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Abstract: Cypermethrin is a pesticide belonging to the type Il pyrethroid family. Due to its toxicity on
non-target organisms, and its organic nature, bioremediation is a promising method to eliminate it.
This aim of this work is isolation and selection of microbial strains, capable of degrading
cypermethrin, from activated sludge. As cypermethrin consists of carbon and nitrogen, two trials were
carried out to isolate bacteria using it as the sole carbon source and those using it as the sole nitrogen
source. The trials were carried out at room temperature under gentle stirring. 19 purified isolates were
obtained, including 2 using the pesticide as the sole nitrogen source and 8 using it as the sole carbon
source. Among the bacteria found were: a Rhodococcus sp. strain using it as the sole nitrogen source
and strains belonging to the genus Micrococcus using it as the sole carbon source.

Keywords: bacteria, biodegradation, cypermethrin, pesticide, selection.

Résumé : La cyperméthrine est un pesticide appartenant a la famille des pyréthrinoides de type Il. La
toxicité de ce pesticide envers les organismes non-ciblés, et sa nature organique, font que la
bioremédiation soit une méthode prometteuse pour I’éliminer. Dans le cadre de ce travail, un isolement
et une sélection de souches microbiennes capables de dégrader la cyperméthrine ont été entrepris a
partir de boues activées. La cyperméthrine étant constituée de carbone et d’azote, deux essais ont été
réalisés afin d’isoler les bactéries 1’utilisant comme seule source de carbone et celles 1’utilisant comme
seule source d’azote. Les essais ont été réalisés a température ambiante sous faible agitation. 19 isolats
purifiés ont été obtenus, dont 2 utilisant le pesticide comme unique source d’azote et 8 1’utilisant
comme unique source de carbone. Parmi les bactéries retrouvées: une souche Rhodococcus sp.
I’utilisant comme unique source d’azote et des souches appartenant au genre Micrococcus 1’utilisant
comme unique source de carbone.

Mots clés : bactéries, biodégradation, cyperméthrine, pesticide, sélection.
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Introduction generale



L’idée d’utiliser des pesticides remonte a I’antiquité ou des civilisations humaines les
utilisaient pour cultiver et protéger leurs ressources alimentaires. Comme exemple concret, il
y’ a leur facon d’associer la culture des végétaux nutritifs a celle des végétaux venimeux qui,
par leur toxicité, tenaient le rble de bouclier contre les insectes. Avant |’apparition des
pesticides synthétiques dans les années 1940s, d’autres substances ont été utilisées,
notamment comme le mercure et I’arsenic, comme outils précieux pour les processus de
culture des aliments consommes quotidiennement. Au cours des premieres décennies du XXe
siecle, les efforts déployés se sont concentrés sur deux domaines principaux que sont
I'utilisation d'extraits de plantes, notamment le pyréthre et le tabac, et 1’utilisation de certains
produits chimiques inorganiques, contenant principalement de l'arsenic, du soufre ou du
cuivre. A partir des années 1940s, les chimistes ont commencé a developper des insecticides
organochlorés et organophosphorés ainsi que de nouveaux herbicides et fongicides. Le
premier pesticide moderne découvert est le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) qui a valu
le prix Nobel de médecine a Paul Muller. Cependant, le succes du DDT fut de courte durée
suite & la publication du livre « printemps silencieux » de la biologiste et écologiste Rachel
Carson qui dénonca les effets des pesticides et particulierement du DDT sur les oiseaux, les
animaux et les humains ce qui entraina l'interdiction du DDT aux Etats-Unis, puis dans de
nombreux pays. Par la suite, d’autres classes de pesticides firent leur apparition et
remplacérent les insecticides organophosphorés et organochlorés en raison de leur toxicité et
contamination de I’environnement ; il s’agit notamment des pyréthrinoides synthétiques qui
sont plus stables que les pyréthrines naturelles mais également considérés comme moins
nuisibles pour les organismes non-ciblés[1-3].

Les pesticides possedent un large spectre d’utilisation dans divers domaines de la vie
quotidienne et sont largement utilisés dans I’agriculture malgré les efforts déployés pour
essayer de réduire au maximum leur utilisation en employant d’autres méthodes pour cultiver
les végetaux. En effet, I’application des pesticides a conduit a une diminution drastique des
insectes nuisibles, des maladies et des mauvaises herbes ce qui a entrainé une augmentation
des rendements agricoles récoltables et la marge économique tout en offrant une production
d’aliments de qualité plus que souhaitables et ceci parallelement a 1’accroissement
démographique [1]. Mais malgré leur intérét, il est impossible de faire abstraction de leurs
effets néfastes. En effet, ces produits sont également toxiques pour les organismes non-ciblés
et contaminent les différents compartiments environnementaux (eau, sol, air).

La cyperméthrine est un insecticide appartenant aux pyréthrinoides synthétiques de type
Il. Cette famille de pesticides de moindre toxicité, apparue durant la deuxiéme guerre
mondiale, a détroné les autres familles existantes comme les organochlorés et les
organophosphoreés. La cyperméthrine est largement utilisée depuis les années 1980 pour lutter
contre les insectes. Cependant, elle est trés toxique pour les poissons et les invertébrés
aquatiques et a été classée comme cancérogene possible pour I'homme. De ce fait, son
élimination complete des zones contaminées est primordiale, ce qui peut étre fait a I’aide de
micro-organismes par bioremédiation. A ce jour, la bioremédiation est considérée comme une
méthode slire, moins couteuse et plus respectueuse de 1’environnement en comparaison avec
d’autres méthodes d’élimination des polluants [4, 5].
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Dans la perspective d’entreprendre des essais de bioremédiation pour éliminer la
cyperméthrine, le présent travail a pour objectif d’isoler, a partir de boues activées riches en
micro-organismes, et d’identifier des souches microbiennes aptes a dégrader la
cyperméthrine.

Ce travail est divisé en deux parties : une partie théorique et une partie pratique.

La partie théorique est une synthése bibliographique dans laquelle sont abordés les points
suivants :

- Généralités sur les pesticides : classification, dégradation, biodégradation, etc.
- Généralités sur les pyréthrinoides.
- Généralités sur la cyperméthrine.

La partie expérimentale traite les points suivants :

- Matériel et méthodes.
- Reésultats et discussions.
- Conclusion.
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Généralités sur les pesticides

1 Geénéralités sur les pesticides :

1.1 Définition :

Le mot pesticide se compose du suffixe commun « cide » (du latin caedo, caedere, qui
signifie tuer) et du mot pestis, qui désigne un animal nuisible ou un fléau. Les pesticides
désignent tous les produits chimiques ou biologiques destinés a détruire des éléments vivants
considérés comme nuisibles (micro-organismes, animaux ou végétaux) ou destinés a
s’opposer a leur développement, incluant les especes non désirées de plantes ou d’animaux
responsables de dommages durant ou interférant avec la production, le traitement,
I’entreposage ou la commercialisation des aliments, des denrées agricoles, du bois, qu’il
s’agisse de vecteurs de maladies humaines ou animales, ou d’organismes nuisibles aux
matériaux et habitats. Le terme « pesticide » désigne tout aussi bien la substance active, que la
préparation commerciale composée d’une ou plusieurs substances actives [6, 7] .

Un pesticide est généralement composé de plusieurs molécules comprenant [7]:

. La matiere active produisant ’effet toxique recherché ;

. Un diluant incorporé au produit et destiné a en abaisser la concentration en substance
active. Dans le cas d’une préparation liquide, il s’agira d’un solvant ;

. Des adjuvants (mouillant, colorant, répulsif, émétique, conservateur, etc.) dont le but

est de modifier les qualités du produit pour en faciliter 1’utilisation.

1.2 Classification des pesticides :

Les pesticides peuvent étre classés selon :
. Le mode d’utilisation [8] :

- les produits phytosanitaires sont destinés a protéger les végétaux, généralement les
cultures contre tous les organismes nuisibles, mais aussi a détruire les végétaux
indésirables ou a freiner une croissance indésirable des végétaux. lls sont
majoritairement utilisés en agriculture.

- Les biocides sont destinés a detruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes
nuisibles, ou encore a en prévenir l'action. Ils sont utilisés dans de nombreux
secteurs d’activités : traitements antiparasitaires ou anti-vectoriels vétérinaires ou
humains, traitement des charpentes de batiment.

. L’organisme cible : 1l existe trois familles principales (herbicides, fongicides et
insecticides) et d’autres familles moins fréquentes (rodenticides, raticides, molluscicides,
nématocides, etc.).

. Leurs natures chimiques : |l s’agit, principalement, des organochlorés, des
organophosphorés, carbamates, pyréthrinoides, etc. (figure 1) [9].

Selon leur toxicité, ’OMS les a classés en: extrémement dangereux, trés dangereux,
modérément dangereux, peu dangereux et pesticides peu susceptibles de présenter un danger
aigu [9, 10].
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Figure 1 : Quelques exemples des différentes classifications des pesticides [1, 4].
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Cependant, la classification selon la composition chimique et la nature des composants
actifs demeure la maniere la plus courante pour classer les pesticides. En effet, certains
pesticides ne sont pas faciles a classer par les méthodes citées précédemment car ils peuvent
étre utilisés contre deux ou plusieurs groupes d'organismes nuisibles ou dans des formulations
qui peuvent avoir deux ou plusieurs modes de penétration ou d’action [10, 11].

Selon I’organisme Visé les pesticides sont classés comme suit (tableau 1) :
Tableau 1: Classification des pesticides selon I'organisme ciblé [1, 12]

Classe du pesticide Organisme nuisible ciblé
Acaricide Acariens

Algicide Algues

Avicide Oiseaux

Bactéricide Bactéries

Fongicide Champignons

Herbicide Mauvaises herbes et plantes indésirables
Insecticide Insectes et autres arthropodes

Larvicide Larves

Molluscicide Mollusques

Nématicide Nématodes

Ovicide (Eufs d'insectes et d'acariens

Piscicide Poissons

Rodenticide Rongeurs

Termicide Termites

Virucide Virus

Selon leur nature chimique, les pesticides peuvent étre divises en deux groupes chimiques :
les composés inorganiques et les composés organiques (figure 1). Les plus utilisés
aujourd'hui sont des composés organiques. Certains des pesticides organiques sont extraits des
plantes, mais la majorité sont des composés synthétiques. Les principaux groupes chimiques
des catégories les plus classiques de pesticides sont indiqués ci-dessous:

« Les organochlorés: les organochlorés ne possédent pas de structures communes,
cependant, ils sont tous caractérisés par un ou plusieurs atomes de chlore entourant un ou
plusieurs cycles hydrocarbonés. L’inconvénient de ces composés est leur persistance dans
I’environnement pendant de longues périodes et leur capacité a s’accumuler dans les
organismes vivants [1, 13].

 Les organophosphorés : Les organophosphorés (OP) sont caractérisés par un atome de
phosphore central et de nombreuses chaines latérales. lls sont intégrés par des esters
d'acides phosphoriques, phosphoniques ou apparentés. Les OPs sont employés comme
insecticides mais également comme herbicides et fongicides. L’avantage de leur utilisation
est qu’ils sont beaucoup moins persistants dans I’environnement que les organochlores.
Parmi les exemples les plus courants de ce groupe figurent le diazinon, le dichlorvos et le
malathion [11, 13]. La forme génerale d’un composé de ce groupe est la suivante (figure 2):
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Figure 2:Structure générale des organophosphoreés, R1 et R2 sont
des radicaux alkyles, R3 est un F, CN ou S-alkyle [14].

* Les carbamates: Structurellement, les carbamates sont similaires aux OPs, toutefois, ils
different par leur origine. Les OPs sont des dérivés de I'acide phosphorique, tandis que les
carbamates sont dérivés de l'acide carbamique. Le composé le plus largement utilisé est
I’insecticide carabaryl [1, 13]. Leur structure générale est de la forme suivante (figure 3) :

Rl

Figure 3: Structure générale des carbamates, R est un alcool (OH), oxine (C=NOH), ou
un phénol, R' est un hydrogéne (H) ou un groupement méthyle (CHs), R’ est un méthyle
[13].

» Les pyréthrinoides: Les pyréthrinoides sont des composés synthétiques apparentés aux
pyréthrines provenant du chrysanthéme [1].La structure générale des pyréthrinoides est la

suivante:

0

Figure 4: Structure générale des pyréethrinoides, R et R’ sont des radicaux carbonés ou
halogénés [13].

» Les triazines: les triazines consistent en un certain nombre de 1,3,5-triazines substituées,
qui sont des herbicides classiques. Ils sont constitués d’un cycle contenant 3 atomes d’azote
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et 3 atomes de carbone comme le montre la figure 5. Les atomes d’azote peuvent étre
adjacent ou s’alterner avec les atomes de carbone autour du cycle [11, 13].

Rll

N TN

LT
SN N N~

Figure 5 : Structure générale des triazines, R, R’ et R’’ couvrent une large gamme de
substituants (chaines carboneés, cl, S, etc) [13].

« Les urées substituées: comprennent un grand nombre de groupes comme les phénylureées,
les sulfonylurées ou les benzoylurées, qui sont principalement des herbicides ; et certains
dérivés de l'urée ont une activité insecticide. Leur activité dépend des substituants ainsi que

de leur arrangement dans la molécule [11, 13].

La structure générale des molécules d’urées substituées est la suivante (figure 6):

T

N N——R' Ci
\n/ R—5—N

g I

o}

X
A
T
N\”/N R'
o]
C

Figure 6: Structure générale des phénylurées (A), des sulfonylurées (B) et des
benzoyphénylurées (C), X est un composé halogéné, R et R’ sont des groupements
meéthyles, chaines carbonées, etc [13].

1.3 Mode d’action des pesticides :

1.3.1 Mode d’action des herbicides :

Les herbicides possédent différents modes d’action sur les plantes:
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- perturbation de la régulation d’une phytohormone « I’auxine », qui est un régulateur
de croissance.

- perturbation de la photosynthese.

- inhibition de la division cellulaire.

- inhibition de la synthese de la cellulose.

- inhibition de la synthese des acides aminés [14].

1.3.2 Mode d’action des insecticides :
Les insecticides agissent sur les insectes de différentes manieres afin de les éliminer ou
d’empécher leur reproduction comme suit:

- En ciblant le systéme nerveux central et/ou périphérique.

- En agissant sur la respiration cellulaire.

- En tant que régulateurs de croissance des insectes par la perturbation de la mue ou
I’inhibition de la production de la chitine qui est un élément constitutif majeur de
I’exosquelette des insectes [14-16].

1.3.3 Mode d’action des fongicides :
Afin de préserver les plantes des différentes maladies provoquées par des champignons,
les fongicides agissent sur ces derniers de différentes facons qui sont résumées comme suit :

- Action sur le systéme respiratoire.

- Action sur les biosynthéses (chitine, mélanine, stérols, acides nucléiques, acides
aminés et glucides).

- Action sur les microtubules : ils interférent avec la formation et le fonctionnement des
microtubules entrainent un arrét de 1’élongation des hyphes et induisent d’importantes
déformations [14, 15].

1.4 Intérét des pesticides :

L’utilisation judicieuse des pesticides entraine un large éventail de résultats positifs selon
I’utilisation ; certains sont évidents comparés a d’autres qui se produisent a moyen ou long
terme, ou qui sont subtils. Ainsi, on retrouve les avantages primaires qui sont connus comme
étant les conséquences des effets directs des pesticides, tels que la protection des personnes, la
santé des animaux et des cultures et la protection des zones de loisirs, et les avantages
secondaires découlent des avantages primaires et sont les conséquences moins immédiates,
moins évidentes intuitivement ou a plus long terme [17, 18].

Les trois principaux effets immédiats des pesticides sont:
1) La lutte contre les parasites agricoles (mauvaises herbes) et les vecteurs de maladies
végétales ;
2) Le controle des vecteurs de maladies humaines et animales et des organismes nuisibles ;
3) La prévention ou le contrdle des organismes qui nuisent aux autres activités et structures
humaines [17].

De ces effets, plusieurs avantages en decoulent, en effet, la lutte contre les parasites
agricoles permet d’augmenter les rendements, et de méme les bénéfices. De plus, elle permet
I’obtention de produits de meilleur qualité, de garantir la disponibilité des aliments et
d’acquérir une sécurité alimentaire avec 1’accroissement de la population humaine, et c’est ce
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qui permettra d’améliorer la nutrition et ainsi améliorer la qualité de vie et la longevité [17,
18].

Le contrdle d’un large éventail de vecteurs de maladies humaines et animales reduit le
nombre de personnes infectées et de décés, et permet la prévention de la propagation
internationale des maladies car selon I’OMS, tuer les vecteurs est la méthode la plus efficace
pour les combattre et, sans l'accés a des méthodes de lutte chimique, la vie serait menacée
pour une grande partie de I’humanité [18].

Certains organismes ont un impact négatif sur les activités humaines, les infrastructures,
les matériaux, etc. Ceux-ci peuvent étre préservés grace a I’emploi de pesticides. Ainsi, ils
sont utilisés dans de nombreux secteurs spécifiques de I’activité humaine. lls permettent par
exemple de lutter contre les organismes indésirables et prévenir la corrosion accélérée des
constructions métalliques [18] .

1.5 Propriétés et devenir des pesticides :

Dés que les pesticides sont introduits dans 1I’environnement suite aux différentes
utilisations, ils peuvent étre présents partout dans le sol, 1’eau, 1’air et les tissus des
organismes vivants [19].

Le mouvement et le devenir des pesticides dans I’environnement dépendent non
seulement des propriétés des pesticides (propriétés physico-chimiques, biologiques, etc.) mais
également des caractéristiques des différents compartiments environnementaux dans lesquels
ils se trouvent (I’cau, le sol et I’atmosphére) comme les particularités du sol et des eaux
souterraines, les conditions météorologiques, la population biologique et les méthodes
d’application des pesticides [19, 20].

Une fois appliqué, la dissipation d’un pesticide dans les différents compartiments
environnementaux se fait via de nombreux processus; certains processus affecteront sa
persistance, tandis que d’autres influenceront ses déplacements. Son devenir dans le sol sera
principalement affecté par des phénoménes de rétention et de transformation (ou de
dégradation). D’autre processus interviennent également, comme la volatilisation, le
ruissellement, la lixiviation, I’absorption par les plantes, etc. Ces mécanismes sont représentés
dans la figure (7) [19, 21].
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Figure 7: Devenir et mouvements des pesticides dans I'environnement [22].

Le comportement et le devenir d’un pesticide dans I’environnement (sol, eaux de surfaces
et eaux souterraines) sont généralement régis par divers processus environnementaux qui
peuvent étre classés en trois types :

- Les processus de transport : qui éloignent le pesticide de son point d’introduction. Le
transport des pesticides se fait dans [D’air, 1’eau, le sol et les organismes
(bioaccumulation).

- Les processus de transfert : ces processus régissent le mouvement du pesticide entre les
différents compartiments environnementaux ainsi que la maniére avec laquelle un
pesticide est distribué entre les solides et les liquides (le sol et ’eau du sol par exemple),
les solides et les gaz (comme entre le sol et I'air qu'il contient) ; les pesticides sont
transférés d’un compartiment a un autre via cing principaux processus :

» L’adsorption/désorption:
L’adsorption et la désorption d’un pesticide dans le sol sont des mécanismes majeurs
régissant le devenir des pesticides dans le sol. Ils sont le résultat de I’interaction entre
le pesticide et les molécules du sol. Ce processus dépend de plusieurs facteurs :
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e Les caractéristiques du sol: structure, humidité, teneur en matiére organique,
pH, distribution des particules du sol, température. La sorption d’un pesticide
est meilleure dans un sol sec, car dans les sols humides I’ecau est en
concurrence avec les pesticides pour les sites de fixation. De plus, les sols
riches en argile et en matiéres organiques ont un fort potentiel de sorption des
pesticides.

e La nature du pesticide: la structure moléculaire, la charge électrique et la
solubilité.

» La volatilisation: permet au pesticide de passer en phase gazeuse, ce qui provoque
sont éloignement de son point d’introduction. Elle est influencée par les propriétés
physico-chimiques du produit chimique, la méthode d'application, les propriétés du
sol, la concentration du produit chimique et les conditions météorologiques.

> Le ruissellement : c’est le transfert des pesticides présents sur la surface du sol
(premiers centimétres du sol) par 1’eau sous forme dissoute ou particulaire. Plusieurs
facteurs affectent la présence des pesticides sur la surface du sol comme la maniere
d’appliquer le pesticide, le type de sol, les propriétés physico-chimiques et le type de
formulation du pesticide, ainsi que la demi-vie du pesticide dans le sol, etc.

» La lixiviation : c’est le mouvement des pesticides dans 1’eau a travers le sol. Elle se
produit dans toutes les directions : vers le haut, vers le bas ou latéralement. Les
facteurs qui influencent le lessivage des pesticides comprennent les caractéristiques
du sol et celles du pesticide, ainsi que leur interaction avec l'eau de pluie ou
d'irrigation.

» L’absorption : c’est I’assimilation d’un pesticide par les plantes, les animaux ou les
mico-organismes. Une fois absorbés, la plupart des pesticides se décomposent, les
résidus quant-a-eux peuvent étre décomposes ou rester a I’intérieur de 1’organisme
vivant qui les a assimilés et seront, dans ce cas, libérés dans I’environnement, apres sa
mort.

- Les processus de transformation : ce sont des processus chimiques et biologiques qui
modifient la structure du pesticide ou le dégradent complétement [19, 21, 23-25].

Les propriétés des pesticides comme : la solubilité dans I’eau, la tendance du pesticide a
s’adsorber sur le sol, ainsi que la persistance dans 1’environnement influencent énormément
leur devenir [19].

Le tableau 2 donne des exemples de propriétés de pesticides nécessaires a la prédiction de
leur devenir dans I’environnement :
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Tableau 2: Propriétés affectant le devenir dans I’environnement de certains pesticides

[25].

Pesticide | Demi- Coefficient | Mobilité Solubilité | Indice de | Constante
vie DTy | de dans pression de | d’Henry
(jours) | sorption Peau vapeur K,x10°

Koc (mg/L) (mmHgx10")
Malathion 1 1800 Extrémement 130 80 1000
faible

1,3- 10 32 Modérée 2250 290x10° 77x10°

dichloro-

propene

Dicamba 14 2 Tres élevée 400000 0 0

Benomyl 67 1900 Faible 2 0,001 0,78

Diuron 90 480 Modérée 42 0.69 21

Bensulida 120 1000 Modérée 5,6 8 3058

Prometon 500 150 Tres élevée 720 77,3 130

Un pesticide possédant une solubilité eélevée dans 1’eau est plus facilement emporté avec
I’eau de pluie sous forme de ruissellement ou par infiltration dans le sol (lixiviation) ou il
atteint les eaux souterraines et risque de les contaminer. La lixiviation et le ruissellement sont
davantage probables si le pesticide a une faible tendance a s’adsorber sur le sol et une plus
longue persistance [13, 19].

La tendance d’un pesticide a s’adsorber sur les molécules d’un sol se mesure par le
coefficient de partage carbone organique/eau Ky.. Pour des valeurs de K, inférieur a 500, le
pesticide risque d’étre emporté par lixiviation [19].

La persistance d’un pesticide se mesure en termes de demi-vie qui représente le temps
nécessaire a la dégradation dans le sol de la moitié de sa quantité initiale. Ainsi, plus la demi-
vie d’un pesticide est longue plus il est persistant et par conséquent il risque d’€tre déplacé par
les eaux de pluie avant de se dégrader. Selon leur persistance, les pesticides peuvent étre
divisés en trois catégories: les pesticides non persistants avec une demi-vie dans le sol
inférieure a 30 jours, les pesticides modérément persistants avec une demi-vie se situant entre
30 et 100 jours, et les pesticides persistants dont la demi-vie dans le sol est supérieure a 100
jours (tableau 3) [19, 26].
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Tableau 3: Persistance de certains pesticides dans le sol [27].

Faible persistance Persistance modérée (demi-vie 30-100 | Persistance élevée (demi-
(demi-vie < 30 jours) jours) vie > 100 jours)

Aldicarb Aldrin Glyphosate Bromacil

Captan Atrazine Heptachlor Chlordane

Dalapon Carbaryl Linuron Lindane

Dicamba Carbofuran Parathion Paraquat

Malathion Diazinon Phorate Picloram
Methyl-parathion Endrin Simazine Trifluralin

Oxamyl Fonofos Terbacil

D’autres caractéristiques doivent étre prises en compte comme la volatilité. Les
pesticides les plus volatiles s’évaporent facilement et s’ils ne se dégradent pas, ils risquent de
se déplacer sur de longues distances. La capacité d’un pesticide a se volatiliser d’un sol
humide est mesurée par la constante de la loi d’Henry K qui caractérise la tendance d'un
pesticide a se déplacer entre l'air et I'eau du sol. Pour des valeurs élevées de K, la
volatilisation du pesticide d’un sol humide est plus probable [13, 25, 26].

1.5.1 Transformation /Dégradation des pesticides :

La dégradation ou la transformation est un processus qui permet 1’élimination de 1’exceés
des pesticides dans 1’environnement par leur décomposition en produits chimiques
généralement inoffensifs et non toxiques [19, 28].

La dégradation des pesticides se produit par différents processus biotiques et abiotiques
(figure 8) :

- Dégradation photochimique.

- Dégradation chimique.

- Dégradation microbienne [19, 29].
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Figure 8: Processus de transformation des pesticides et leur devenir apres dégradation

[28].

Ainsi, le processus de degradation biotique fait intervenir des micro-organismes ou des
plantes. La dégradation abiotique, par exemple, chimique et photochimique, est réalisée par
des agents environnementaux, tels que les rayonnements électromagnétiques, la présence
d'agents formant des radicaux, la température et le pH [28].

L’inconvénient des traitements biologiques est les produits de dégradation des composés
organiques. En effet, il est probable qu’ils soient a leur tour dangereux [30].

Le tableau 4 représente les éléments physiques, chimiques et structurels qui déterminent
généralement la capacité d’un composé organique a étre dégradé [19] :
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Tableau 4: Parametres affectant la biodégradabilité d'un composé organique [19].

Propriétés

Dégradabilité

Plus facile

Moins facile

Solubilité dans I’eau

Soluble dans I’eau

Insoluble dans 1’eau

Taille de la molécule

Relativement petite

Relativement grande

Groupement fonctionnel de
substitution

Quelques groupes
fonctionnels

Plusieurs groupes
fonctionnels

Composé plus oxydé Dans un environnement  Dans un environnement
réducteur oxydant

Composé plus réduit Dans un environnement | Dans un environnement
oxydant réducteur

Origine Biologique Synthétique

Aliphatique Composé aliphatique | Haut poids moléculaire

contenant jusqu’a 10 atomes
de carbone

Chaines linéaires

Composés aromatiques avec
un ou deux noyaux

Chaines ramifiées
Polyaromatiques
Hydrocarbures

Substitution sur le cycle

-OH, -COOH, -CHO, -CO,

-F, -Cl, -NO,, -CF3, -SO3H,

aromatique -OCHjs, -CH;3 -NH;

Substitution sur les | Alcools, aldéhydes, acides, | Alcanes, alcénes, éthers,

molécules organiques esters, amides, acides aminés | cétones, acides
dicarboxylique, nitriles,

amines, chloroalcanes.

Position de substitution

p-Position
0- ou p- phénols di-substitués

m- ou o-Position
m- phénols di-substitués

1.5.1.1 La dégradation microbienne :

La dégradation microbienne ou biodégradation est le résultat du métabolisme microbien
des pesticides, et est souvent la principale source de dégradation des pesticides dans les sols.
Ces transformations biologiques, qui font intervenir des enzymes comme catalyseurs,
entrainent souvent des modifications considérables de la structure et des propriétés
toxicologiques des polluants. Elles se déroulent surtout dans la couche arable du sol qui abrite
une grande diversité de micro-organismes présents en de trés grands nombres [19, 31].

Le taux de biodégradation des pesticides dans le sol depend de plusieurs facteurs tels que:
- les conditions du sol : ¢’est conditions sont: la température, 1’aération, le pH, la teneur
en maticre organique, I’humidité, ainsi que la présence d’autres sources d’azote et de
carbone. L’activité des micro-organismes est accrue dans les sols chauds et humides
au pH neutre. Ces paramétres peuvent entierement modifier la communauté

microbienne.
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- la fréquence d'applications des pesticides: l'alternance entre différentes classes,
groupes ou formulations de pesticides peut minimiser les problémes potentiels de
dégradation microbienne ainsi que la résistance des parasites [19, 26, 28].

La majorité des micro-organismes utilisent les pesticides comme sources de nutriments ou
d’énergie. Ainsi, ils dégradent les polluants en vue d’obtenir des nutriments ou de 1’énergie
lors de la rupture des liaisons chimiques. Divers micro-organismes qui ont la capacité de
dégrader les composes toxiques et les utilisent comme seule source de carbone, d’autres les
utilisent comme source d’azote [4, 32-35].

Le mécanisme précis d'adaptation aux pesticides est méconnu. Les micro-organismes
peuvent acquerir du matériel génétique induisant les mécanismes biochimiques nécessaires au
traitement d'un substrat potentiel. Plusieurs mécanismes sont mis en jeu par les micro-
organismes afin de garantir la dégradation du substrat selon les enzymes mises en jeu et les
conditions du milieu [19, 36].

Des consortiums de micro-organismes sont souvent responsables du phénomene de
dégradation. Un pesticide présent dans le sol doit se déplacer vers ces colonies microbiennes
et traverser leurs membranes cellulaires pour étre métabolisé. Certains micro-organismes
produisent des enzymes qui sont exportées hors de la cellule pour prédigérer les pesticides
mal transportés. Une fois a l'intérieur d'un organisme, un pesticide peut étre métaboliseé via les
systemes enzymatiques internes [19].

Selon le polluant organique spécifique, sa dégradation biologique peut étre tres rapide ou
lente et ce en fonction de la capacité des micro-organismes a produire les enzymes nécessaires
a la déegradation des composants actifs des pesticides et des conditions environnementales
idéales pour que les réactions se produisent [4, 19].

Parmi les enzymes responsables de la biodégradation, on retrouve les :

- Oxidoréductases : c’est un vaste groupe d’enzymes qui catalysent le transfert
d’¢électrons d’une molécule a une autre.
Exemples :

e Monooxygénases : ces enzymes permettent 1’incorporation d'un atome
d'oxygéne au substrat et 1’utilisation du substrat comme agent réducteur. Elles
sont utiles pour les réactions de désulfuration, déshalogénation, dénitrification,
ammonification et hydroxylation du substrat.

e Dioxygénases : elles permettent l'introduction de deux atomes d'oxygéne dans
le substrat entrainant un clivage intra-diol et un clivage extra-diol avec
formation d'un produit aliphatique.

e Laccases : elles permettent 1I’oxydation, la décarboxylation et la deméthylation
du substrat.

- Phosphotriesterases : cette enzyme est fréqguemment utilisée pour dégrader les
phosphotriesters.

- Lyase : c’est une enzyme qui catalyse la rupture de certaines liaisons sans oxydation ni
hydrolyse.
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- Hydrolases: c’est une classe d’enzyme qui catalyse les réactions d’hydrolyse.
Exemples :
e Lipases: elles sont responsables de I'hydrolyse des triacylglycérols en
glyceérols et en acides gras libres.
e Cellulases : elles sont responsables de 1’hydrolyse le substrat en glucides
simples.
e Protéases : ces enzymes hydrolysent les liaisons peptidiques en milieu aqueux
[37-39].

Les hydrolases et les oxygénases sont les deux classes d'enzymes les plus importantes,
responsables de la catalyse de la réaction de biotransformation des pesticides [40].

La dégradation des composés organiques peut étre divisée en trois groupes comme suit,
(figure (9)) :
- La biodégradation commence immédiatement et les composés sont facilement utilisés
comme sources d'énergie et de croissance (dégradation immédiate) ;
- La biodégradation commence lentement et nécessite une période d'acclimatation avant
qu'une dégradation plus rapide ne se produise ;
- Les composés sont persistants et la biodégradation est lente ou ne se produit pas [19].
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Figure 9: Biodégradation des composés organiques [19].

En plus de la biodégradation, 4 autres mécanismes peuvent étre impliqués dans la
transformation microbienne des pesticides :

- Le co-métabolisme: le pesticide est transformé par des réactions métaboliques mais ne
sert pas de source d'énergie ou de nutriment pour les micro-organismes.
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- La polymeérisation ou conjugaison: les molécules de pesticide sont liees a d'autres
pesticides ou a des composes naturels.

- L’accumulation: le pesticide est adsorbé ou accumulé par la biomasse microbienne.

- Les effets secondaires de I'activité microbienne: le pesticide est transformé par des
modifications du pH, des conditions d'oxydoréduction, des produits réactifs, etc.
induits par les micro-organismes[36].

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliques lors de la transformation microbienne des
pesticides et selon les conditions environnementales divers produits peuvent dériver du méme
composeé [36].

La biodégradation implique un micro-organisme ou résulte de 1’effet de consortiums de
micro-organismes [36].

Parmi les mico-organismes capables de dégrader les pesticides, on retrouve : les
champignons, les bactéries, les cyanobactéries, les actinobactéries; les bactéries et les
champignons étant les principaux micro-organismes du sol capables de dégrader les pesticides
[4, 41].

Les espéces bactériennes qui dégradent les pesticides appartiennent principalement aux
genres Flavobacterium, Arthobacter, Azotobacter, Raoultella, Burkholderia et Pseudomonas
[41].

1.6  Effets des pesticides :

Suite a I’épandage des pesticides par voie aérienne, une partie seulement atteint
réellement la cible visée (mauvaise herbe, insecte, ravageur, champignons, etc.), la quantité
restante (30 a 99,7%) peut ainsi contaminer les différents compartiments environnementaux
(eau, air et sol) et atteindre par la méme occasion les animaux et les plantes non ciblés en
étant absorbée par eux, stockée dans les graisses animales ou les tissus végétaux et rejetée en
partie (sueur, urines, selles, évapotranspiration) [42].

1.6.1 Effets des pesticides sur la santé :

Les pesticides peuvent pénétrer dans 1’organisme de différentes manieres : par ingestion
(involontaire ou non), par inhalation ou par voie cutanée. Les personnes directement exposés
aux pesticides sont celles qui manipulent les produits, au moment de la préparation, de
I’application, du nettoyage des appareils ou du vidage des cuves. Ce sont principalement des
agriculteurs et des professionnels utilisant ces produits, ainsi que des particuliers pour un
usage domestique. Ces personnes sont généralement sujettes a des intoxications aigues.
Cependant, I’ensemble de la population est également concernes par ces effets lors de
I’exposition aux résidus découlant de 1’utilisation de pesticides, au travers de I’alimentation et
de I’environnement [16, 42].
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1.6.1.1 Toxicité des pesticides :

La toxicité d’un pesticide est son aptitude a provoquer des dommages ou effets
indésirables a un systeme vivant, qu’il s’agisse du corps humain ou de certaines parties du
corps comme les poumons ou le systéme respiratoire [43, 44].

Ces effets indésirables peuvent aller de symptémes Iégers comme des maux de téte a des
symptémes graves comme le coma, les convulsions ou la mort [43].

La majorité des effets toxiques sont réversibles et ne causent pas de dommages
permanents a I’organisme a condition qu’ils fassent 1’objet d’un traitement médical rapide.
Par contre, certains pesticides engendrent des dommages irrémédiables[43].

La toxicité d’un pesticide dépend de plusieurs facteurs:

- La dose : qui représente la quantité de pesticide a laquelle la surface ou 1’étre vivant

est expose.

- Letemps: c’est la fréquence d’exposition [44].

En plus de ces derniers, d’autres facteurs rentrent en jeu comme la nature de la substance
toxique, I'organisme, la formulation (exemple : poudre ou liquide), le mode et les conditions
d’application, les voies de pénétration, la période et le niveau d’exposition, la nature des
adjuvants introduits dans la préparation commerciale [12, 45-47].

La quantité de substance mise en jeu, la fréquence d’exposition et le temps nécessaire a
I'apparition des symptdmes toxiques amenent a deux types de toxicité : la toxicité aigué et la
toxicité chronique (Tableau 5) [43, 44].

Tableau 5: les différents types de toxicité [43].

Type de toxicité Nombre d’expositions Le temps requis pour
développer des symptdmes

Toxicité aigué En général une seule Immédiat (quelques minutes
a quelques heures)

Toxicité chronique Plus d’une exposition Une semaine a des années

1.6.1.1.1 Toxicité aigue :

La toxicité aigué représente le degré de toxicité d’un pesticide pour la faune ou la flore
apres une seule exposition de courte durée et a des quantités relativement élevées du pesticide
[43, 44].

Un pesticide possédant une toxicité aigué élevée entraine la mort méme si la quantité
absorbée est infime. La toxicité aigué peut étre mesurée en terme de toxicité orale aigué,
toxicité cutanée aigué et de toxicité par inhalation aigué [43, 44].

Cette toxicité est évaluée par I’indice DLsg qui signifie la dose entrainant une létalité
aigué pour 50 % des animaux auxquels le produit chimique a été administré dans des
conditions de laboratoire controlées [43].

Le pesticide présente une toxicité aigué de plus en plus élevée pour des valeurs de DLs
qui sont faibles. La DLsy est exprimée par des milligrammes/kilogrammes (quantité de
substance chimique par le poids corporel de I’animal). Cet indice concerne géneralement
I’administration orale (DLsp orale) et cutanée (DLso cutanée) du produit [43, 48].
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La toxicité par inhalation aigué est mesuréee quant a elle par la concentration Iéthale CLs.
Les valeurs de la CLso sont mesurées en milligrammes par litre (mg/L). Comme pour la DLs,
la toxicité aigué par inhalation est d’autant plus élevée que la valeur de la CLs est faible [43].

1.6.1.1.1.1 Effets de la toxicité aigue :

Chaque année, il y a environ 3 millions de cas d’empoisonnements aigus aux pesticides
qui sont signalés. 2 millions de ces cas sont des tentatives de suicide et le reste sont des cas
d’empoisonnements professionnels. Les effets d’une intoxication aigué apparaissent
généralement peu de temps apres le contact ou 1’exposition au pesticide. Parmi les symptomes
qui sont relatifs a une intoxication aigué chez ’homme, on retrouve : la fatigue, les maux de
téte, les douleurs corporelles, les éruptions cutanées, une mauvaise concentration, une
sensation de faiblesse, des vertiges, des nausées, des vomissements, une transpiration
excessive, des troubles de la vision, des tremblements, des crises de panique, des crampes,
etc., et dans les cas graves, le coma et la mort [12, 49, 50].

Le tableau qui suit résume les différents symptémes allant des plus Iégers au plus sévéres
(tableau 6):

Tableau 6: Symptomes liés a une exposition aigué aux pesticides [51].

Intoxication légere

Intoxication modérée

Intoxication sévere

e lrritation du nez, de la
gorge, des yeux ou de

la peau.
e Maux de téte
e Vertiges
e Perte d'appétit
e Soif
e Nausées
e Diarrhée

e Transpiration

e Faiblesse ou fatigue

e Agitation

e Nervosité

e Changement
d’humeur

e Insomnie

Un ou plusieurs des
symptémes légers, plus un
ou plusieurs des éléments
suivants:
e \Vomissements
e Salivation excessive
e Toux
e Sensation de
constriction dans la
gorge et la poitrine
e Crampes abdominales
e Vision floue
e Accélération du
rythme cardiaque
e Respiration excessive
e Grande faiblesse
e Incoordination
musculaire
e Tremblements
e Confusion mentale

Un ou plusieurs  des
symptémes légers, plus un ou
plusieurs des symptomes
suivants:

e Incapacité a respirer
e Exces de glaires ou

de mucus dans les
voies respiratoires

e Brllures chimiques
sur la peau

e Pupilles petites ou en
pointe

e Augmentation du

rythme respiratoire
e Perte de réflexes
e Spasmes musculaires
incontrdlables
e Perte de connaissance
e Mort
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1.6.1.1.2 La toxicité chronique :

La toxicité chronique fait référence aux effets néfastes qui sont le résultat de 1’absorption
de quantités infimes de pesticide de maniere répétée durant plusieurs jours, mois ou méme
plusieurs années. Le produit toxique peut méme s’accumuler dans 1’organisme. La toxicité
chronique peut méme survenir suite & des intoxications aigués répétées [43, 48].

La toxicité chronique se révele graduellement et de maniére beaucoup plus complexe et
subtile, ce qui explique le manque de données sur cette derniére en comparaison avec la
toxicité aigué. Les symptdmes de la toxicité chronique apparaissent alors que 1’organisme
n’est plus en contact avec le pesticide contrairement a la toxicité aigué dont les effets sont
immédiats [43, 48].

Ainsi, il n'existe pas de mesure standard pour les études de toxicité chronique. L’étude de la
toxicité chronique d’un produit chimique dépend de I’effet indésirable étudié [43, 44].

1.6.1.1.2.1 Effets de la toxicité chronigue :

Les symptdmes d’une intoxication chronique ne se manifestent pas immeédiatement. Les
travailleurs agricoles sont les plus exposés mais la population générale 1’est également en
raison de la contamination des aliments, de 1’eau ou de la dispersion des pesticides en
provenance des champs, ainsi que leur accumulation a travers la chaine trophique. De plus en
plus d’études établissent un lien entre 1’apparition de maladies chroniques affectant les
systemes nerveux, reproductif, rénal, cardiovasculaire et respiratoire et 1’exposition aux
pesticides [49, 50, 52].

Le tableau (Tableau 7) qui suit liste les différentes maladies chroniques qui sont liées a
une exposition prolongée aux pesticides en se basant sur plusieurs études :

Tableau 7: Maladies chroniques liées a I'exposition aux pesticides[49].

Maladie Pesticide
Cancer Cancer du cerveau chez Chlorpyrifos
les adultes
Cancer de la prostate Pesticides organochloreés :
DDT, lindane.

Simazine (famille des triazines)

Leucémie lymphocytaire | Pesticides organophosphorés

Maladie neuro-dégénérative La maladie de Parkinson insecticides organochloreés :
lindane, DDT.
La maladie d'Alzheimer Pesticides organochlorés et
organophosphorés
Maladies cardio-vasculaires Pesticides organophosphorés
Diabete Diabete type 2 Pesticides organochlores

PCB (Polychlorobiphényles)

Maladies respiratoires Asthme Pesticides organophosphoreés:
DDT, parathion, coumaphos,
Pesticide organochloré :
heptachlore

Carbamate
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Parmi les cancers qui peuvent étre liés a une exposition a des pesticides il y a les tumeurs
cerébrales, les hémopathies malignes, le cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer des
ovaires et le cancer de la prostate [53].

Les pesticides peuvent également endommager le systeme nerveux humain. Plusieurs
études ont montré qu’une exposition a certains pesticides pourrait augmenter le risque de
développer la maladie de Parkinson et d’autres maladies neurodégénératives comme la
maladie d’Alzheimer. De plus, certaines indications suggerent que les pesticides pourraient
provoquer des perturbations des fonctions cognitives et psychomotrices et la dépression. Les
pesticides provoquent également 1’affaiblissement du systeme immunitaire et des effets sur le
systeme reproducteur qui peuvent engendrer une fausse couche, une mortinaissance, une
naissance prématurée ou un faible poids a la naissance [50, 52, 54].
Le tableau (Tableau 8) qui suit donne quelques exemples d’insecticides et les symptoémes
qu’ils peuvent engendrer [48]:

Tableau 8: Exemples de symptémes provoqués par certains pesticides [48].

Classe

Nature des effets
toxiques

Symptomes

Intoxication aigué

Intoxication chronique

Organochlorés

Atteinte du systeme

LEGERS :

Dicofol nerveux central Etourdissement, nausées, | Des altérations de
Diénochlore (interférence avec la | vomissements, céphalées, | I’activité électrique du
Endosulfan transmission des désorientation, cerveau et des altérations

Lindane impulsions perturbations de cellulaires au niveau du

Méthoxychlore nerveuses). I’équilibre. foie et des reins sont
Etc. possibles. Certains de ces
Une partie MODERES A SEVERES | produits ont induit des
importante de la dose | : Hyperexcitabilité, cancers chez I'animal.
absorbée peut étre | anxiété, faiblesses
accumulée dans les | musculaires,
tissus adipeux incoordination,
tremblements,
convulsions, coma, arrét
respiratoire.
Inhibition LEGERS : Céphalées, L'exposition répétée aux
Organophosphorés irréversible des étourdissements, organophosphores (OPs)
Chlorpyrifos cholinestérases. transpiration, peut avoir un effet
Diazinon larmoiements, salivation, | cumulatif.
Malathion Une toxicité additive | vision trouble, serrements
Méthamidophos importante est de poitrine, fasciculations | L'exposition chronique
Parathion possible avec les des muscles (paupieres, aux OPs a parfois été

Etc.

organophosphorés.

lévres et langue).

associee a des atteintes du
systéme nerveux central
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Carbamates
Aldicarbe

Carbaryl
Propoxur
Etc

Une neuropathie
retardee a été
observeée avec

certains
organophosphoreés.

Avec les insecticides
de type carbamates,
’inhibition des
cholinestérases est
plus facilement
réversible et les
effets sont
généralement moins
importants.

MODERES : Douleurs
abdominales, nausées,
vomissements, diarrhée,
hypersécrétions
bronchiques, bradycardie
ou tachycardie,
fasciculations
musculaires,
tremblements, faiblesse et
fatigue.

SEVERES : Myosis
intense, transpiration,
incontinence, confusion,
cedeme pulmonaire,
respiration difficile,
cyanose, défaillance
cardiorespiratoire,
convulsions, perte de
conscience et coma.

ou a des effets sur les
fonctions
neurophysiologiques
périphériques.

La possibilité de
problemes hépatiques,
rénaux, immunologiques,
cardiovasculaires,
endocriniens,
respiratoires,
hématologiques, oculaires,
gastro-intestinaux et des
modifications du
comportement ont aussi
été soulevées dans le cas
des organophosphorés.
L'apparition de certaines
formes de cancer a aussi
été associée a l'utilisation
des OPs.

Des effets chroniques
n'ont que rarement été
rapportés pour les
carbamates.
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2 Geénéralités sur les pyréthrinoides:

2.1 Définition :

Les pyréthrinoides sont des insecticides synthétiques dont la structure est dérivée des
pyréthrines naturelles. Ils ont été formulés dans le but d’accroitre leur activité et leur
persistance [55, 56].

Les pyréthrines sont des composés naturels extraits a partir des fleurs du pyréthre ou du
chrysantheme. Ce sont des substances actives qui possédent des propriétés insecticides. Les
six constituants insecticides (figure 10) de I'extrait de pyréthre sont des substances dérivées de
I'acide chrysanthémique (pyréthrine I, cinérine 1, jasmoline 1) ou de l'acide pyréthrique
(pyréthrine Il, cinérine 11 et jasmoline 1) [55-58].

Partie acide Partie alcool

- A _ A

A/Xlﬁo;'i}o )%/X "'fgfojf;z:o )\/X T ;

Liaison ester '\\ \
h\ ) N
Pyréthrine | 4 Cinérine | Jasmoline |
!
0 o, vy, A, DM 0, HOM
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Pyréthrine Il \ Cinérine Il Jasmoline |

Figure 10: Composition chimique des pyréthrines naturelles [58].

Les pyréthrinoides comme les pyréthrines naturelles sont des ester constitués d’une
partie acide reliée a une partie alcool [58, 59].

2.2 Historigue:
L’utilisation du pyréthre remonte a 1’antiquité. A cette époque, les chinois avaient recours

a la poudre de fleurs séchées, les pyrethres, a des fins domestiques; sa trés faible
photostabilité limitait son efficacité d’ou I’incapacité a I’employer pour la protection des
cultures [56, 57, 60].

Au début du 20°™ siécle, le pyréthre naturel a attiré I’attention des chercheurs du fait de
sa faible toxicité et son action rapide malgré 1’exploit réalis¢ dans le développement des
insecticides organochlorés et organophosphorés. Durant la deuxieme guerre mondiale, le
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premier pyréthrinoide synthétique commercial fut 1’alléthrine. Cette derniére tout comme les
pyréthrines, se dégradait rapidement & la lumiere du soleil. Elle fut obtenue par le
remplacement de la chaine latérale pentadiényle de la pyréthrine | par une fraction plus simple
possédant les mémes propriétés stériques et électroniques (Figure 11). L’étape suivante a
consisté au remplacement du centre d’insaturation alcényle de la partie alcool des pyréthrines
et de I’alléthrine par un substituant aromatique qui a conduit a 1’apparition d’autre analogues
chimiques. Le second pyreéthrinoide synthétiqgue commercial fut la resméthrine, synthétisée en
1966 par la substitution du cycle cyclopenténolone des alcools des pyréthrines et de
I’alléthrine par un fragment hétérocyclique insaturé qui possédait une plus grande stabilité a la
lumiére, une meilleure activité en tant qu’insecticide, de plus, elle était moins toxique pour les
mammifeéres que la pyréthrine | [56, 60].

En 1972, une série de trois composés a été produite : la perméthrine, la cyperméthrine et
la deltaméthrine. La perméthrine fut la premiére a présenter des propriétés propices a une
utilisation en milieu agricole, elle contient a la fois des modifications dans la partie alcool et
la partie acide, avec I’introduction d’atomes de chlores pour remplacer les groupements
méthyle ; ceci lui a permis d’acquérir une photostabilité accrue sans perte d’activité
insecticide. L’activité insecticide fut augmenté par I’introduction de groupement cyano dans
la partie alcool et de nouveaux composes ont vu le jour comme la deltaméthrine et la
cyperméthrine [56, 60].

Les composés dépourvus du substituant a-cyano sont appelés pyréthrinoides de type |
(Figure 11), tandis que les composeés comportant un groupe a-cyano sont appelés
pyréthrinoides de type Il (Figure 11) :
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Figure 11: Représentation chimique des pyréthrinoides [58].

D’autres changements ont permis de synthétiser de nouveaux composés comme le
fenvalérate par le remplacement de la fraction acide 2,2-diméthylcyclopropanecarboxylique
des pyréthrines. Une autre modification était plus radical qui consistait a substituer la liaison
ester centrale par des structures qui conservaient la configuration globale de la molécule (par
exemple I'étofenprox)[56].

2.3 Propriétés des pyréthrinoides :

Les pyréthrinoides sont des molécules qui existent sous forme pure sous différentes
formes allant du liquide au solide; a température ambiante les pyréthrinoides sont
généralement retrouvés sous forme d’une substance cireuse. La majorité d’entre eux se trouve
sous forme de mélange d’isomeéres : de 4 a 8 isomeres, c’est le cas de la cyperméthrine. La
masse moléculaire (M) des pyréthrinoides est nettement supérieure a 300 g/mol (tableau 9)

[58, 61, 62].
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Pyréthrinoide | Type Formule M Log Solubilité | DTs
moléculaire (g.mol™) | Kow dans I’eau | (en
20°C jours)
(g.L™)
Alléthrine | C19H2603 302,4 4,96 0,1 =
Bifenthrine | 023H2202C|F3 422,9 6,6 1 26
Imiprothrine I C17H22N204 318,4 2,43 93,500 -
Kadéthrine | Ca3H2404S 396,5 6,29 14 -
Perméthrine | C21H2003C|2 391,3 6,1 200 13
Phénothrine I Ca3H2603 350,5 6,01 9,7 -
Pralléthrine I C19H2403 300,4 4,49 8,030 -
Resméthrine | CxH5603 338,5 5,43 10 30
Tétraméthrine | | C19H25 NO4 331,4 4.6 1,830 3
Transfluthrine | | C15H12ClF40; 371,2 5,46 57 7
Cyfluthrine I CxH1sNO3CILF | 434,3 6 6,6 33
Cyhalothrine | C23H19NO3C|F3 4499 6,9 4 57
Cyperméthrine | 11 Cx»H19NO3Cl, 416,3 5,3 9 60
Deltaméthrine | CxH19NO3Br» 505,2 4.6 0,2 13
Fenvalérate | CosH22NO3Cl 419,9 5,01 1 40
Fluméthrine ] C28H22C|2FN03 510,4 - - -
Fluvalinate 1 Ca6H22N,0O3CIF; | 502,9 3,85 2 7
Tralométhrine | 1l C2H19NO3Br, 665 5 80 3

Ces molécules possédent une trés faible solubilité dans I’eau, ainsi, beaucoup sont
insolubles en milieu aqueux, avec un logarithme du coefficient de partage octanol-eau (Kow)
entre 4 et 7. Cependant, ils sont trés solubles dans les lipides. Leurs pressions de vapeur,
indicateur de leur volatilité, est tres faible. De plus, certains pyréthrinoides possedent une plus
grande stabilité a la lumiére grace a la présence d'une variété de substituants halogénés et non
halogénés présents dans la partie acide. Néanmoins, la demi-vie de ces composés (DTsp) est
faible, la dégradation de 50% de ces molécules se fait en une durée inférieure a 60 jours
(tableau 9)[59, 61, 62].

2.4 Mode d’action des pyréthrinoides:
Les pyréthrinoides comme la majorité des insecticides de synthése ciblent les composants
du systeme nerveux des insectes et des mammiféres [63-65].

L’activité des pyréthrinoides consiste en la perturbation de la membrane nerveuse de
I’insecte en maintenant 1’ouverture ou en retardant la fermeture et la désactivation des canaux
sodiques voltage dépendants (VGSC) [64].

Dans les conditions normales, les VGSC sont fermées. Elles s’ouvrent en présence de
stimulation extracellulaire pour permettre le passage des ions Na* ce qui génére un potentiel
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d’action (ou influx nerveux) qui diminue lors de la fermeture des VGSC. Ce mécanisme
entraine des réponses physiologiques comme les contractions musculaires. La présence des
pyréthrinoides, qui se lient au VGSC, empéche I’inactivation de ce dernier d’ou un passage
continue des ions sodiums du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire avec
augmentation de leur nombre ce qui engendre la dépolarisation de la membrane au-dela de la
normale et un potentiel d’action persistant [63, 64].
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Mechanism of action of pyrethroids
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Figure 12: Mécanisme d'action des pyréthrinoides [64].
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Les pyréthrinoides de type II agissent également sur d’autres canauX ioniques voltage-
dépendants (ions chlorure et ions calcium) et affectent ainsi plus gravement le systéme
nerveux. [64, 66].

Les pyréthrinoides de type | provoquent des tremblements et une hyperexcitabilité, tandis
que ceux du type Il provoquent une hyperexcitabilité, une salivation, des convulsions et une
choréoathétose [61].

Les pyréthrinoides sont moins toxiques pour les mammiferes que les insectes pour
lesquelles ils le sont 2250 fois davantage. Ceci est di au fait que les insectes ont une
température corporelle moins élevée et des canaux sodiques plus sensibles. De plus, chez les
mammifeéres, la métabolisation des pyréthrinoides se déroule rapidement et leur absorption
par la peau est faible [2, 61].

2.5 Biodégradation des pyréthrinoides :

Plusieurs sources de micro-organismes comme les sols contaminés, les eaux usées, les
boues d’épuration et les boues activées sont un moyen idéal pour 1’obtention et I’isolement de
micro-organismes aptes a dégrader les insecticides. De plus, les pyréthrinoides étant toxiques
pour la faune marine, plusieurs souches obtenues de milieux marins se sont avérées efficaces
pour leur dégradation [67-69].

Parmi les isolats capables de dégrader les pyréthrinoides: les bactéries (dont les
actinomycetes), les champignons et les algues les transforment par co-métabolisme ou
directement. Comme exemple de bactéries capables de biodégrader les pyréthrinoides, il y a
les bactéries appartenant aux genres Achromobacter, Acinetobacter, Bacillus, Clostridium,
Micrococcus, Ochrobactrum, Pseudomonas, Serratia, Sphingomonas et Klebsiella. Alors que
les principaux champignons identifiés capables de biodégrader les pyréthrinoides
appartiennent aux genres : Aspergillus, Cladosporium, Cunninghamella, Microsphaeropsis,
Streptomyces et Westerdykella [68, 70, 71].

L’utilisation d’une source de carbone autre que 1’insecticide pyréthrinoides facilite
I’adaptation des cellules microbiennes aux molécules du pesticide, elle permet d’améliorer
leur croissance et leur biodégradation. Néanmoins, la plupart des souches pouvant dégradées
les pyréthrinoides les utilisent comme seule source de carbone. Et puisque les pyréthrinoides
posseédent une structure similaire, les souches les dégradant possédent un large spectre de
dégradation [68].

La biodégradation se fait principalement par I’hydrolyse de la liaison ester centrale des
pyréthrinoides, qui conduit & la formation d’un acide carboxylique et d’un alcool. Les produits
intermédiaires de la biodégradation des pyréthrinoides sont généralement le PBA (acide 3-
phenoxybenzoique), PBAIc (alcool 3-phénoxybenzyle) et le PBAId (3-phénoxybenzaldéhyde)
[68]. Ces métabolites peuvent se convertir entre-eux pendant la biodégradation comme le
montre la figure 13 :
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3-Phenoxybenzaldehyde (PBAN)

O
7 e zZ OH Z o =z ~o
Q N | B K/T N | )

3-Phenoxybenzoic acid (PBA) J-Phenoxybenzyl alcohol (PBAlc)

Figure 13: Les différentes transformations possibles entre le PBA, le PBAIc et le PBAId
[68].

Les métabolites et les voies de biodégradation des pyréthrinoides par les micro-
organismes sont différents et cela méme pour un méme pyréthrinoide. Ces différences
peuvent résulter des propriétés biochimiques et périodes d’incubation des micro-organismes
mais également de la disposition des pyréthrinoides dans 1’espace (stéréo-isomérie). De plus,
la capacité a détecter les métabolites dépend de leur stabilité et de la fréquence de
prélévement des échantillons pour I’analyse [71, 72].

Le schéma typique de la biodégradation des pyréthrinoides de type | est leur
transformation en acide cyclopropanoique et en PBAIc, puis en PBAId pour donner I'acide
1,2-benzénedicarboxylique  ou  I’ester  butyligue  décyligue de lacide 1,2-
benzenedicarboxylique comme le montre la figure 14. Néanmoins, la biodégradation des
pyréthrinoides de type I n’entraine pas toujours la formation du PBA et du 3-
phénoxybenzaldéhyde comme dans le cas de la dégradation de la bifenthrine par la souche
Candida pelliculosa ZS-02 qui dégrade ce pyréthrinoide sans formation de ces métabolites
[68, 73].
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Representative Type [ pyrethroids
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Figure 14: Schéma général proposé pour la biodégradation d'un pyréthrinoide de type I

[68].

Les pyréthrinoides de type II contiennent un groupement a-Cyano qui est absent chez les
pyréthrinoides de type I, de ce fait, leur mécanisme de biodégradation est légérement différent
de celui du type | et plusieurs voies de biodégradation sont possibles (figure 15). L’hydrolyse
de la liaison ester centrale conduit a la formation du composé 2-hydroxy-2-(3phénoxyphényl)
acetonitrile qui sera a son tour transformé en PBAId ou en 3-phénoxybenzamide, ces deux
derniers sont transformés en PBA, qui aprés transformation peut générer divers produits. Ces
différences observées sont régies par la diversité des structures chimiques des pyréthrinoides
mais les principaux mécanismes de dégradation sont semblables [68].
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11 [68].
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L’hydrolyse de la liaison ester des pyréthrinoides lors de la dégradation microbienne
peut se faire grace a différentes enzymes comme la carboxylestérase, la monooxygénase et
I’aminopeptidase. Cependant, la principale enzyme est la carboxylestérase (EC 3.1.1.1) qui
permet de produire un carboxylate et un alcool. La réaction d’hydrolyse par la
carboxylestérase permet d’¢liminer I’activité insecticide des pyréthrinoides réduisant
considérablement leur toxicité. Cette famille d’enzyme (les carboxylestérases) permet
I’hydrolyse d’un grand nombre de pesticides contenant des esters autres que les
pyréthrinoides comme les carbamates et les organophosphates. Les pyréthrinoides possedent
un a trois centres chiraux, d’ou I’existence de plusieurs stéréoisomeres. Généeralement, les
isomeres cis sont hydrolysés moins rapidement que les isomeres trans [68, 71, 72, 74, 75].
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La cyperméthrine

3 Lacyperméthrine :

La cyperméthrine est un insecticide qui fait partie de la famille des pyréthrinoides
synthétiques. Elle fut synthétisée en 1974 et commercialisee en 1977. Elle est utilisée en
agriculture pour lutter contre divers parasites du coton, des fruits et des Iégumes. Elle est
également efficace contre un large éventail de parasites dans la santé publique et I'élevage et
permet de lutter contre les cafards, les puces, etc. Elle agit par contact et par ingestion[13, 76,
77].

La molécule comporte trois centres chiraux, deux dans le cycle cyclopropane et un sur le
carbone alpha cyano (Figure 16) ce qui donne lieu a 8 stéréo-isomeres, 4 paires
d’énantiomeres. Ces isomeres sont genéralement regroupés en quatre isomeres cis (2 paires
d’énantiomeéres Cis) et quatre trans (2 paires d’énantioméres trans); le groupe cis étant
I'insecticide le plus puissant. Par convention, les 4 isoméres ou le groupe dichlorovinyle est
trans par rapport au groupe phénoxybenzyle sont appelés isomeres trans, et les 4 autres
isomeres sont appelés isomeres cis [76, 78].

cl N
cl N

Figure 16: Structure de la cyperméthrine [13].

3.1 Propriétés physico-chimigues :
Les propriétés de la cyperméthrine sont résumées dans le tableau suivant (Tableau 10) :
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Tableau 10: Propriétés physico-chimiques de la cyperméthrine cis:trans/40:60. [78-80]

ISO Cyperméthrine, Cyperméthrine cis:trans/40:60

IUPAC (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-
(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate
(RS)-a-cyano-3 phénoxybenzyl-(1RS)-cis, trans-3-(2,2-
dichlorovinyl)- 2,2-dimethylcyclopropane carboxylate

Numéro CAS 52315-07-8

Formule moléculaire Ca2H19CI2NO3

Poids moléculaire 416,3

Couleur / Aspect physique Liquide visqueux jaune-brun

Densité 1,3

Température de fusion (°C) 41,2

Température de dégradation (° C) | 220

Solubilité dans I’eau (mg/L) 0,009 a 20°C

Solubilité dans les solvants Ethyl acétate 2500000

organiques a 20°C (mg/L) : Acétone 450000
Méthanol 450000
Hexane 142000

Coefficient de partage (octanol-
eau) Kow

3,55 x 10° et le log Kow =5,55

Pression de vapeur a 20° C (mPa)

6,78 x 10°

La cyperméthrine est commercialisée en plusieurs mélanges d’isomeres possédant
différents ratios cis/trans. 1l s’agit principalement de: I’alpha-cyperméthrine, la béta-
cyperméthrine, la théta-cyperméthrine et la zéta-cyperméthrine (Tableau 11) :

Tableau 11: La cyperméthrine et ses sous-ensembles d'isomeéres [78].

Substance chimique N° CAS Nomenclature chimique Formes physiques
Cyperméthrine : 52315-07-8 | (RS)-a-cyano-3-phenoxybenzyl Liquide visqueux
Mélanges des 4 paires (1RS,3RS;1RS,3SR)-3-(2,2- jaune-brun
diastéréoisomériques dichlorovinyl)-2,2-

d’énantiomeres de la dimethylcyclopropanecarboxylate

molécule : C22H19C|2N03

Alpha-cyperméthrine : 67375-30-80 | Mélange racémique de : Poudre blanche

Mélange racémique
(mélange équimolaire de
deux énantiomeres)

(S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1R,3R)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate
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(R)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1S,3S)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

Beta-cyperméthrine :
Mélange au ratio
approximatif 2:3 de deux
paires d’énantioméres

65731-84-2

Mélange au ratio approximatif
2:3 des deux paires
d’énantiomeres :
(R)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1S,3S)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

(S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1R,3R)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

(R)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1S,3R)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

(S)-a-cyano-3-phenoxybenzyl
(1R,3S)-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

Poudre blanche

Théta-cyperméthrine :
Mélange racémique
(mélange équimolaire de
deux énantiomeres)

71697-59-1

(S)-a-cyano-3 phénoxybenzyl-
(1R)- trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-dimethylcyclopropane
carboxylate

(R)-a-cyano-3 phénoxybenzyl-
(1S)-trans-3-(2,2-dichlorovinyl)-
2,2-dimethylcyclopropane
carboxylate

3.2 Toxicité de la cyperméthrine :

L'insecticide cypermethrine est largement utilise pour prévenir et combattre les parasites
et les maladies des cultures. En plus de I'espéce ciblée, elle tue également d’autres insectes et
animaux non ciblés. La cyperméthrine a des effets négatifs sur le systéme nerveux central et
provoque des réactions allergiques de la peau et une irritation des yeux, entraine une toxicité
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endocrinienne, favorise I'apparition de tumeurs et a un effet immuno-toxique chez les especes
non ciblées [81-84].

3.2.1 Effets sur les organismes aquatiques :
La cyperméthrine a montré des effets toxiques sur divers organismes aquatiques comme
les poissons, les daphnies, les moules, etc. [82].

Les poissons sont particulierement affectés par la cyperméthrine. La figure suivante
(figure 17) représente certains effets de la cyperméthrine observés sur divers especes de

poissons [82] :
-

Jenynsia multidentata

. Emes

Jundia Rhamdia quelen

- Mouvement perturbé

Zebra fish - Provoque une hyperexcitabilité
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- (Edéme du péricarde et du i : s <
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I'inhibition de I'activité du AchE

- Mouvance irréguliére
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spermatogénes et a la paroi folliculaire

Heteropneustes fossilis

Figure 17: Effets de la cyperméthrine sur diverses espéces de poissons [82].

3.2.2 Effets sur les organismes terrestres :

La cyperméthrine est tres peu absorbée par les animaux grace a leur pelage. Son
absorption dans le sang est faible et elle est rapidement métabolisée dans le foie en
métabolites non toxiques qui sont excrétés par l'urine, le métabolisme est accéléré par
I'enzyme spécifique glucuronidase. Certains animaux ne possédant pas cette enzyme comme
les chordés ne parviennent pas a métaboliser la cyperméthrine, par conséquent, elle présente
une plus grande toxicité pour ces derniers. Une exposition directe ou par voie orale a la
cyperméthrine induit des effets toxiques comme chez les humains [51].

Plusieurs effets de la cyperméthrine ont été observés sur les rats (figure 19). Elle a
notamment, un effet néfaste sur leurs systemes reproducteurs. La DLs, orale chez le rat est de
250 mg/kg [81, 82].
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Figure 18: Effets de la cyperméthrine sur les rats [82].

Une étude a montré que I’administration de la cyperméthrine provoque des symptoémes de
toxicité l1égere a modérée et des changements de comportement a des degrés variables chez les
rats males et femelles [85].

3.2.3 Effets sur les humains :

Suite a 'utilisation croissante de la cyperméthrine et son exposition aux humains dans la
vie quotidienne, la cyperméthrine est a I’origine de plusieurs effets qui se manifestent par un
impact physiologique, une neurotoxicité, une toxicité pour la reproduction, etc. [51].

L’exposition cutanée a la cyperméthrine entraine divers symptdmes plus au moins graves.
Il s’agit de [lirritation, des démangeaisons au niveau de la peau et des yeux, des
engourdissements, des picotements, une sensation de brdlure, une perte de contréle de la
vessie, des troubles de la coordination, des convulsions et, parfois, la mort [51].

Dans les cas extrémes, I'inhalation prolongée de fortes doses peut entrainer une paralysie
respiratoire et la mort [51].

La cyperméthrine a été classée comme cancérigéne potenticl par I’EPA et elle est
également impliquée dans la maladie de Parkinson [86].

En raison de sa toxicité, 1’élimination de la cyperméthrine est devenue une priorité. Les
deux principales voies de dégradation de la cyperméthrine sont la biodégradation et la
photodégradation. Cependant, de nombreuses études ont prouvé que la cyperméthrine est un
pyréthrinoide relativement stable a la lumiére [86].
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3.3 Biodégradation de la cyperméthrine :
Contrairement a d’autres techniques de remédiation, la bioremédiation est une stratégie
écologique, moins onéreuse et efficace dans la décontamination de I’environnement [72, 86].

Dans cette perspective, plusieurs études ont été réalisées afin d’isoler et d’identifier les
organismes qui en sont capables, et d’évaluer I’efficacité de la dégradation, d’identifier les
métabolites et d’effectuer un suivi, du compose initial (la cyperméthrine) jusqu’aux produits
finaux dans le but de s’assurer que ces produits ne présentent pas une toxicité bien plus élevee
que le compose initial.

Ainsi, les métabolites de la biodégradation de la cyperméthrine, par diverses souches, ont
été identifiés et plusieurs voies de biodégradation ont été proposées par de nombreux auteurs.
Quelques exemples sont détaillés dans ce qui suit :

3.3.1 Meétabolites et voies de biodégradation de la cyperméthrine :
Plusieurs études ont porté sur la biodégradation de la cyperméthrine par diverses
souches bactériennes. Nous citerons :

3.3.1.1 Biodégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus sp. SG2 :

Dans un premier temps, Bhatt a proposé en 2016 un schéma de biodégradation de la
cyperméthrine par la souche Bacillus sp. SG2 qui a été isolée a partir de sols contaminés par
des pesticides d’une riziére d'Udham Singh Nagar, Uttarakhand, en Inde. Cette souche a
utilisé la cypermeéthrine comme seule source de carbone et I'a dégradée dans une large gamme
de temperature (28-38 °C). L’analyse et I’identification des produits de la biodégradation ont
permis d’aboutir au mécanisme de biodégradation qui suit:
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Figure 19:Voie de dégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus sp. SG2 [87].

La cyperméthrine est métabolisée en deux métabolites :

e 3-(2, 2-dichloroéthényl)-2,2-diméthyl cyclopropanecarboxylate.

e «a-hydroxy-3-phénoxy-benzéne acétonitrile qui en raison de son instabilité se
transforme spontanement en 3-phénoxybenzaldéhyde. Ce dernier est transforme en 4-
propylbenzaldéhyde qui se transforme a nouveau en 4-hydroxybenzoate qui est
métabolisé a son tour pour former 1’ester phénylique de 1'acide o-phénoxy benzoique.
Par la suite, I’ester phénylique de 1'acide o-phénoxy benzoique est transformé en M-
tertbutylphénol qui peut ensuite étre converti en 2-tert-pentylphénol.

Il est possible que le 2-tert-pentylphéenol et le phénol se transforment en composés

aliphatiques de faible poids moléculaire tels que le 1-dodécanol, le myristate d'isopropyle et
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I’acide oléique, ce qui peut conduire a une minéralisation complete de la cyperméthrine par la
suite [87] .

3.3.1.2 Biodégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus thuringiensis SG4 :

En 2020, Bhatt a proposé un autre schéma de biodégradation, cette fois-ci par la souche
B. thuringiensis SG4 qui utilise la cyperméthrine comme source de carbone et d'azote. Elle fut
isolée a partir d’échantillons de sols contaminés par la cyperméthrine prélevés de champs
agricoles a Pantnagar, Uttarakhand en Inde. La dégradation de la cyperméthrine par la souche
SG4 s’est révélée efficace et avec des metabolites produits non toxiques. La voie de
dégradation proposée de la cyperméthrine par la souche SG4 selon les métabolites détectés est
la suivante :
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Figure 20: Voie de dégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus thuringiensis
SG4 [88].
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Dans un premier temps, la cyperméthrine a été dégradée en :

» 3-(2,2-dichloroéthényl)-2,2-dimethyl cyclopropanecarboxylate.
» 2-hydroxy-2(3-phénoxyphényl) acétonitrile.

Par la suite, le 2-hydroxy-2(3-phénoxyphényl) acétonitrile a été converti en 3-
phénoxybenzaldéhyde. Des études antérieures ont rapporté que cette étape est catalysée
par l'oxynitrilase. Le 3-phénoxybenzaldéhyde peut étre converti en acide 3-
phénoxybenzoique en utilisant I'enzyme aldéhyde déshydrogénase. L'acide 3-
phénoxybenzoique peut étre converti en acide phtalique, qui peut ensuite étre converti en
acide benzoique 2,5-diméthyle en utilisant une enzyme de la famille des transfeérases. Cet
acide benzoique 2,5-diméthyle est ensuite converti en phénol [88].

3.3.1.3 Biodégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus subtilis 1D :

Lors d’une étude réalisée en 2018 par Saurabh Gangola et son équipe, la souche 1D de
Bacillus subtilis récupérée a partir d’un sol contaminé par les pesticides d’un champ agricole
s’est avérée capable de biodégrader la cyperméthrine en [’utilisant comme seule source de
carbone et cela sans produire de produits finaux toxiques. L’identification des produits
intermédiaires et finaux signalés aprés 15 jours d’incubation par GC-MS leur a permis de
proposer la voie de dégradation qui suit :
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Figure 21: Voie de biodégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus subtilis 1D
[89].

L’hydrolyse de la liaison ester de la cyperméthrine a produit 2 composés :
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e 3-(2,2-dichloro ethényl)-2,2-diméthyl-cyclopropanecarboxylate
e Cyclododécylamine.

A cause de son instabilité, la cyclododécylamine s’oxyde pour former du phénol qui
réagit avec l’eau pour former du cyclopentane. Comme le cyclododécylamine, le
cyclopentane est instable ; il se transforme en composé aliphatique comme I'acide acétique et
I'acide décanoique. Quant au 3-(2,2-dichloro éthényl)-2,2-diméthyl-cyclopropanecarboxylate,
il s’hydrolyse et forme 1'acide chloroacétique [89].

3.3.1.4 Biodégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus sp. ISTDS2 :

La souche Bacillus sp. ISTDS2, utilisée dans le cadre d’une étude sur la biodégradation
de la cyperméthrine menée par Sundaram et son équipe (2013), a été isolée a partir du site
d’extraction de marbre d'Alwar, Rajasthan, en Inde. Cette souche utilisait la cyperméthrine
(50 mg/L) comme seule source de carbone durant la culture dans un erlenmeyer contenant un
milieu de culture minéral et la cyperméthrine comme seule source de carbone et ou le pH était
ajusté a 7, la température maintenue a 30°C et avec aération du milieu. Ces cellules
bactériennes furent par la suite inoculées dans un microcosme de sol non traité par des
pesticides dans lequel fut ajouté la cyperméthrine. Le suivi, I’extraction et 1’analyse des
produits de biodégradation par GC-MS a permis aux chercheurs de proposer la voie de
biodégradation qui suit (Figure 22):
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Figure 22: Voie de biodégradation de la cyperméthrine par la souche Bacillus sp.
ISTDS2 [90].

L’hydrolyse de la cyperméthrine par I’action de I’hydrolase a permis la formation du 2-
hydroxy-2(3-phénoxyphényl)  acétonitrile et du 3-(2, 2dichloroéthényl)-2, 2-
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diméthylcyclopropanecarboxylate. Le 2-hydroxy-2(3-phénoxyphényl) acétonitrile est
compose de la cyanhydrine qui, a cause de son instabilité en présence d’eau, engendre la
transformation du 2-hydroxy-2(3-phénoxyphényl) acétonitrile en PBA; le cyanure
d'hydrogene (HCN) est ainsi éliminé. Le PBA et le 3-(2, 2dichloroéthényl)-2, 2-
diméthylcyclopropanecarboxylate sont ensuite minéralisés [90].

3.3.1.5 Voie de biodégradation de la cyperméthrine par la souche Micrococcus sp. CPN
1:

Suite a I’isolation et 1’identification des métabolites obtenus lors de la biodégradation de

la cyperméthrine par la souche Micrococcus sp. CPN 1 isolée a partir d’un sol contaminé par

les pesticides, Tallur et son équipe ont propose en 2008 le schéma de biodégradation qui suit

(Figure 23) :
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Figure 23: Voie de dégradation de la cyperméthrine par la souche Micrococcus sp. strain
CPN [81].

L’hydrolyse de la liaison ester de la cyperméthrine a conduit a la formation du 3-
phénoxybenzoate qui par clivage de I'éther diphénylique a donné du protocatéchuate et du

phénol [81].
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3.3.1.6 Biodégradation de la cyperméthrine par la souche Rhodobacter sphaeroides :

Les bactéries du genre Rhodobacter sont tres polyvalentes, elles permettent la
dégradation de nombreux composés organiques, la fixation 1’azote, la production de
I’hydrogéne, etc.

Lors d’une étude menée par Yin et son équipe en 2013, visant a identifier des souches
microbiennes capable d’utiliser la cyperméthrine d’un sol contaminé, la bactérie Rhodobacter
sphaeroides fut isolée a partir d’un échantillon de boue activée prélevée d’un bassin de
traitement des eaux usées d'une usine de pesticides située a Changsha (Hunan, Chine).

L’extraction et I’identification des métabolites durant la biodégradation ont montré la
présence de 4 produits que sont :

e le cyclopropaneméthanol,

e l'acide 5-méthoxy-2-nitrobenzoique.
e le 3,5-diméthoxybenzamide.

e l'acide 5-aminoisophtalique.

Dans ce cas, le PBA n’a pas été détecté lors de I’analyse des métabolites et cela aprés 7 jours
d’incubation [91].

3.3.1.7 Amélioration de la dégradation de la cyperméthrine par une co-culture de
Bacillus cereus ZH-3 et de Streptomyces aureus HP-S-01:

Le premier consortium microbien mixte décrit comme capable de métaboliser la
cyperméthrine consiste en une co-culture de Bacillus cereus ZH-3 et de Streptomyces aureus
HP-S-01. Cet essai de biodégradation a considérablement amélioré 1’épuisement de la
cyperméthrine en comparaison avec une culture pure. En effet, dans une culture pure la demi-
vie de la cyperméthrine est relativement longue (ti, = 32,6 - 43,0 h) par rapport a sa demi-vie
dans la co-culture qui est de 13,0 h. Les conditions optimales de dégradation ont été
déterminées comme étant une température de 28,2 °C et un pH de 7,5 grace auxquels la
culture mixte a complétement métabolisé la cyperméthrine (50 mg.L™*) en 72 h

Concernant les produits de dégradation, le consortium bactérien a transformé la
cyperméthrine en :

e a-hydroxy-3-phénoxy-benzeneacétonitrile.
e 3-phénoxybenzaldéhyde.
e 4-phénoxyphényl-2,2-diméthylpropiophénone.

Les chercheurs ont conclu que la co-culture a hydrolysé la liaison ester pour former I’a-
hydroxy-3-phénoxy-benzeneacétonitrile entrainant la perte de I’activité insecticide de la
cypermethrine. Ce composé eétant instable dans I'environnement, il s’est rapidement
transformé spontanément en 3-phénoxybenzaldéhyde, qui se transforma rapidement par
oxydation en 4-phénoxyphényl-2,2-diméthyl-propiophénone [92].
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4 Matériel et méthodes :

4.1 Matériel biologigue :

Les boues activées utilisées dans le cadre de ce travail sont issues du bassin d’aération de
la STEP de BARAKI qui posséde une capacité épuratoire de 900 000 Eq.Hab. pour un débit
moyen théorique de 147 000 m?/j. Cette station recoit en moyenne 63 400 m*/jour (année
2013) et produit 12 200 tonnes de boues a 23,9 % de siccité. Les performances de traitement
permettent de garantir une conformité du rejet supérieur & 99% et un rendement d’élimination
de la pollution supérieur a 95%.

Les boues activées sont riches en micro-organismes hétérotrophes capables de dégrader la
matiére organique des eaux résiduaires ; élimination de la pollution carbonée, azotée et méme
du phosphore.

4.2 Matériel non biologique :

La cyperméthrine (CAS N°52315-07-8) a eté fournie par I’'une des unités de production
de la société Alphyt (1’Algérienne des Phytosanitaires) 8 BARAKI. Alphyt est une filiale du
groupe ASMIDAL possédant quatre unités de production et quatre unités de
commercialisation, elle est spécialisée dans la production de produits phytosanitaires et
d’hygiene publique comme les bactéricides, les désinfectants, les insecticides et les
rodenticides.

4.3 Meéthodes :

4.3.1 Test de solubilité :

La cyperméthrine (CAS N°52315-07-8) utilisée sans la présente étude, a un aspect jaune-
brun trés visqueux (figure 24) et vu son insolubilité dans 1’eau, un test de solubilité dans des
solvants organiques (méthanol, éthanol, acétate d’éthyle) a été réalisé dans le but de
déterminer le plus petit volume de solvant nécessaire pour solubiliser une certaine quantité de
cyperméthrine afin de pouvoir la mélanger au milieu de culture.

Les résultats ont montré qu’un petit volume d’acétate d’éthyle a permis de dissoudre
complétement la cyperméthrine. Par contre, les résultats n’ont pas été aussi probant avec
I’éthanol et le méthanol puisque méme avec de grands volumes de ces deux solvants, le
pesticide s’est trés peu dissout. Le solvant utilisé donc pour la suite de la présente étude était
I’acétate d’éthyle.
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Figure 24: La cyperméthrine (CAS N°52315-07-8).

4.3.2 Préparation et entretien des boues activées :

La préparation des boues activées récupérées de la STEP se faisait comme suit : elles ont
été, tout d’abord, rincées trois fois a I’eau du robinet, puis une fois a I’eau distillée pour retirer
les résidus (ou substrats) déja présents. Par la suite, dans un erlenmeyer d’1 L, 600 ml du
milieu de culture ont été rajoutés a 400 ml de boues activées.

Afin de préserver les micro-organismes des boues activées avant de passer aux étapes
d’acclimatation et de sélection, il était nécessaire de réaliser I’entretien des boues activées
(Figure 25). Ceci correspondait a I’incubation des micro-organismes des boues activées dans
un milieu de culture approprié contenant des éléments nutritifs (carbone, azote et phosphore).

Figure 25: Entretien des boues activées.
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La composition du milieu de culture servant a I’entretien des boues était la suivante :
» Concentration du glucose (source de carbone): 2 g/L

» Concentration du nitrate d’ammonium NH4;NOj3 (source d’azote) : 1,33 g/L
» Concentration du KH,PO,4: 1 g/L

L’aération était assurée par une faible agitation du milieu, grace un agitateur de la marque
Bibby. Le pH du milieu était mesuré approximativement par du papier pH. 1l était de 1’ordre
de 4,4. La température d’incubation était la température ambiante. Elle variait entre 13°C et
17°C.

4.3.3 Acclimatation des boues :

Cette étape est primordiale afin de permettre aux micro-organismes d’acquérir la capacité
a dégrader la cyperméthrine en induisant la synthése de nouvelles enzymes adaptées a cette
fonction.

Le milieu de culture nécessaire a cette etape était un milieu minéral auquel a été rajouté
par la suite une source de carbone et une source d’azote selon le besoin. La composition du
milieu minéral pour 1L d’cau distillée est indiquée dans le tableau suivant (tableau 12) :

Tableau 12: Composition du milieu minéral.

Composé Quantité en g/L
K,HPO,4.3H,0 2,1076
KH,PO, 0,4018
MgS0O,.7H,0 0,2

CaCl, 0,021
ZnS0,4.7H,0 0,0174
FeSO,4.7H,0 0,0502
MnS0O4.H,O 0,008
CuS04.5H,;0 0,0021
CoCl,.6H,0 0,0048

Parallelement, dans 2 erlenmeyers, I’acclimatation est réalisée, a I’identique. Chaque
erlenmeyer contient :

e 200 ml de boues activées.
e 250 ml du milieu minéral.

e 10 mg de cyperméthrine dissoute dans un volume approprié de solvant.
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e 0,759 de glucose.
e 0,75g de nitrate d’ammonium.

Le pH du milieu, mesuré a I’aide d’un pH-metre, était neutre (7,56). Les milieux étaient
alimentés en oxygéne par faible agitation et les erlenmeyers étaient recouverts avec du papier
aluminium afin d’éviter la photodégradation de la cyperméthrine (Figure 26).

Figure 26: Acclimatation des boues activées au pesticide.

Le renouvellement du milieu était réalisé tous les 3-4 jours, cette opération a été répétée
quatre fois. L’incubation se faisait & température ambiante. Celle-ci variait entre 12 et 19°C.

4.3.4 Sélection des souches microbiennes :

L’étape de sélection est indispensable afin d’isoler les micro-organismes qui utilisent la
cyperméthrine comme unique source de carbone et/ou unique source d’azote. Durant cette
étape, deux types de sélections étaient réalisées en parallele. Chaque sélection était
réalisée dans I’un des erlenmeyers préparés lors de I’acclimatation des boues activées. Deux
essais étaient réalisés en paralléle :

- Un essai permettant la sélection des micro-organismes, présents dans les boues
activées, capables d’utiliser la cyperméthrine autant que source de carbone.

- Un essai permettant la sélection des micro-organismes, présents dans les boues
activées, capables d’utiliser la cyperméthrine autant que source d’azote.

Ces sélections permettent aux micro-organismes présents dans les boues de s’adapter a la
dégradation de concentrations de plus en plus élevées de cyperméthrine en diminuant de
maniere graduelle la source de carbone/azote et en augmentant graduellement la concentration
en cyperméthrine.
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4.3.4.1_Sélection _des souches microbiennes utilisant la cyperméthrine_comme_unigue
source de carbone :
Dans cet essai, dans 1’'un des erlenmeyers préparés lors de 1’acclimatation des boues
activées, la composition du milieu de culture était modifiée comme suit :

e 250 ml du milieu minéral (Tableau 12).
e 0,75g de nitrate d’ammonium, Soit une concentration de 3 g.L'1

e La concentration du glucose est réduite graduellement de 3 g.L™ jusqu’a la valeur de
zéro et la concentration du pesticide (dissout dans 1’acétate d’éthyle) est parallelement
augmentée de sa valeur initiale jusqu’a 2 g.L™ comme résumé dans le tableau 13.

Tableau 13: Variation de la concentration du glucose et de la cyperméthrine pendant la
période de sélection.

Nombre de jours 0 3 6 9 13 16 19
Glucose (g.L™) 3 24 |18 [12 |06 |0 0
Cyperméthrine (g.L™") 03 (07 [10 [14 [17 |2 2

L’alimentation en oxygene se fait par faible agitation. La température d’incubation durant
cette période variait entre 15 et 22°C (Figure 27).

Figure 27 : sélection des souches microbiennes utilisant la cyperméthrine comme unique
source de carbone ou comme unique source d’azote.
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4.3.4.2 Sélection _des souches microbiennes utilisant la _cyperméthrine comme unigue
source d’azote :
Dans cet essai, la composition du milieu de culture, du second erlenmeyer préparé lors de
I’acclimatation des boues activées, était modifiée comme suit :

e 250 ml du milieu minéral (Tableau 12).
e 0,759 de glucose, soit une concentration de 3 g.L™.

e La concentration du NH4NOs est réduite graduellement de 3 g.L ™ jusqu’a la valeur de
zéro et la concentration du pesticide (dissout dans 1’acétate d’éthyle) est augmentée
parallélement de sa valeur initiale jusqu’a 2 g.L™ comme résumé dans le tableau 14.

Tableau 14: Variation de la concentration du NH4NO; et de la cyperméthrine durant la
période de sélection.

Nombre de jours 0 3 6 9 13 16 19
NH4NO; (g.L ) 3 24 (18 |12 0,6 0 0
Cyperméthrine (g.L™) 03 |07 |10 |14 1,7 2 2

L’ alimentation en oxygene se fait par faible agitation. La température d’incubation durant
cette période variait entre 15 et 22°C (Figure 27).

4.35 Isolement et identification des micro-organismes :

4.3.5.1 Isolement des micro-organismes :

A la fin de la période de sélection, un prélevement de chaque essai (source de carbone et
source d’azote) est étalé sur le milieu solide sélectif correspondant, ie le méme milieu liquide
auquel est ajouté 2% (p/v) d’agar afin de solidifier le milieu.

Ainsi, chagque milieu est composé de :

» Pour I’essai concernant 1’étude de I’utilisation de la cyperméthrine en tant que source
de carbone par les micro-organismes :

- Milieu minéral (Tableau 12).
- Source d’azote (NH;NOs) a3 g.L™"

- Cyperméthrine (dissoute dans I’acétate d’éthyle) comme unique source de
carbone & une concentration de 2 g.L™.

- Agar a 2% (p/v).

» Pour I’essai concernant 1’étude de I’utilisation de la cyperméthrine en tant que source
d’azote par les micro-organismes :

- Milieu minéral (Tableau 12).

- Glucosea3g.L™
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- Cyperméthrine (dissoute dans I’acétate d’éthyle) comme unique source
d’azote 4 une concentration de 2g.L"™,

- Agar a 2% (p/v)

Pour tester 1’effet du solvant sélectionné (I’acétate d’éthyle) qui pourrait également étre
utilisé par les micro-organismes comme source de carbone, en utilisant un milieu solide
constitué de :

- Milieu minéral (Tableau 12).

- Source d’azote (NH4NO3) a 3 g.L'l.

- Acétate d’éthyle & une concentration de 12,7 g.L™ .
- Agar a2% (p/v).

Les milieux de culture étaient versés dans des boites de Pétri (3 boites pour chaque essai).
1 ml de la culture de sélection est étalé sur la boite de Pétri correspondante et toutes les boites
sont incubées a 37°C.

4.3.5.2 ldentification des micro-organismes :

Dans le cadre de cette étude, I’identification des micro-organismes sélectionnés a
commencé par 1’étude macroscopique des colonies, suivie d’une étude microscopique (état
frais et coloration de Gram) de tests enzymatiques d’orientation rapide (test de la catalase et
test de I’oxydase). A partir de toutes ces informations réunies, une orientation dichotomique a
permis de déterminer un genre ou un groupe de genre auxqguels le micro-organisme est
susceptible d’appartenir. Cette information est cruciale, afin de passer a I’identification par les
tests biochimiques et de choisir la galerie API (Analytical Profile Index) la plus adaptée.

4.3.5.2.1 Etude macroscopique :
L’observation des différentes colonies cultivées sur les milieux sélectifs était réalisée
apres 4 jours et 7 jours d’incubation.

Dans un premier temps, les colonies étaient différenciées selon leur taille, leur forme,
I’¢élévation, I’aspect de la surface, 1’opacité, la consistance, la couleur/pigmentation, etc.

Ainsi, les différentes colonies observées dans chacun des milieux sélectifs étaient
repiquées, une-par-une, sur gélose nutritive afin de les isoler et de permettre une meilleure
croissance des micro-organismes.

Le repiquage est réalisé autant de fois que nécessaire dans le but d’obtenir des colonies
microbiennes pures, bien distinctes et éloignées les unes des autres.

4.3.5.2.2 Coloration différentielle type Gram:

Avant de passer a d’autres tests permettant 1’identification des micro-organismes
sélectionnés, il est nécessaire, dans un premier temps, de réaliser une coloration de Gram qui
permet de distinguer les bactéries et de les classer, en fonction de la nature biochimique de la
paroi cellulaire, en bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif. Cette coloration
permet d’observer sous microscope photonique ordinaire les bactéries isolées et de déterminer
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ainsi la forme et I’arrangement (mode d’assemblage) des cellules bactériennes. Cette
observation permet par la méme occasion de s’assurer de la pureté des bactéries isolées.
Toutes ces informations récoltées permettront de choisir les tests appropries a appliquer ainsi
que la galerie biochimique a utiliser pour I’identification des souches bactériennes obtenues
[93].

Les étapes de la coloration de Gram sont :
1. Préparer un frottis bactérien et le fixer a la flamme du bec Bunsen (figure 28).

2. Inonder délicatement les frottis avec du cristal violet (ou violet de gentiane) et laisser
reposer pendant 1 minute puis rincer a I’eau du robinet.

3. Inonder doucement les frottis avec le mordant (lugol) et laisser reposer pendant 1
minute puis rincer délicatement a 1’eau du robinet.

4. Décolorer avec de I’alcool pendant 30 secondes puis rincer a I’eau.

5. Recolorer a la fuchsine pendant 60 sec puis rincer a ’eau et laisser sécher (figure
29)[93].

Pipette pasteur

1. Prélever une partic d"une colonie 1solée 2. Réaliser un étalement sur lame

Frottis vers le haut

Colorant

/ey

3. Fixer i la chaleur 4. Reahiser les étapes de coloration

Figure 28: Préparation d'un frottis bactérien [94].
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Réactif Gram positive =~ Gram négative
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[frottis bactérien)
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Figure 29: Etapes de la coloration de Gram [95].

Dans un premier temps, les cellules Gram-positives et Gram-négatives sont colorées par
le colorant primaire (violet de gentiane). En second lieu, le lugol (mordant) est ajouté au
frottis ; le lugol est un mordant qui se combine avec le cristal violet et forme un complexe
insoluble dans les cellules Gram-positives. Lors de la décoloration avec I'alcool, les cellules
Gram-positives conservent le complexe de cristal violet, et ces cellules apparaitront donc
violettes sous microscope. En revanche, le complexe colorant est éliminé des cellules Gram-
négatives, ce qui les rend incolore. Pour cela la fuchsine est utilisée comme contre-coloration,
colorant les cellules Gram-négatives en rose ou en rouge [95].

L'observation se fait en ajoutant de I'huile a immersion et au plus fort grossissement
(grossissement : objectif x 100) en lumiére blanche (lumiére maximale).

4.3.5.2.3 Etat frais :

L’examen a 1’état frais permet d’observer des bactéries vivantes et de déterminer leur
mobilité (péritriche, polaire ou immobile) en plus de leur morphologie et de leur arrangement.
Pour cela, une goutte d’eau physiologique stérilisée (3 9 g.L™ de NaCl) est déposée sur une
lame propre et stérile. A I’aide d’une pipette Pasteur, une colonie microbienne est prélevée et
placée sur la goutte qui est recouverte ensuite par une lamelle. L’observation se fait au
microscope optique, en utilisant 1’objectif x 40, avec diaphragme fermé (lumiere minimale)
pour permettre un meilleur contraste.

4.3.5.2.4 Test des enzymes respiratoires :

4.3.5.2.4.1 Test de la catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives (la majorité des bactéries anaérobies strictes ne possede pas cette
enzyme). Elle décompose le peroxyde d’hydrogéne (produit toxique formé lors du
métabolisme respiratoire en aérobiose qui peut endommager les enzymes, les acides
nucléiques, et d'autres molécules essentielles de la cellule bactérienne) comme suit [95]:

Catalase )
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Pour réaliser ce test, la colonie a étudier est prélevée et plongée dans une goutte de
peroxyde d’hydrogene. La bactérie est dite catalase positive dans le cas ou il y a un
dégagement gazeux. Elle est dite catalase négative dans le cas contraire [95].

4.3.5.2.4.2 Test de ’oxydase :
Le test de l'oxydase permet de détecter la présence de la cytochrome oxydase, une
enzyme de la chaine de transport des électrons [95].

Ce test est fondamental pour I’identification bactérienne. Il concerne les bactéries & Gram
négatif , il permet principalement de differencier les membres des genres Neisseria et
Pseudomonas, qui sont positifs a I'oxydase, des Enterobacteriaceae, qui sont négatifs a
I'oxydase [93].

A D’aide d’une pipette Pasteur, une colonie pure est prélevée et déposée sur un disque
oxydase qui est placé sur une lame propre et stérile. Le disque oxydase contient de 1’oxalate
de diméthyl paraphényléne diamine. L’apparition rapide d’une coloration violette foncée
indique que la bactérie est oxydase positive, dans le cas contraire, il n’y a pas de coloration ou
le virage est tres léger, et les bactéries sont dites oxydase négative [96].

4.3.5.2.5 Tests biochimigues (galeries miniaturisées) :

Le choix des galeries API & utiliser pour I’identification se fait en fonction des caractéres
morphologiques et culturaux des souches microbiennes sélectionnées ainsi que les résultats
obtenus lors des tests des enzymes respiratoires (tests de la catalase et de 1’oxydase).

4.3.5.2.5.1 Préparation des galeries :

- Les fonds et couvercles des boites d’incubation sont réunis, et de 1’eau distillée est
répartis en quantité suffisante dans les alvéoles afin de créer une atmosphére humide.

- La galerie est déposée dans la boite d’incubation, en travaillant en environnement
stérile.

4.3.5.2.5.2 Préparation de I’inoculum :

- Ouvrir une ampoule contenant le milieu de culture API suspension medium.

- Des colonies pures sont prélevées du milieu gélosé a 1’aide d’une pipette Pasteur.

- Réaliser une suspension bactérienne d’une turbidité d’environ 0,5 sur 1’échelle de Mc
Farland.

Aprés inoculation des galeries, celles-ci sont incubées a 37°C pendant 24H. Selon la galerie
sélectionnée, certains tests nécessitent 1’addition de réactifs particuliers.

4.3.5.2.5.3 Détermination du profil numérique :

Les puits sont délimités en triplets. Pour chacun des triplets : si le premier test est positif,
le puits prendra la valeur 1 sinon 0. Si le second test est positif, le puits prendra la valeur 2,
sinon, il prendra la valeur 0. Enfin, pour le 3°™ test, s’il est positif, la valeur 4 lui sera
attribuée sinon c’est la valeur 0 qui lui sera attribuée. La somme des valeurs attribuées aux
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puits de chaque triplet est calculée. L’ensemble des valeurs obtenues permet d’obtenir le
profil numérique servant a I’identification.

4.3.5.2.5.4 ldentification des souches microbiennes :

L’identification des souches microbiennes est réalisée a I’aide du :

- Tableau d’identification fourni avec la notice de la galerie API sélectionnée,
- Logiciel APIWEB.
- Logiciel d’identification en ligne de I’UPBM disponible surle site

http://lab.upbm.org/

4.3.5.2.5.5 Galerie API Coryne :

La galerie API Coryne (Figure 30) permet I’identification des corynéformes en 24 heures.
Cette galerie est constituée de 20 puits contenant des substrats déshydratés, qui une fois
inoculés avec la suspension bactérienne, permettent de mettre en évidence 1’activité
enzymatique ou la fermentation des de certains glucides [97].
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Figure 30: Présentation de la galerie API Coryne.

4.35.2.5.5.1 Inoculation de la galerie :

Les puits de la galerie API Coryne sont remplis avec la suspension bactérienne somme suit :

- Remplir les tubules des tests URE, 0, GLU, RIB, XYL, MAN, MAL, LAC, SAC et
GLYC et remplir leurs cupules avec I’huile de paraffine pour créer I’anaérobiose.

- Remplir les tube et cupule du test GEL avec le milieu de culture ensemencé ; I’huile
de paraffine ne sera pas utilisée car ce test requiere de I’oxygéne.

- Remplir uniquement les tubules des tests restants.

La galerie est incubée a 37°C pendant 24H [97].

4.35.255.2 Lecture de la galerie APl Coryne:

Apres incubation, les résultats de certains tests sont lus directement, d’autres, nécessitent
I’addition de réactifs comme suit :

- Addition d’une goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 au test NIT.
- Addition d’une goutte du réactif PYZ au test PYZ.
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- Addition d’une goutte des réactifs ZYM A et ZYM B aux tests : de PYR A jusqu’a
BNAG.

Attendre 10 minutes avant la lecture des résultats [97].

4.3.5.2.5.6 Galerie API Staph :

La galerie API Staph permet d’identifier 23 especes de cocci a Gram positif. Ce systeme
se compose de 19 micro-ampoules qui contiennent des substrats déshydratés et/ou des milieux
nutritifs (Figure 31). Ces tests sont importants dans la différenciation des Staphylococcus, des
Kocuria et des Micrococcus [95].
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Figure 31: Présentation de la galerie API Staph.

4.3.5.2.5.6.1 Inoculation de la galerie :

Les puits de la galerie API Staph sont remplis avec la suspension bactérienne somme suit :

- Remplir les tubules des tests ADH et URE et remplir leurs cupules avec 1’huile de
paraffine pour créer 1’anaérobiose.
- Remplir uniquement les tubules des tests restants.

La galerie est incubée a 37°C pendant 24H [98].

4.35.25.6.2 Lecture de la galerie API Staph:

Les résultats de certains tests sont lus directement, d’autres, nécessitent 1’addition de
réactifs comme suit :

- Addition d’une goutte des réactifs NIT 1 et NIT 2 au test NIT.
- Addition d’une goutte des réactifs ZYM A et ZYM B au test PAL.
- Addition d’une goutte des réactifs VP 1 et VP 2 au test VP.

Apres 1’ajout des réactifs, attendre 10 minutes avant d’observer les virages de couleurs et

de lire les résultats [95].
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5 Résultats et discussion :

5.1 Isolement des souches bactériennes sur milieu sélectif :
Apres repiquages des souches bactériennes, isolées a partir des trois milieux sélectifs

préparés (source d’azote, source de carbone et source de solvant) et incubation a 37°C
pendant 7 jours (Figure 32), I’étude macroscopique des colonies obtenues a permis de
differencier selon leur aspect (taille, couleur, etc.), 32 souches microbiennes. Toutes les

souches ont été repiquées sur gélose nutritive et incubées a 37°C.

Plusieurs repiquages ont éte réalisés par la suite dans le but de s’assurer de leur pureté (par
observation minutieuse des colonies formées apres ré-isolement et coloration différentielle de
Gram). 19 souches microbiennes pures ont été ainsi sélectionnées pour la suite de la présente

étude.

Remarque : pour des raisons pratiques, les cultures présentant des ressemblances

morphologiques entre milieu SC et milieu SO n’ont pas été maintenues.
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Milieu sélectif SN

Milieu sélectif SO

Figure 32: Observation de quelques colonies bactériennes sur les milieux sélectifs.

5.1 Description morphologique des souches bactériennes :
Les 19 souches bactériennes purifiées et sélectionnées comme indiqué précédemment sont
décrites comme suit :
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Tableau 15: Description morphologique des colonies bactériennes purifiées.

Milieu
sélectif

Souche

Description de la
souche

SN

Bord : lobé

Forme : irréguliére
Elévation : élevée
Aspect de la surface :
lisse

Opacité : opaque

S2 (aprés 3 jours d’incubation)

Opacité : transparente
Couleur : blanche
Aspect : lisse

Bord : régulier
Consistance : crémeuse

S4 (aprés 3 jours d’incubation)

SC

Couleur : orange
Forme : circulaire
Bord : régulier
Opacité : opaque
Taille : petite

S7 (apres 3 jours d’incubation)
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Forme : circulaire
Bord : régulier

Couleur marron
Elévation : bombée
Consistance : crémeuse
Odeur forte

S8 (apres 7 jours d’incubation)

Forme : circulaire
Bord : régulier
Couleur : blanche
Opacité : transparente

S11 (apres 3 jours d’incubation)

Taille : moyenne
Forme : circulaire
Bord : régulier
Consistance : seche
(tres adhérente)
Elévation : convexe
Couleur : orange foncé

S12 (17 jours d’incubation)
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Couleur : blanche claire
Forme : circulaire
Taille : moyenne
Elévation : plate
Consistance : crémeuse
Bord: régulier

S13 (apres 3 jours d’incubation)

Couleur : orange
Taille : petite
Forme : circulaire
Opacité : opaque
Tres adhérente a la
gélose

S160 (apres 3 jours d’incubation)

Forme: circulaire
Bord: régulier
Taille: petite
Elévation : convexe
Opacité : opaque
Couleur orange qui
devient noire au 7°™
jour d’incubation.

S16N (apres 3 jours d’incubation)
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SO

S20 (17 jours d’incubation)

Résultats et discussion

Forme : circulaire
Bord : régulier
Elévation : convexe
Couleur orange qui
devient noire apres
quelques jours
d’incubation

S16M (apres 3 jours d’incubation)

Couleur : blanche
Forme : rhizoide
Bord : filamenteux
Opacité : translucide

Taille : petites

Forme : circulaire
Bord : régulier
Couleur : marron claire

S21 (apreés 17 jours d’incubation)
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Couleur : orange claire
Forme : circulaire
Bord : régulier
Elévation : convexe

S22 (apres 17 jours d’incubation)

Forme circulaire
Couleur : orange trés
fonce qui vire au
marron

Aspect : lisse
Elévation : Convexe
Taille : moyenne
Présence d’une
pigmentation orange
autour de certaines
colonies

S23 (apres 21 jours d’incubation)

Colonies envahissantes
Consistance : muqueuse
Opacité : translucide
Couleur : non-
pigmentée

S24 (aprés 17 jours d’incubation)
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Forme : irréguliéere
Bord : lobé
Consistance : séche
Couleur : blanche
Taille grande
Elévation : ombiliquée

S25 (apres 17 jours d’incubation)

Colonie circulaire avec
un centre blanc et rond
et un contour
transparent

S28 (apres 17 jours d’incubation)

Forme : circulaire
Elévation : bombée
Couleur : blanche
Bord : régulier
Aspect : muqueux
Opacité : opaque

S33(1) (apres 8 jours d’incubation)
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Colonie envahissante
Opacité : translucide
Consistance : muqueuse
Couleur : non
pigmentée

S33 (3) (apres 8 jours d’incubation)

5.2 ldentification des souches bactériennes :

5.2.1 Coloration de Gram :

Une coloration de Gram a été réalisée sur tous les isolats obtenus (figure 33), permettant
ainsi de mettre en évidence la structure de leur paroi bactérienne, de déterminer leur
morphologie en plus de leur mode de groupement. Les résultats de cette coloration sont
résumés dans le tableau qui suit :

Tableau 16: Résultats de la coloration de Gram.
Souche Coloration Morphologie Mode de groupement
de Gram

S2 Gram (-) Coccli Isolées (monocoques)

S4 Gram (+) Bacilles Isolées

S7 Gram (-) Petits bacilles Isolées

S8 Gram (-) Cocci Chainettes

S11 Gram (-) Coccli Isolées (monocoques)

S12 Gram (-) Cocci Isolées (monocoques)

S13 Gram (+) Cocci Isolées (monocoques),
Présences de quelques diplocoques.

S160 Gram (+) Cocci Isolées (monocoques),chainettes.

S16N Gram (+) Cocci Isolés

S16M Gram (+) Cocci En amas

S17 Gram (-) Coccli Monocoques, diplocoques, et quelques
chainettes.

S20 Gram (-) Cocci Monocoques

S21 Gram (-) Cocci Monocoques

S22 Gram (-) Cocci Monocoques

S23 Gram (-) Cocci Monocoques

S24 Gram (-) Cocci Monocoques

S25 Gram (-) Cocci Monocoques

S28 Gram (-) Coccobacilles | Isolées

S33(1) Gram (-) Bacilles Isolées, diplobacilles, chainettes.

S33 (3) Gram (-) Coccobacilles | Isolés, présence de diplobacilles

87




Résultats et discussion

S13

5160

S16N
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S16M

S20

S21

S23

S25

S28

S$33(1)

S33(3)

Figure 33: Coloration de Gram (grossissement x400)
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5.2.2 Etatfrais:

L’observation microscopique des isolats a 1’état frais permet non seulement de déterminer
leur forme et de confirmer ainsi les résultats obtenus lors de la coloration de Gram mais
également d’apprécier leur mobilité étant donné que ce test est réalisé sur des bactéries
vivantes. Les résultats de 1’état frais sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 17: Résultats de I'état frais.

Souche Forme Mobilité
S2 Cocci Immobiles
S4 Bacilles Immobiles
S7 Bacilles Immobiles
S8 Cocci Immobiles
S11 Cocci Immobiles
S12 Cocci Immobiles
S13 Cocci Immobiles
S14 Coccobacilles Immobiles
S160 Cocci Immobiles
S16M Cocci Immobiles
S16N Cocci Immobiles
S20 Cocci Immobiles
S21 Cocci Immobiles
S22 Cocci Immobiles
S23 Cocci Immobiles
S24 Cocci Immobiles
S25 Cocci Immobiles
S28 Coccobacilles Immobiles
S33(1) Bacilles Immobiles
S33 (3) Coccobacilles Mobiles polaires

Les résultats montrent que toutes les souches isolées sont immobiles, mise-a-part la
souche S33(3) qui s’est avérée mobile, indiquant la présence d’une flagellation qui peut étre
monotriche, lophotriche ou amphitriche.

5.2.3 Recherche des enzymes respiratoires :

5.2.3.1 Test de la catalase :

Le test de la catalase a été réalise sur les souches S13, S160, S16N et S16M. Ces souches
microbiennes sont des cocci a Gram positif. Le test de la catalase permet d’orienter la
recherche vers soit les Staphylococcus et les Micrococcus qui sont catalase-positive, soit les
Streptococcus qui sont catalase-négative Les résultats sont résumés dans le tableau qui suit :
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Souche Observation Test de la catalase

S13 Formation de bulles Catalase +
(dégagement gazeux)

S160 Formation de bulles Catalase +
(dégagement gazeux)

S16N Formation de bulles Catalase +
(dégagement gazeux)

S16M Formation de bulles Catalase +
(dégagement gazeux)

Les isolats S13, S160, S16N et S16M sont catalase positive. Ces résultats permettent
d’orienter la recherche vers les genres Micrococcus et/ou Staphylococcus.

5.2.3.2 Test de Poxydase :

Le test de ’oxydase est réalis¢ sur les différentes souches microbiennes. L’apparition
d’une coloration violette foncée indique que la bactérie est oxydase positive et dans le cas
contraire, la bactérie est dite oxydase négative. Les résultats de ce test sont résumés dans le
tableau suivant :

Tableau 19: Résultats du test de I'oxydase.

Milieu d’isolement | Souche Test de I’oxydase
SN S2 Oxydase +
S4 Oxydase -
SC S7 Oxydase +
S8 Oxydase -
S11 Oxydase -
S12 Oxydase -
S13 Oxydase +
S160 Oxydase -
S16N Oxydase -
S16M Oxydase -
SO S20 Oxydase -
S21 Oxydase -
S22 Oxydase -
S23 Oxydase -
S24 Oxydase +
S25 Oxydase +
S28 Oxydase +
S33(1) Oxydase +
S33 (3) Oxydase +
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5.2.4 Galeries API:

Le choix de la galerie API appropriée pour ’identification des isolats se fait sur la base
des résultats obtenus a partir des études macroscopiques, microscopiques et de la recherche
des enzymes respiratoires ; ceci permet d’orienter la recherche vers certains genres bactériens.

La souche S4 correspond a une bactérie sous forme de bacille, a Gram positif, isolé,
immobile et aérobie. Elle est oxydase négative et catalase positive. Ces données nous
orientent vers une identification de la souche par la galerie APl Coryne. Cette derniere
permettant d’identifier les bactéries appartenant au genre Corynebacterium (bacille, non
sporulé, immobile, catalase positive et généralement oxydase négative) ou apparenté [99].

Les souches S13, S160, S16N et S16M sont des cocci aérobies, a Gram positif
immobiles et arrangées en amas, en chainettes ou isolées ce qui oriente la recherche vers les
genres : Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus, etc. De plus, ces bactéries sont catalase
positive ce qui permet de distinguer biochimiquement les Staphylococci qui sont catalase
positive des Streptococci qui sont catalase négative. Par conséquent, 1’identification est
réalisée avec la galerie API Staph [93].

5.2.4.1 Galerie API Coryne :

La galerie APl Coryne est ensemencée comme indiqué précédemment dans la partie
matériel et méthodes avec une suspension bactérienne a 0,5 Mc Farland (figure 34). Aprés
24h d’incubation a une température de 37°C, les résultats sont lus et interprétés suivant le
tableau de lecture disponible sur la fiche technique de la galerie Api Coryne.

Virage de couleur aprés 24h d’incubation et 1’addition des réactifs

Figure 34: Résultats de la fermentation des différents substrats présents dans la galerie
API Coryne par l’isolat S4.
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Les résultats des tests réalisés par la galerie APl Coryne pour I’identification de la souche
S4 sont résumés dans le tableau qui suit :

Tableau 20: Résultats des tests réalisés sur la souche S4 avec la galerie API Coryne.

Tests Substrat Résultats Score
NIT Nitrate de potassium + 1
PYZ Pyrazine carboxamide -

PYRA Acide pyroglutamique-g- -
naphtylamide

PAL 2-naphtyl-phosphate + 5

p-GUR Acide naphtol-ASBI- -
glucuronique

B-GAL 2-naphtyl- gD- +
galactopyranoside
a-GLU 2-naphtyl- aD- + 5

glucopyranoside

B-NAG 1-naphtyl-N-acétyl- gD- -
glucosaminide

ESC Esculine +
Citrate de fer
URE Urée - 0
GEL Gélatine -
0 Témoin négatif -
GLU D-glucose - 0
RIB D-ribose -
XYL D-xylose -
MAN D-mannitol - 0
MAL D-maltose -
LAC D-lactose -
SAC D-saccharose - 4
GLYG Glycogéne -
Catalase | H,0O, (3%) +

Profil numérique: 1550004

Remarque : pour les tests allant de 0 (témoin néegatif) & GLYC, aucun virage de couleur n’a
été observé (rouge ou orange pour un test négatif et jaune pour un test positif) aprés les 24h
d’incubation. Le milieu est resté transparent et a défaut de pouvoir refaire le test, ces résultats
sont considérés négatif en se référant au témoin négatif 0 qui pour lui aussi aucun virage de
couleur n’a été observé.

L’identification par la galerie API Coryne indique que ce micro-organisme réduit les
nitrates (NIT +), ne fermente pas les glucides (le glucose, le ribose, le xylose, le maltose, le
lactose, le saccharose, le glycogéne et le mannitol). De plus, elle montre la présence des
enzymes phosphatase alcaline (PAL +), a-glucosidase (a-GLU +) et B-galactosidase (S-
GAL).
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Les résultats de I’identification avec le logiciel API WEB sont indiqués dans le tableau
21:

Tableau 21:Résultat de I'identification par la galerie APl Coryne.

Taxon significatif % ID T Test (s) a I’encontre
(s)

Rhodococcus sp. 67,5 0,61 B-GAL 1%

Leifsonia aquatica 23,0 0,54 PYZ 99%
B-NAG 80%

Brevibacterium sp. 59 0,55 NIT 25%
B-GAL 20%

ESC 20%

L’identification de cet organisme a 1’aide du profil numérique obtenu indique qu’il
appartient probablement au genre Rhodococcus sp. avec un %ID de 67,5%. Le résultat
indique que le test B-GAL est a 1% positif pour le genre Rhodococcus sp., selon la base de
données disponibles.

Le résultat obtenu en introduisant le profil numérique au niveau de I’identifieur « api » de
I’UPBM (Union des professeurs de Physiologie Biochimie Microbiologie) indique que la
souche appartient au genre Rhodococcus sp. avec une probabilité de 78,7%.

5.2.4.2 Galerie API Staph :

La galerie APl Staph a été ensemencée comme indiqué précédemment dans la partie
matériel et méthodes avec une suspension bactérienne a 0,5 Mc Farland (figure 35, 36, 37 et
38). Apres 24h d’incubation a une température de 37°C, les résultats ont été lus et interprétés
suivant le tableau de lecture disponible sur la fiche technique de la galerie Api Staph.

Virage de couleur aprés 24h d’incubation et ’addition des réactifs

Figure 35: Résultats de la fermentation des différents substrats présents dans la galerie
API Staph par P’isolat S13.
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Ensemencement de la galerie API Staph avec la souche S160

Virage de couleur aprés 24h d’incubation et addition des réactifs

Figure 36: Résultats de la fermentation des différents substrats présents dans la galerie
API Staph par P’isolat S160.

Ensemencement de la galerie API Staph avec la souche S16M

Virage de couleur aprés 24h d’incubation et 1’addition des réactifs

Figure 37: Résultats de la fermentation des différents substrats présents dans la galerie
API Staph par I’isolat S16M.

Ensemencement de la galerie API Staph avec la souche S16N
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Virage de couleur aprés 24h d’incubation et 1’addition des réactifs

Figure 38: Résultats de la fermentation des différents substrats présents dans la galerie
API Staph par P’isolat S16N.

Les résultats des tests réalisés par la galerie APl Staph pour I’identification des souches
S13, S16N, S160 et S16M sont résumes dans le tableau qui suit :

Tableau 22:Résultats des tests réalisés sur les souches S13, S160, S16N et S16M avec la
galerie API Staph.

Tests Substrats Souche Souche Souche Souche
S13 S160 S16M S16N

0 Aucun (témoin | - - - -
négatif)

GLU D-glucose - - - -

FRU D-fructose - - - -

MNE D-mannose - - - -

MAL D-maltose - - - -

LAC D-lactose - - - -

TRE D-tréhalose - - - -

MAN D-mannitol - - - -

XLT D-xylitol - - - -

MEL D-mélibiose - - - -

NIT Nitrate de + + + +
potassium

PAL B-naphtyl- + + + +
phosphate

VP Sodium - - - -
pyruvate

RAF D-raffinose - - - -

XYL D-xylose - - - -

SAC D-saccharose - - - -

MDG Méthyl-aD- - - - -
glucopyranoside

NAG N-acétyl - - - -
glucosamine

ADH L-arginine - - - -

URE urée - - - -

Profile numérique 0006000 0006000 0006000 0006000
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Les résultats obtenus suite a I’identification de ces souches par la galerie API Staph
indiquent que ces micro-organismes réduisent les nitrates en nitrites (Test NIT +) et
synthétisent 1’enzyme phosphatase alcaline (Test PAL +) qui est une enzyme responsable de
I’hydrolyse des mono-esters de phosphate a des valeurs de pH basiques [100]. En aérobiose,
ces souches ne transforment pas les glucides (D-glucose, D-fructose, D-mannose, D-maltose,
D-lactose, D-tréhalose, D-mannitol, xylitol, D-mélibiose, D-raffinose, D-xylose, D-
saccharose, méthyl-a D-glucospyranoside, N-acétylglucosamine) en acide. Le profil
numérique obtenu était le méme pour les quatre souches. Les résultats de 1’identification sont
indiqués dans le tableau 23 :

Tableau 23: Résultat de I'identification par la galerie API Staph.

Taxon significatif % ID Tests a I’encontre
Micrococcus sp. 98,9 NIT 8%
PAL 15%

Le profil numérique obtenu a été soumis a I’identifieur « api » de ’'UPBM. Le résultat
indique que ces souches appartiennent au genre Micrococcus avec un %ID de 98,9 %.

Aussi, afin de confirmer 1’appartenance de la souche au genre Micrococcus , il est
recommandé de réaliser un test de résistance a la lysostaphine (LSTR) qui constitue le 21°™
test de la galerie API Staph. Le tableau d’identification disponible sur la fiche technique de la
galerie API Staph (disponible sur: https://microbiologiemedicale.fr/wp-
content/uploads/2019/02/API-STAPH.pdf) indique que le test LSTR est a 95% positif pour le
genre Micrococcus.

N.B : pour les souches bactériennes restantes, vu les circonstances et 1’impossibilité de
réaliser I’identification par le biais des tests biochimiques en utilisant les galeries API, nous
proposons ci-joint une orientation vers certains genres en se basant sur les résultats obtenus
précédemment et en se référant au manuel de bactériologie systématique de Bergey :

Tableau 24:Orientation bactérienne des isolats non-identifiés.

Milieu sélectif Souche a identifiée Orientation
SN S2 Neisseria
SC S7 Sphingobium
S8 Acinetobacter
S11 Acinetobacter
S12 Acinetobacter
SO S20 Acinetobacter
S21 Acinetobacter
S22 Acinetobacter
S23 Acinetobacter
S24 Moraxella
S25 Neisseria
S28 Moraxella
S33(1) Pseudomonas ou Aeromonas
S33 (3) Pseudomonas ou Aeromonas
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- La bactérie S2 est sous forme de coque, Gram négatif, aérobie et oxydase positive ce qui
suggére qu’elle appartient au genre Neisseria.

- Lasouche S7 est présente sous forme de bacille gram négatif, aérobie et immobile. Le test
de I’oxydase est positif, et dans ce cas il permet de distinguer entre la famille des
Enterobacteriaceae (oxydase négative) des non-Enterobacteriaceae (oxydase positive)
[93]. Cette bactérie est suspectée d’appartenir au genre Sphingobium. Les bactéries
appartenant au genre Sphingobium sont des bacilles, aérobies strictes, mobile ou immobile
et d’oxydase variable. Les colonies de ce genre sont petites, pigmentées ou non, brillantes
ou non, lisses, circulaires, opaques et convexes avec des bords réguliers. La couleur de la
colonie varie de jaune pale ou fonceé et brillant & orange ou blanc [101].

- L’isolat S25 est sous forme de cocci, immobile a Gram négatif et aérobie. Le test a
I’oxydase est positif. Les colonies sont seches, irrégulicres, trés adhérentes et plissées ce
qui suggérent qu’’elles appartiennent au genre des Neisseria. Les Neisseria sont des
bactéries sous forme de cocci se présentant libres mais souvent en paires, a Gram négatif
et oxydase positive. Quant a la morphologie des colonies, elle varie selon les espéces et va
de petites colonies lisses, transparentes et butyreuses a des colonies plissées, séches et
adhérentes [102].

- Les souches S8, S11, S12, S20, S21, S22, S23 pourraient appartenir au genre
Acinetobacter. Les Acinetobacter sont sous forme de bacilles qui deviennent sphériques
lors de la phase stationnaire de croissance. Elles sont oxydase négative. Cependant, les
colonies des bactéries appartenant a ce genre sont généralement non-pigmentées [102].

5.3 Interprétation et discussion des résultats :

La présente étude a permis d’isoler des souches bactériennes utilisant la cyperméthrine
comme substrat de croissance. Certaines 1’utilisant comme unique source d’azote
(Rhodococcus sp. et probablement Neisseria) et d’autres 1’utilisant comme unique source de
carbone (Micrococcus sp., et probablement les bactéries Sphingobium et Acinetobacter) et
cela aprés une durée d’acclimatation des souches a la cyperméthrine s’étalant sur 19 jours en

augmentant progressivement la concentration de la cyperméthrine jusqu’a 2 g.L'1 et en
diminuant progressivement la concentration du glucose ou de la source d’azote jusqu’a
atteindre une concentration nulle pour pouvoir sélectionner les souches désirées.

D’aprés la littérature, de nombreuses études ont été menées dans le but d’isoler des
bactéries qui métabolisent la cyperméthrine afin d’éventuellement les exploiter dans la
bioremediation des sols et des eaux contaminés par cette derniere. Certaines de ces bactéries
appartiennent aux mémes genres d’isolats retrouvés a 1’issue de ce travail comme les genres
Rhodococcus et Micrococcus [81, 103].

Les espéces du genre Rhodococcus sont en trés grande partie isolées de I’environnement :
des sols et des roches propres ou polluées, des eaux de surfaces et souterraines, des sédiments
marins, des animaux et des plantes. Elles se trouvent également dans les environnements ou
sont présents des hydrocarbures. Ce genre de bactérie dégrade un large éventail de composés
xénobiotiques (généralement trés stables et toxiques) de diverses structures: composés
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aliphatiques et aromatiques, composes halogénés et oxygénés, nitriles, et notamment des
pesticides comme la cyperméthrine [104, 105].

Dans une étude rapportée par Akbar et son équipe [103], plusieurs souches degradant la
cyperméthrine et capables de I’utiliser comme seule source de carbone furent isolées a partir
d’un sol traité durant 10 ans avec des pesticides pyréthrinoides dont la cyperméthrine parmi
elles un isolat appartenant au genre Rhodococcus (Rhodococcus sp. JCm5). Durant cette
étude, cette souche a démontré une tres grande capacité de biodégradation de la
cyperméthrine en comparaison aux autres isolats. En effet, le pourcentage d’élimination était
de 84,8% de la cyperméthrine en 8 jours dans un milieu minéral. La dégradation de la
cyperméthrine était compléte au bout de 10 jours avec un taux de deégradation de
9,6 mg.L™.jours™ et cela dans un milieu minéral contenant la cyperméthrine comme unique
source de carbone. Ce micro-organisme s’est avéré aussi capable de métaboliser des
pesticides de structures différentesd une concentration de 100 mg.L™: il s’agissait du
carbofuran dégradé a 32%, du chlorpyrifos dégradé a 47,3%, ainsi que d’autres pesticides
pyréthrinoides dont la bifenthrine, la deltaméthrine et la A- cyhalothrine avec différents
pourcentages d’élimination et des métabolites comme le 3-PBA et le catéchol avec des taux
de dégradation élevés.

En réalisant des essais de biodégradation dans un sol microbiologiquement actif, Akbar et
son équipe ont observé un taux d’élimination de la cyperméthrine (200 mg.kg —* de sol) de 96
et 100% au bout de 35 et 42 jours, respectivement, dans un sol inoculé par Rhodococcus sp.
JCm5. La constante de vitesse était de 0,0807 Jours™ suivant une cinétique d’ordre 1 avec un
temps de demi-vie de 8,6 jours. Le taux moyen de dégradation de la cyperméthrine était de
4,6 mg.kg . Ces résultats démontrent efficacité de la souche isolée & métaboliser la
cyperméthrine [103].

Cette polyvalence dans la dégradation de substrats de structures différentes et notamment
les pesticides, en plus de leur capacité a se développer et a s’adapter a des conditions
environnementales extrémes (milieu limité en oxygene et en nutriments, environnement
hautement pollué) fait des Rhodococcus des agents prometteurs dans la dégradation naturelle
des contaminants récalcitrants et la bioremédiation des écosystémes pollués [104].

Les Micrococcus sont généralement retrouvés sur la peau des mammiféres. Les
Micrococcus sont également retrouvées dans 1’environnement qui est considéré comme
source secondaire de ces bactéries ou elles s’y trouvent en petites population de micrococci.

Ainsi, elles sont présentes dans le sol, la poussiere, ’air, les plantes, I’eau douce et 1’eau de
mer [106].

Des bactéries isolées de I’environnement (sol et boues activées) appartenant au genre
Micrococcus ont montré leur capacité a assimiler et a détoxifier par la méme occasion des
pesticides de la famille des pyréthrinoides, mais également de la famille des carbamates, ainsi
que d’autres polluants inorganiques.

Lors d’une étude réalisée par Tallur et al., une souche bactérienne capable de dégrader la
cyperméthrine fut isolée a partir d’un sol contaminé par des pesticides et a été identifice
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comme appartenant au genre Micrococcus. Cette bactérie a permis la détoxification et la
minéralisation complete de la cyperméthrine. Ce méme organisme s’est également révélé
capable d’utiliser la deltaméthrine, le fenvalérate et la perméthrine comme substrat de
croissance. Une seconde étude a été réalisée par le méme auteur afin d’évaluer I’efficacité de
biodégradation de la cyperméthrine par cette souche bactérienne qui cette fois-ci était
immobilisée dans différentes matrices: l'alginate de sodium (SA), I'agar, le polyacrylamide et
la mousse de polyuréthane (PUF). De meilleurs résultats de biodégradation ont été obtenus a
partir des cellules immobilisées de cette souche microbienne dans diverses matrices en
comparaison avec les cellules en suspension libre et cela méme a des concentrations élevées
de cyperméthrine (20 mM). Cette méthode peut étre utilisée pour dépolluer I’eau contaminée
par la cyperméthrine [81, 107].

Une autre souche de Micrococcus isolée a partir de la terre d’un jardin dans une étude
menée par Doddamani et al., s’est révélée capable de dégrader un autre pesticide : le carbaryl
de la famille des carbamates en 1’utilisant comme Seule source de carbone. Cette souche fut
¢galement capable d’assimiler d’autres composés aromatiques issus de la dégradation du
carbaryl [108].

Dans la présente étude, des bactéries sélectionnees comme étant en mesure de dégrader la
cyperméthrine mais dont I’identification par le biais des tests biochimiques miniaturisés
(galerie API) n’a malheureusement pas pu se faire, sont soupgonnées d’appartenir aux genres
Sphingobium, Acinetobacter et Neisseria.

De méme que pour les bactéries du genre Sphingobium, les Acinetobacter se trouvent
naturellement dans le sol, I’eau et les eaux usées. Les Sphingobium sont également retrouvées

dans les décharges d’hydrocarbures, les sédiments des riviéres, la rhizosphere des plantes, etc.
[101, 102].

Des especes de Sphingobium sont impliquées dans la biodégradation de polluants
récalcitrants comme le lindane, le naphtaléne, le toluéne, 1I’anthracéne, etc.[109].

Dans une étude portant sur la biodégradation des pyréthrinoides, une souche Sphingobium
sp. JZ-2 s’est montrée capable de dégrader divers composés aromatiques et notamment des
pyréthrinoides plus au moins efficacement. Cet isolat a pu dégrader la cyperméthrine et la
perméthrine & environ 80% a partir d’une concentration initiale de 50 mg.L™ et cela aprés 5
jours d’incubation. Il a démontré son efficacité pour métaboliser la fenpropathrine (éliminée a
100%). Cependant, 1’élimination d’autres pyréthrinoides (le fenvalérate, la deltaméthrine, la
cyhalothrine et surtout de la bifenthrine) s’est déroulée plus lentement et cela dans les mémes
conditions d’incubation. Sphingobium sp. JZ-2 s’est révélée compétente pour metaboliser
certains composés aromatiques comme le 3-phénoxybenzaldehyde, le 3-phénoxybenzoate, le
phenol, le catéchol et le protocatéchuate [110].

Dans une autre étude, une souche de Sphingobium (Sphingobium sp. JQL4-5) a pu
dégrader la cyperméthrine (présente & une concentration initiale de 100 mg.L™) & 36,5% en
48h d’incubation. Néanmoins, ce taux d’élimination demeure faible, en comparaison aux
résultats obtenus lors de la dégradation d’autres pyréthrinoides ou cette souche dégrada plus
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de 90% de la fenpropathrine, de la béta-cyperméthrine et du fenvalérate dans les mémes
conditions [111].

Une souche d’Acinetobacter (Acinetobacter calcoaceticus MCmb5) isolée d’un sol
agricole s’est révélée trés efficace pour décomposer la cyperméthrine ; 84,7% de la
cyperméthirne (100 mg.L™) fut éliminée aprés 10 jours d’incubation. La biodégradation de la
cyperméthrine (200 mg.kg™) dans un sol stérilisé et inoculé avec Acinetobacter calcoaceticus
MCmb5 fut plus élevée en comparaison avec les résultats de biodégradation obtenus avec la
communité indigene du sol (non stérilisé et sans apport d’inoculum) avec un temps de demi-
vie de 17,07 jours, une constante de vitesse de 0,0068 jours™ et un taux d’élimination de 4,27
mg.kgjours™ [5].

D’autres bactéries ont démontré qu’elles étaient en mesures de décomposer la
cyperméthrine comme: Pseudomonas, Serratia, Alcaligenes, Bacillus, Escherichia,
Corynebacterium, Catellibacterium, Achromobacter [72, 86, 87, 112].

Dans la limite des recherches effectuées dans la littérature, aucune souche appartenant au
genre Neisseria n’est impliquée dans la biodégradation de la cyperméthrine. Les Neisseria
sont généralement présentes chez les humains au niveau des muqueuses. Chez les animaux,
elles sont retrouvées dans les muqueuses de I'oropharynx qui est leur principal habitat [102].

Dans cette étude, les micro-organismes sélectionnés utiliserent la cyperméthrine comme
unique substrat de croissance (comme unique source de carbone ou comme unigue source
d’azote) et cela méme pour des concentrations élevées de cyperméthrine dans le milieu. En
effet, la concentration de la cyperméthrine dans le milieu de culture durant la période de
sélection fut augmentée progressivement d’une concentration de 0,2 a 2 g.L'l. Dans une étude
portant sur la dégradation de la cyperméthrine par la souche Catellibacterium sp., la
biodégradation de la cyperméthrine s’est trouvée limitée par [’augmentation de la
concentration initiale de la cyperméthrine, avec des taux de dégradation inférieurs a 70 %,
aprés 7 jours d'incubation pour des concentrations initiales de 500 et 600 mg.L™,
respectivement. A de faibles concentrations (50-200 mg.L™), la cyperméthrine a été éliminée
avec des pourcentages atteignant 90% pour des concentrations inférieurs & 100 mg.L™ [112].
Néanmoins, les souches sélectionnées dans le cadre de ce travail sont parvenues a tolérer des
concentrations relativement élevée de cyperméthrine.

Parmi les métabolites les plus couramment identifiés lors de la dégradation microbienne
de la cyperméthrine nous pouvons citer: [I’acide 3-phénoxybenzoique, le 3-
phénoxybenzaldéhyde, le catéchol, le phénol, etc. L’identification des produits intermédiaires
et finaux ainsi que leur suivi tout au long du processus de décomposition par un ou par
plusieurs micro-organismes (consortium) est primordial. En effet, I’accumulation de certains
métabolites comme le 3-phenoxybenzaldehyde, si celui-ci n’est pas rapidement métabolisé
par le micro-organisme en question, risque d’anéantir la culture a cause de ses propriétés
antimicrobiennes et d’ainsi limiter la biodégradation de la cyperméthrine [81, 87, 92, 112]. De
plus, I'utilisation d’un consortium de bactéries (cultures mixtes) dans des essais de
biodégradation permet d’améliorer fortement son efficacité comme dans le cas de I’utilisation
d’une co-culture composée de Bacillus cereus ZH-3 et Streptomyces aureus HP-S-01
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permettant 1’¢limination de la cyperméthrine et cela dans une large gamme de température et
de pH. L’addition de sources de carbone supplémentaires a cette co-culture a permis de
stimuler la croissance d’une part et d’améliorer le taux d’élimination d’autre part en

comparaison avec la co-culture utilisant la cyperméthrine comme unique source de carbone
[92].
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Conclusion générale

Aujourd’hui, le danger que représente les pesticides sur la santé et I’environnement est
incontestable. Plusieurs solutions ont été proposées afin de les remplacer ou du moins en
réduire ’utilisation dans le domaine de 1’agriculture. Malheureusement, malgré les efforts
déployés, leur utilisation est toujours d’actualité a 1’échelle mondiale pour satisfaire les
besoins croissants des populations et garantir une securité alimentaire. Afin de palier a ces
problémes, la recherche d’une technique permettant d’¢liminer les pesticides tout en
préservant 1’écosystéme se trouve étre la meilleure solution. Pour les pesticides de nature
organique, la bioremédiation est un choix des plus judicieux de par son co(t mais également
son respect de la nature. Afin de garantir sa mise en place et son efficacité, I’identification de
germes capables de décomposer ces polluants est primordiale.

Dans ce present travail, un isolement et une sélection de souches microbiennes capables
de biodégrader la cyperméthrine ont été réalisées. Au final, 19 isolats ont été purifiés. Deux
souches microbiennes (parmi elles Rhodococcus sp.) I’utiliserent comme unique source
d’azote et huit souches (parmi elles Micrococcus sp.) 1’utiliserent comme unique source de
carbone.

Etant donné que ces souches sont en mesure de métaboliser la cyperméthrine, elles
peuvent étre utilisées dans le cadre de la bioremédiation des sols et des eaux contaminés par
ce polluant. Dans cette perspective, des études complémentaires sont nécessaires avant
d’entamer des essais de bioremédiation. Elles sont résumées en ce qui suit :

> ldentification génomique des bactéries par le biais du séquencage de I’ARN 16S.

> Détermination des conditions optimales de dégradation pour chacune des souches
sélectionnées, ainsi que le taux de dégradation dans ces conditions.

» Etude de I’influence de la concentration de la cyperméthrine sur la biodégradation du
pesticide.

» Evaluation de I’efficacité de la biodégradation de la cyperméthrine pour chacune des
souches isolées séparément. Ensuite, 1’évaluer en présence d’une culture mixte
constituée d’un consortium des souches sélectionnées dans un milieu liquide ou dans
un sol contaminé par la cyperméthrine.

> ldentification des produits intermédiaires et finaux formés lors de la biodégradation du
pesticide et proposer une voie de biodégradation pour chacune des souches.

> Extraction et identification des enzymes responsables de la dégradation de la
cypermeéthrine.

» Evaluation de la capacité de ces isolats a dégrader d’autres pesticides pyréthrinoides.

» Addition de sources nutritionnels (source de carbone) en plus de la cyperméthrine et
évaluer leur influence sur la biodégradation.

» Immobilisation des souches obtenues dans des matrices et évaluer son influence sur
les performances de biodégradation de la cyperméthrine dans une eau ou un sol
contamine.
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