir du 10°™ jour, le taux de croissance pourles soucheA6 et X est plus
grand que celui de la soucheAS.

La méme remarque pour les valeurs de 1’absorbancede la souche A6 qui sont plus grandes que
celles des souches A8 et X

Ceci permis de choisie la souche A6 pour des études in vitro de la dégradation d’ Apyros par
HPLC.
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Dans nos conditions expérimentales, le standard de 1’herbicide étudié (Sulfosulfuron 75%) a
un temps de rétention qui varie entre [2.82-2,89] minutes.

Les aires obtenues par HPLC pour différentes concentration de 1’herbicideApyros
(sulfosulfuron) sont représentées dans le tableau 10.La courbe d’étalonnage est représentée

dans la figure 06.

Tableau 10 : Standards utilisés pour 1’étalonnage de I’ HPLC

Concentration | 1 2 3 4

Aires (%) 90,246 |90,381 |92,52 | 94,42

100
la concentration (g/L)

Figure 06 : courbe d’étalonnage d’ Apyros (sulfosulfuron)

Les variations de la concentration d’apyros (sulfosulfuron) au cours du temps d’incubation,

sont représentées dans les figures : 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14.

200000

Figure 07: chromatogramme de standard de 1’apyros (100mg/1), la molécule active de
sulfosulfuron correspond au pic N°3, RT=2,88, air=96,73%
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— —sulfosulfuron - CH1
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Figure 08: chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 2 jours (pic N°3, air=15.121%)

——sulfosulfuron - CH1
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Figure 09 : chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 4 jours (pic N°2, air=7.07%).
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——sulfosulfuron - CH1
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Figure 10 : chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 6 jours (pic N°2, air=1.23%)

— —sulfosulfuron - CH1
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Figure 11: chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 8 jours (pic N° 5, air=1.01%)
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——sulfosulfuron - CH1

300000

200000

Intensity [LV]

100000

Retention Time [min]

Figure 12: chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 24 jours (pic N°3, air=0.715%)

300000

200000

Intensity [pV]

100000

Retention Time [min]

Figurel3 : chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 26 jours (pic N°4, air=0.252%).
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——sulfosulfuron - CH1
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Figure 14: chromatogramme montrant la dégradation de la molécule active de sulfosulfuron
apres 28 jours (pic N°2, air=0.215%)

Tableau 11 :Diminution des aires de pic de sulfosulfuron en fonction de temps

Temps 2 4 6 8 24 26
(jour)
Aires(%)

— e

25 30

Temps (jours)

Figurel5 : diminution des aires en fonction de temps
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Les concentrations du sulfosulfuron a chaque temps d’incubation sont déduites a partir de
courbedétalonnage (figure6).

Tableau 12 :Diminution des concentrations du sulfosulfuron en fonction du temps

Temps (jours)

Concentration du
sulfosulfuron

(mg/1)

Concentration (mg/1)

18
16
14

\
12 \\
\

10

Temps (jours)
Figure 16 :Cinétiquede dégradation du Sulfosulfuronpar la souche A6

Les résultats obtenus par HPLC révelent une dégradation progressive de 1’herbicide par la
souche A6 :

La concentration du sulfosulfuron diminue progressivement au cours du temps
eme:

d’incubation, elle varie de 15.63 g/l au 2 “™jour 2 7.6 g/l au 4 “™ jour d’incubation, puis
diminue progressivement jusqu’a 0.22 g/l au dernier jour d’incubation.
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L’analyse par chromatographie a haute performance en phase liquide a permit aussi de
détecter plusieurs pics, dont les temps de rétention sont différents a celui du sulfosulfuron
, ces pics correspondent aux métabolites qui résultent de la dégradation de 1’herbicide étudié.

L’augmentation des aires des pics de ces métabolites est proportionnelle a la
diminution de I’aire de pic du sulfosulfuron, selon Chandranetal. (2013), le métabolite
majeur du sulfosulfuron est L’aminopyrimidine.

Des résultats similaires sont obtenus lors d’une étude de la biodégradation de deux
herbicides qui appartiennent a la famille des sulfonylurées (chlorsulfuron et metsulfuron),
réaliséeparBoschinetal. (2003), ou deux métabolites microbiens sont produits par le
clivage du pont des sulfonylurées. Ces métabolites sont identifiés par une comparaison
avec leurs standards.

La diminution de la concentration du sulfosulfuron s’accompagne avec une augmentation de
I’absorbance microbienne de la souche A6, de 0.066 dans le 4emejour, puis augmente au
cours du temps d’incubation jusqu’a ce qu’elle arrive a 0,100 dans le 30"jour (tableau 11)

L’augmentation de cette absorbance est due a une augmentation de la croissance microbienne
dans le milieu, ce qui indique que la souche utilise cet herbicide comme seule source de
carbone et d’énergie dans sa croissance.

4. Dégradation de I’herbicide Apyros par D’extrait enzymatique des
souchesactinomycetes

D’apres la figurel7 I’extrait enzymatique de la souche A6 a permis de dégrader 95% du
sulfosulfuron (diminution d’air de pic de 96.73% dans le standard a 1.806% dans la réaction
enzymatique).

Ce résultat indique que I’Apyros a été dégradé par les enzymes solubles présents dans
I’extrait enzymatiquede la souche A6.

sulfosulfuron - CH1

600000

3
3 400000

:

200000

Figurel7 : chromatogramme de dégradation dusulfosulfuron par I’extrait enzymatique de la
souche A6Pic N°3, air=1.806%.
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5. Identification présomptive des souches actives

L’étude microscopique des souches actives par la technique des lamelles a donné les résultats
présentés dans la figure 18.

Apres 7 jours d’incubation, les lamelles sont retirées de la gélose et déposées sur une lame,
puis observées au microscope optique (x 100).

MA : mycélium aérienMS : mycélium de substrat

Figurel8 :aspect microscopique de la souche A6

La souche A6 présente un mycélium de substrat peu sporulé et un mycélium aérienfragmenté,
selon le Bergey’sMannual of Détermination bacteriology, ninth édition, la souche A6peut
étre rapprochée au genreNocardia.

Le genre Nocardia est tres rependu dans le sol et également dans les milieux aquatiques, il
peut dégrader des hydrocarbures (Harley., Klien.et Prescott., 2003).

Giardinaet al., (1982) ont rapporté que, Nocardia est capable d’utilisé 1’herbicide Atriazine
comme unique source de carbone et de nitrogene.
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Conclusion et perspective

Conclusion et perspective :

Notre travail est basé sur quatre objectifs principaux, le premiere est la purification des
souches actinomycetes, déja isolées d’un sol contaminé par 1’ herbicide Apyros
(soulfosulfuron) , le second objectifs est la sélection des souches ayant des capacité de
pousser sur cet herbicide comme seule source de carbone et d’énergie, le troisieme objectifs
est I’étude de la cinétique de biodégradation de cet herbicide par les souches performantes,
par HPLC et I’extraction des enzymes impliquées dans cette dégradation, le quatriéme et
derniere objectifest 1’identification présomptive des souches actives.

De ce fait, la purification des douze souches fournies par Mme Zermene, a été réalisée Sur
le milieu ISP2.

La capacité d’utiliser I’herbicide Apyros comme seule source de carbone et d’énergie, par
les souches purifiées est effectuée sur le milieu MSM gélosé contenant 1’Apyros a la dose
recommandé (0,1g/1) comme seule source de carbone et d’énergie. Ainsi trois souches
seulement présentent une bonne croissance sur ce milieu, et sont de ce fait capable d’utilisée
I’ Apyros comme seul source de carbone et d’énergie.

L’une des trois souches capables d’utiliser I’Apyros comme seule source de carbone et
d’énergie, est testée pour son aptitude a dégrader ce méme herbicide sur le milieu MSM
liquide additionné de 1’ Apyros (0.1g/1).Le suivie de la dégradation de cet herbicide est réalisé
par chromatographie a haute performance (HPLC).

Les résultats montrent une diminution progressive de la concentration du sulfosulfuron, qui
s’accompagne par une croissance microbienne révélée par I’augmentation de 1’absorbance du
milieu.

L’étude de la dégradation de I’herbicide Apyros par I’extrait enzymatique de la souche
étudiée montre que 95% du substrat a été dégradé par cet’extrait enzymatique.
L’étude des caractéristique morphologiques (macroscopiques et microscopiques), ont permis
de rapproches la souche étudiée au genre Nocardia

L’importance de ses souches sur le plan de biotechnologie nous a orienté de fixé les
objectifs suivants :

Confirmer I’identification de ces souches par des tests chimiotaxonomique et des
analyse phylogénétiques

Extraire et purifier les molécules bioactives produites (enzymes)

Etude des propriétés physico-chimique et la cinétique de ces enzymes
L’utilisation de ces enzymes dans le domaine de biotechnologie (dépollution
biologique des sols polluées par I’herbicide Apyros)
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ANNEXES:

Les Milieux de culture :

Milieu MSM

K,HPO,

KH,PO,

NH4NO;

MgS0,.7H,0

Na Cl 1.0g
Eau distillé 1000ml

PH 07

Milieu ISP 1

TryptoneSg

Extrait de levure 3 g
Eau distillé 1000ml
PH= 7-7.1

Milieu ISP 2

Extrait de levure 4 g
Extraitde malt 10g
Glucose 4g

Eau distillée 1000 ml
Agar 20¢g

PH 7,2

N.B :I’ajustement des PH des milieux de culture a I’aide d’une solution de KAOH 1N ou une
solution de HCL 1N SELON LE CAS.
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ANNEXES

Les solutions :

Tompson phosphate saline

Na Cl 8.0g
KCl 0.2g
Na,HPO, 1.42¢g
KH,PO, 0.24g
Eau distillé 1000ml

PH7
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Résumé :

A partir d’un sol agricole traité par 1’herbicide Apyros (sulfosulfuron) .douze souches
isolées par Mme Zermane sont purifiées sur le milieu ISP2.

Apres purification, ces souches sont testées pour leur capacité a utiliser 1’herbicide apyros
comme seul source de carbone et d’énergie sur le milieu MSM solide, les résultats montrent
que trois souches seulement le sont.

L’étude de la cinétique de biodégradation du méme herbicide par I’une des trois souches
actives, est réalisée par analyse chromatographique a haut performance. Les résultats
montrent que la souche est capable de dégrader le sulfosulfuron a un taux de 98%.

La diminution de la concentration du sulfosulfuron au cours du temps, s’accompagne avec
une augmentation de 1’absorbance microbienne, ce qui indique que la souche utilise le
sulfosulfuron comme seule source de carbone et d’énergie.

L’étude de la dégradation de I’herbicide apyros par I’extrait enzymatique de la souche
étudiée montre que 95% du substrat est dégradé.

L’étude des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques) de la
souche étudiée, ont permis de rapprocher cette souche au genreNocardia

Mot clée : actinomycetes, herbicide, Apyros, sulfosulfuron,biodégradation, extrait
enzymatiques.
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Abstract

Abstract:

From an agricultural soil treated with herbicide Apyros (sulfosulfuron) .twelve strains isolated
by Ms. Zermane are purified on ISP2 environment.

After purification, these strains are tested for their ability to use the herbicide apyros as
sole source of carbon and energy on the MSM solid medium, the results show that only three
strains are.

The study of the biodegradation kinetics of the same herbicide by one of three active
strains is carried out by high performance chromatographic analysis. The results show that the
strain is capable of degrading sulfosulfuron at a rate of 98%.

The decrease of the concentration sulfosulfuron over time is accompanied with an increase
in microbial absorbance, indicating that the strain used sulfosulfuron as sole source of carbon
and energy.

The study of the degradation of the herbicide apyros by the enzymatic extract of the strain
studied shows that 95% of the substrate is degraded.

The study of morphological (macroscopic and microscopic) of the strainstudied, have
helpedbringthisstraingenderNocardia

Key word: actinomycetes, herbicide, Apyros, sulfosulfuron, biodegradation, and enzyme
extract.
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Résumé :
A partir d’un sol agricole traité par ’herbicide Apyros (sulfosulfuron) .douze souches isolées par Mme
Zermane sont purifiées sur le milieu ISP2.

Apres purification, ces souches sont testées pour leur capacité a utiliser I’herbicide apyros comme seul
source de carbone et d’énergie sur le milieu MSM solide, les résultats montrent que trois souches seulement
le sont.

L’étude de la cinétique de biodégradation du méme herbicide par I’une des trois souches actives, est réalisée
par analyse chromatographique a haut performance. Les résultats montrent que la souche est capable de
dégrader le sulfosulfuron a un taux de 98%.

La diminution de la concentration du sulfosulfuron au cours du temps, s’accompagne avec une
augmentation de I’absorbance microbienne, ce qui indique que la souche utilise le sulfosulfuron comme
seule source de carbone et d’énergie.

L’étude de la dégradation de I’herbicide apyros par I’extrait enzymatique de la souche étudiée montre que
95% du substrat est dégradé.

L’étude des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques) de la souche étudiée, ont
permis de rapprocher cette souche au genre Nocardia
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