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Abstract

The aim of this work is to isolate and identify microbial strains resulting from an extraction of
activated sludge from the Baraki Sewage Treatment Plant, which could degrade and
metabolize an oraganobromed which is the deltametrin. For this purpose, two liquid culture
media have been prepared for the selection of microbial strains that could use the pesticide as
the only source of carbon or as the sole source of nitrogen. Handling was performed at
ambient temperature (22°C+2°C) and stirring for 38 days. The results obtained from the
selection and identification of three bacterial strains (Myroids / Chryseobacterium
indologenes and Burkholderia cepacia) using deltamethrin as sole source of carbon and
(Aeromonas salmonicida ssp salmonicida) as the only nitrogen source. In addition, the results
highlight a non-fermenting strain that uses deltamethrin as sole source of nitrogen but whose
identification was not possible with the identification method used.

Key words: biodegradation, Isolation, bacteria, activated sludge, deltamethrin, Myroids /
Chryseobacterium indologenes, Burkholderia cepacia, Aeromonas salmonicida ssp
salmonicida.

Résumé

Le but de ce travail, est d°isoler et identifier des souches microbiennes issus d’un prélévement
des boues activées de la station d’épuration de Baraki, susceptibles de dégrader et metaboliser
un oraganobromine qui est la deltamétrine. Pour cela, deux milieux de culture liquides ont été
prépares permettant de la sélection des souches microbiennes susceptibles d’utiliser le
pesticide comme unique source de carbone ou bien comme unique source d'azote. La
manipulation a été faite a une température ambiante (22°C£2°C) et sous agitation pendant 38
jours. Les résultats obtenus par la sélection et 1’identification sont trois souches bactériennes
(Myroides/Chryseobacterium indologenes et Burkholderia cepacia) utilisant la deltaméthrine
comme unique source de carbone et (Aeromonas salmonicida ssp salmonicida) comme
unique source d’azote. De plus, les résultats misent en évidence d’une souche Non-fermenter
spp qui utilise la deltaméthrine comme unique source d’azote mais dont I’identification n’a
pas été possible avec la méthode d’identification utilisée.

Mots clés: biodegradation, Isolement, bactéries, boues activées, deltaméthrine,
Myroides/Chryseobacterium indologenes, Burkholderia cepacia, Aeromonas salmonicida ssp
salmonicida.
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INTRODUCTION



Au fil des ans, le monde a été témoin d'un immense développement industriel et
technologique ou plusieurs domaines ont bénéficié des services de la science, le domaine

agricole prend sa part de développement.

Plusieurs activités humaines ont mené a l'apparition de plusieurs produits chimiques
dans le champ industriel et productif, citant comme titre d’exemples : les détergents, les
hydrocarbures, les pesticides, les cosmétiques, les médicaments, les plastifiants, les engrais,
les colorants, les intermédiaires de synthése, les produits phytosanitaires, les farines animales,
les” OGM, etc.

Effectivement, en agriculture, depuis plusieurs décennies et jusqu’aujourd’hui, des
pesticides sont utilisés afin d’augmenter la production agricole et lutter contre des organismes
considérés comme nuisibles.Néanmoins, diverses activités industrielles et agricoles
augmentent la pollution environnementale, menacgant la santé humaine et endommageant
plusieurs systemes biologiques, notamment dans les sols et les milieux aquatiques par ses

effets toxiques.

Les insecticides pyréthrinoides synthétiques (SP) sont 1’un des pesticides les plus
couramment utilisés dans le monde. lls sont largement utilisés dans la lutte contre les
ravageurs des cultures, de la santé animale et des jardins et des maisons [1]. Cependant, avec
I'utilisation croissante des pyréthrinoides au cours des dernieres décennies, les résidus de ces

pesticides sont actuellement parmi les plus dominants dans les produits agricoles [2].

Les pesticides sont également I’un des principaux problémes environnementaux
associés aux activités industrielles et agricoles en raison de leur effet de contamination des

eaux. Ce qui rend leur élimination des médias environnementaux une nécessité urgente [3].

Pour cela, il existe de nombreuses techniques pour traiter les eaux chargé en
pesticides. Il s’agit généralement de traitements chimiques (procédés d’oxydation variés) ou
physiques (la photolyse par les rayons ultraviolets, la nanofiltration et adsorption sur charbon
actif) [4, 5, 6]. Ces techniques sont relativement cofiteuses, trés peu mise en ceuvre et des
alternatives moins onéreuses ont été imaginées. Les traitements biologiques, particuliérement,
répondent a cette contrainte ; ils sont souvent simples a manipuler, moins et bon marché. Ce
type de traitement entraine la consommation par biodégradation ou mineéralisation des
substances polluantes toute en utilisant une biomasse capable de dégrader et utiliser le

pesticide comme source nutritive. La biodégradation des pesticides en aérobiose a été
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largement étudiée. Cette biodégradation est basée sur [utilisation de ces composés
essentiellement comme source de carbone et d’énergie, et ce, aussi bien par des cultures

microbiennes mixtes que pures.

Dans ce contexte, nous avons entrepris un isolement et une identification des souches
microbiennes issus d’un prélévement des boues activées de la station d’épuration de Baraki,
impliquées dans la biodégradation d’organobromés trés largement utilisés en Algérie : la

deltaméthrine.
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PARTIE
THEORIQUE



Chapitre 1
LES PESTICIDES



1. Les pesticides

1.1. Définition
L’origine de terme pesticide est anglais, telle que le mot « pest » désigne toute espece

nuisible d’origine animal ou végétal aux activités humaines « Ravageurs », et la terminaison «
cide » indique qu’il a pour fonction de tuer les étres vivant [7].

Les pesticides aussi appelés produit phytosanitaire, produit phytopharmaceutique ou
produit de traitement. Ils sont définit comme toute substance destinée a repousser, détruire ou
combattre les ravageurs et les especes indésirables de plantes, d’animaux, des champignons
ou encore des bactéries causant des dommages pendant la production, la transformation, le
stockage, le transport ou la commercialisation des denrées alimentaires [8, 9].

En général, un produit phytosanitaire est une préparation constituée d’une ou plusieurs
matieres actives responsables de [’action pesticide, auxquelles sont ajoutées d'autres
substances telles que des solvants, des tensioactifs, des antimoussants. Ces adjuvants n’ont
pas d’activité biologique et servent a améliorer ’efficacité des pesticides et a faciliter leur

emploi [10].

1.2. Historiques
Les pesticides sont une tres ancienne invention. En fait, I'utilisation des pesticides

existe depuis mille ans lorsque les Sumériens, les Grecs et les Romains ont essayé de lutter
contre les ravageurs en utilisant divers composés tels que le soufre (utilisé en Grece antique
10000 ans avant J.C), le mercure, l'arsenic, le cuivre ou les extraits de plantes [11,12].

La protection des plantes est devenue importante au cours de X1Xe siécle, voir
la croissance démographique continue et la nécessité de nourrir cette population, ainsi
’apparition des graves épidémies: le mildiou de la pomme de terre, I’oidium de la vigne et le
blackrot,...etc [13].

Une apparition de pesticides synthétiques a commencé principalement aprés la
Seconde Guerre mondiale avec l'introduction du DDT (Dichlorodiphényltrichloroéthane),
BHC (hexachlorure de benzéne), aldrine, dieldrine, endrine et 2,4-D (acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique). Ces nouveaux produits chimiques devenue trés populaire de fait
qu’ils étaient peu colteux, efficaces et faciles a utiliser, mais ils sont aujourd’hui interdites a
cause de leurs impacts sur ’environnement et les étres vivants [13, 11].

Le tableau 1 résume I’évolution de 1’utilisation des fongicides herbicides et insecticides

depuis le début du siecle dernier.
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Tableau 1 : Historique de I’évolution des trois plus grandes classes des Pesticides de 1900 a

2000 [14].

HERBICIDES FONGICIDES INSECTICIDES
Avant 1900 | Sulfate de cuivre Soufre Nicotine

Sulfate de fer Sels de cuivre
1900-1920 | Acide sulfurique ' ¢ Sels d’arsenic
19201940 | Coloranfs nifrés  : ¢

Vi
1940-1950 | Phytohormones... Organochlorés ¢ ¢
: Organophosphorésy

Triazines, Dithiocarbamates: ¢ carbamates .
1950-1960 | urées substituées phtalimides :

carbamates
1960-1970 | Dipyridyles, benzimidazoles

tolnidines... ‘

Amino-phophonates : Triazoles .1 | Pyréthrinoides

Propionaﬁes... | Dicarboximides : ' | Benzoyl-urées
1970 - 1980 Amides, i (régulateurs de

phosphites Croissance)
morholines
1980-1990 | Sulfonyl urées...
1990 - 2000 . | Phenylpyrroles : :: % i
YyyYvVyyy |strobilurines  yyyyy yYYy

1.3. Utilité des pesticides
L’avantage le plus considérable de I’utilisation des pesticides est le gain trés important

sur les rendements des cultures. Pour les agriculteurs, ’utilisation de ces produits est un gain
de temps et d’argent non négligeable, et aussi économique, par exemple : I'utilisation d’un
herbicide permet de désherber en quelque heure d’application, ce que I’homme mettrait
plusieurs jours a faire mécaniquement [15].

Les pesticides ont également des avantages esthétiques, les consommateurs
privilégiant les fruits et Iégumes sans défauts. Au niveau de la santé humaine, les insecticides
sont des outils tres importants de la lutte contre certains vecteurs de maladies comme le
paludisme [11].

De plus ils sont utilises pour protéger les réserves alimentaires contre les parasites et

limiter les irrégularités de production agricole [16].

1.4. Classe des pesticides
Les substances actives sont classées selon la nature de la cible visée. et selon la nature

chimique de la principale substance active [13].
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14.1 Classification selon la nature de I’organisme ciblé
Plusieurs catégories de pesticides selon les organismes vivants visés, dont les principales sont

consignées dans le tableau suivant (tableau 2)

Tableau 2 : classification des pesticides selon le cible visée [17]

pesticide

utilisation

exemple

Les insecticides

utilisés contre les insectes nuisibles

Dichlorodiphényltrichloroéthane

déltamethrine.

Les fongicides

utilisés contre les champignons
phytopathogénes ou vecteurs de
mycoses

animales ou humaines.

Moncozebe, hexaconazol,
chlorothalonil

Les herbicides

qui détruisent les plantes adventices des
cultures et, de facon plus générale, toute
veégétation jugée indésirable.

2-4D, glyphosate

Les acaricides

qui détruisent les acariens.

Abamectine, nicotine

Les nématicides

employés contre les nématodes
phytoparasites.

Bromomethane, chloropicrine

Les
molluscicides

ou hélicides qui détruisent les
gastéropodes.

Methiocarbe, mercaptodiméthur

Les rodenticides

qui tuent les rongeurs comme les rats

Warfarine, phosphure de zinc

Les avicides

destinés a éliminer les oiseaux
ravageurs.

strychnine

1.4.2 Classification selon la structure chimique de la substance active
Les pesticides peuvent également étre classés en fonction de la famille chimique a

laquelle appartiennent les substances actives.

C’est I'un des classification les plus utilisée, ce qui permet de regrouper les pesticides

de facon uniforme et scientifique et établir une corrélation entre structure, activité, toxicité et

mécanismes de dégradation entre autres. Le tableau 3 montre les pesticides les plus

importants selon leur composition chimique

Tableau 3 : Classification de certaines pesticides en fonction de leur composition chimique

[18].
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Groupe

composition principale

Exemple

Organochlorés

Les atomes de carbone, le chlore, I'nydrogen
et parfois I'oxygene.
IIs sont apolaires et lipophile

LINDANE (v-HCH)

S
/N
on— \>—O|I|=(OCH3)2
. \N—/
Possede un atome de phosphore central dans
la molécule.
En ce qui concerne les organochloreés, ces METHYL PARATHION
Organophosphate Composés
sont plus stables et moins toxiques dans 0
I'environnement. I
L'organophosphate peut étre aliphatiques,|  CI,c =CHOP(OCH,),
cycliques et hétérocycliques.
DICHLORVOS
0
Structure chimique basée sur une plante
Carbamates alcaloide Physostigma venenosum. H
H” o

ACIDE CARBAMIQUE

Pyréthrinoides

Des composes similaires aux pyréthrines
synthétiques
(alcaloides obtenus a partir de pétales de
Chysanthemun cinerariefolium).

o

3
»

e
%

PYRETHRINES

Organotine

Présence d'organoétain de I'étain
en tant qu'atome central de
la molécule.

PLICTRAN
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Ils ont un atome de soufre dans la molécule,

Organosulfure tres toxique pour les acariens ou les insectes S
-
T
OVEX
o
IIs sont reconnus par la présence /NJ O
Dinitrophénols de deux groupes nitro (NOZ2) liés ° \“/ s
a un noyau phénolique ~—
-O/NI%O
L'ACIDE 2,4-

DINITROPHENOL

Dérivés de l'urée

Les composés dérivés d'urée qui
comprennent
I'urée liés a des composés aromatiques.

/ \
W

7
cw—(( B %NHCON(CHQQ

=

naphtoquinones.

Cl
DIURON
cl
o . I8
Des dérivés de triazines,detalimides, de N“ "N
Composition carboxyamides,de trichloroacétiques et ~ /‘
diverse d'acides trichloropicoliniques,guanidines et|  CH,CHNH N NHCH(CH,),

ATRAZINE

e Les pesticides inorganiques :

Ce sont des éléments chimiques qui ne se dégradent pas. Leur utilisation entraine

souvent de graves effets toxicologiques sur I’environnement par accumulation dans le sol (Le

plomb, I’arsenic et le mercure sont fort toxiques)[19].

e Les Biopesticides :

Ce sont des substances dérivées de plantes et d’animaux. Elles peuvent étre

constituéesd’organismes tels que les moisissures, les bactéries, les virus, les nématodes,

composéschimiques drivés de plantes et phéromones d’insectes [19].
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1.5. Le commerce des pesticides

1.5.1 Mondialement
L’utilisation des pesticides dans le monde par région et par catégorie est montrée dans

la figurel
Par catégorie du produit Par région du monde
M Asie
H Amérique du
M fongicides Nord
M insecticides i Europe
M divers
M herbicides WAfTHe
M Amérique
Latine

Figure 1 : Utilisation des pesticides dans le monde [20]

1.5.2 EnPAlgérie
Le marché Algérien en pesticides ne cesse pas d’augmenter ; mais au cours des années

2007, 2008 et 2009 il a su une augmentation au terme de quantité importé. En 2009 1’ Algérie
a importé 67millions USD de pesticides et en 2008, 77 millions USD contre 49,4 millions
USD en 2007 [21], ce que la figure 2 récapitule.

Cout des pesticide

importées en millions USD
90

80 /\
70
—
60 /
50 /

40
30
20
10

0 T T T T T 1 An nées
2006,5 2007 2007,5 2008 2008,5 2009 2009,5

Figure 2 : Cout des pesticides importés en Algérie de 2007 a 2009
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1.1. Devenir des pesticides dans l’environnement
La connaissance du devenir des pesticides dans I’environnement est nécessaire a

toutes estimations de leurs risques sur I’environnement et les étres vivants. D’ailleurs, que
0,3% des pesticides épandues atteignent le ravageur visé, tandis que 99,7% se dispersent dans
I'environnement. Le devenir de ces toxiques, une fois introduits dans le milieu, est
pratiqguement incontrolable.

Leur comportement va conditionner leur persistance et leur dispersion vers d'autres
compartiments de I'environnement (Figure 3). Plusieurs mécanismes gouvernent ce devenir,
ils peuvent se classer en trois types : la rétention dans le sol, la dégradation (abiotique et
biotique)et la dissipation[22, 23, 24].

Vent w2 ATMOSPHERE

Transport local ou & v

longue distance . AL ¢ - ‘J____';-...\_:‘
Dégradation o= "'?3 Pri e . = T, Neuide S
T photochimique Fet = e,
T~—=3 (hy,OH_NO,, . Pv P 2 e
0,) 4 hcsu
Application dérive e
de pesticides / ;--j’ PP 11
i o Précipitations
epot humid
‘ Volatilisation depuis Déposition (depo: ; <)
la phase aqueuse (H) bt

Volatilisation depuis
les sols (Pv, solubilité, H?)

A A A
B AN

AdA

: Photodégradation
en solution

- Hydrolyse
- Réoctieon en phaze aqueuse
sol (}/

Figure 3 : Devenir des pesticides dans I’environnement [25]

1.6.1 La rétention des pesticides
L'adsorption est la raison principale de la rétention de pesticides dans les sols, qui

est le passage d'un soluté contenant dans une phase aqueuse a la surface d'un adsorbant
solide [26]. Les adsorbants solides sont les divers constituants du sol. Les propriétés des
pesticides et des adsorbants vont envisageables plusieurs mécanismes d'adsorption: les
liaisons d'hydrogene, les interactions avec des cations métalliques les échanges ioniques,
les interactions polaires et le transfert de charge [27].Comme les constituants du sol
contiennent des groupes polaires et ionisables, I'adsorption des pesticides possédant des

groupes polaires et non polaires peut impliquer plusieurs de ces mécanismes [28].
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1.6.2 La dégradation des pesticides
La dégradation des pesticides est un processus de transformation de pesticide en une
substance bénigne qui est compatible avec I'environnement a I'emplacement auquel il a été
appliqué [29]. Elle résulte de I'action du milieu naturel sur la matiere active de la formulation
chimique [30]. La réactivité des pesticides dans l'environnement vis-a-vis des processus
abiotique ou biotique est la condition sa persistance [31].

Dégradation abiotique

La dégradation abiotique concerne les réactions qui se déroulent dans la solution du
sol ou sur la surface des colloides. Elle s'effectue dans I'eau par des réactions d'hydrolyse ou
sur le sol sous I'effet des rayons solaires (réactions photochimique) . La dégradation abiotique
contribue a la perte du pouvoir biocide spécifique de la matiére active et a I’introduction dans
le milieu de nouvelles structures chimiques [31, 32].

Parmi les méthodes utilisées pour le traitement abiotique des pesticides, citant :
I’adsorption sur charbon actif en grain (CAG), 1’adsorption sur charbon actif en poudre

(CAP), I’0ozonation, la nanofiltration et la photodégradation.

Dégradation biotique (La biodégradation)

La dégradation biotique est une opération ou des micro-organismes intervient afin de
décomposer les matieres organiques tels que les bactéries et les algues. Elle est liée a 1’activité
enzymatique des micro-organismes dans le sol. Une teneur en matiére organique élevée, une
bonne aération du sol ainsi que 1’humidité favorise le développement des microorganismes et
donc accélérent ce processus [33].

Parmi les altérations biotiques, deux situations se différencient : la minéralisation,
c’est le cas ou le pesticide est dégradé en produits inorganiques (CO2, H20, ClI-, etc.), et la
biotransformation, qui est une dégradation partiel des pesticides en molécules organiques
[34].

1.6.3 Ladissipation des pesticides

La dissipation permet de déterminer la durée de résidence des pesticides (dont
dépendent en grande partie leurs effets biologiques) ainsi que le potentiel de pollution de 1’air
et des eaux. Il y a trois types principaux de dissipation : dissipation par dispersion, dissipation
par formation de résidus non extractibles, et dissipation et prélevement par les plantes [35].
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-Dissipation par dispersion

Les pesticides sont susceptibles d'étre soumis au processus de volatilisation, de
lessivage et du ruissélement. La volatilisation est le processus par lequel un composé
s’évapore vers I’atmosphére, et le lessivage est le processus de transfert des solutés en
profondeur jusqu’aux nappes d’eaux souterraines tandis que le ruissélement concerne le

transfert vers les eaux de surface [36].

-Dissipation par formation de résidus non extractibles:
Ce type de dissipation correspond aux résidus liés aux constituants du sol par des

liaisons stables et qui sont devenus des résidus liés ou résidus non extractibles [37].

-Dissipation et prélévement par les plantes
La disponibilité des résidus, 1’accessibilité, la solubilit¢ dans I’eau et les constituants

lipidiques racinaires et encore les parametres définissant I’activité biologique de la plante
(capacité d’absorption, température et humidité), sont des condition a vérifiée pour que le

prélévement par la plante soit possible [37].

1.2. La biodégradation

Définition

L'ITUPAC (Union internationale de chimie pure et appliquée) a définit la
biodégradation par la décomposition d'une substance catalysée par des enzymes in vitro ou in
vivo "[38].

La dégradation biologique des composés chimiques dans I'environnement est une voie
importante pour leur élimination. La biodégradation des pesticides, est souvent complexe et
implique une série de réactions biochimiques.

Les microorganismes impligués dans la biodégradation des pesticides

Les systéemes biologiques, comme les micro-organismes, ont été utilisées pour
biotransformer des pesticides (Tableau 4). Le sol peut développer rapidement la capacité de
dégrader certains pesticides, quand ils sont continuellement appliqués au sol. Ces produits
chimiques constituent la source de carbone et d'électrons donneurs appropriés pour certains
micro-organismes du sol, établissant un moyen pour le traitement de sites contaminés par des
pesticides [39, 40].

Les micro-organismes isolés qui sont capables de dégrader les pesticides, peuvent étre

utilisés pour la bioremédiation d'autres composés chimiques [41]. Toutefois, la transformation
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de ces composés dépend non seulement de la présence de microorganismes appropriés avec
des enzymes dégradantes, mais également d'une large gamme de paramétres
environnementaux [42]. En outre, certains aspects physiologiques, écologiques, biochimiques
et moléculaires jouent un réle important dans la transformation microbienne des polluants
[43, 44].

Le progrés dans la biotechnologie de biodégradation s'appuie sur la microbiologie
environnementale et la géochimie analytique. Les outils d'analyses moléculaires (séquencage
de I'ADN des microorganismes), nous ont permis d’approfondir nos connaissances sur les
micro-organismes et les mécanismes de la biodégradation [45].

Tableau 4 : Quelques exemples de microorganismes impliqués dans la dégradation des
pesticides[46].

Pesticides | Micro-organismes

* Arthrobacter.
Mycobacterium.Flavobacterium,
Pseudomonas.

* Phanerochaetechrysosporium

Pentachlorophenol(PCP)
Conservateur du bois, biocide agricole et
industriel

* S-triazines * Rhodococcus,
+ Dérivés azotés hétérocycliques. herbicides dont klebsiella.pseudomonas.Acinetobacter
meétribuzine Cunninghamellaechinulata.

.

Carbamates,

Esters d'acide carbamique.

N-substitué (mméthyle carbates,
thiocarbatesphénylcarbamates et dithiocarbates).

.

* Pseudomonas, Achromobacter

Organophosphorés,

(parathion, méthyl parathion.diazinon :
fenitrothion : couphamos. gliocladium, virens
malathion), pesticides agricoles

* Pseudomonas. Flavobacterium

Les mécanismes de la biodégradation

Les micro-organismes ont la capacité d'interagir chimiquement et physiquement avec
des substances, conduisant a des changements structurels ou a la dégradation compléte de la
molécule cible. Les bactéries, les champignons et les actinomycétes sont les principaux
microorganismes dégradant les pesticides [47]. Les champignons transforment généralement
les pesticides et les rend non toxique en introduisant des changements structurels mineurs a la
molécule. Les pesticides biotransformés sont libérés dans I'environnement, ou il sont

susceptible d’étre degradé par des bactéries [48].

Les micro-organismes peuvent étre impliqués dans la dégradation des pesticides selon

trois principaux mécanismes d’action (Figure 4) :
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*Le métabolisme direct qui fait des pesticides une source d’énergie utilisée pour leur

croissance.

*Le co-métabolisme : il induit une transformation chimique des pesticides sans que ceux-ci ne

servent de source d’énergie.

*La conjugaison : ce sont des réactions chimiques catalysées par des enzymes exocellulaires,

entre les pesticides eux-mémes ou avec d’autres molécules présentes dans la solution du sol.

METABOLISME CO-METABOLISME

B Substrat organique
Sl Ex. glucose

\ Métabolisme
énergétique

Métabolisme
énergétique

microbien microbien

7 Vi ST o)
| / S 2
ﬁooz . 2 ‘\‘ C, N.. / \\\ C... H,O
PRE/ \
Energie X / A 4 )
chimique ~_ _ _ - Energie

"4 Métabolites Métab%)lites chimique

Figure 4 : Schéma simplifié du métabolisme et du co-métabolisme d’un produit
phytosanitaire par les microorganismes.[49]

Les enzymes, généralement intracellulaires catalysent toutes les réactions
chimiques qui rentrent dans le mécanisme de la biodégradation. Les principales reactions
sont la réaction d’hydrolyse, la réaction d’oxydation et la réaction de réduction [50].

Les bactéries et les champignons sont des micro-organismes producteurs
d'enzymes extracellulaires capables de dégrader les pesticides. Cette capacité due a la
production d'enzymes extracellulaires qui agissent sur une large gamme de composés
organiques. Divers bactéries qui dégradent les pesticides ont été isolées et la liste est
encore en expansion. Les trois grandes familles d'enzymes impliquées dans la
dégradation sont les estérases, les glutathion S-transférases (GST) et les cytochromes
P450 [51].

Les réactions générales de chacune de ces classes d'enzymes sont montrées dans
les figures 5, 6, et 7 respectivement.
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Figure 5 : Représentation de la réaction de conjugaison, catalysee par les estérases
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RX + CYS -SH » HX + C|ys —S-R
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GSH Glutathion conjugué

Figure 6 : Représentation de la réaction de conjugaison, catalysée par la glutathion S-
transférase (GST)

Cytochrome P450

CRj
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I R;C-H | 'L :
FeV FelV eV FeV— » Fell + R,C-OH

Figure 7 : Représentation de la réaction de conjugaison, catalysée par les cytochromes P450

L'application des enzymes pour transformer ou dégrader les pesticides est une
méthode de traitement innovante pour éliminer ces produits chimiques dans les milieux
pollués. Les enzymes sont également impliqués dans la dégradation des composés
pesticides, a la fois dans l'organisme cible, grace a des mécanismes de detoxification
intrinséques et une résistance métabolique évoluee, et dans I'environnement, par

I'intermédiaire de la biodégradation par les micro-organismes du sol et de I'eau [52].
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Chapitre 2
LES
PYRETHRINOIDES



2. Les pytrénoide :

2.1 Introduction

Depuis longtemps, Les substances toxiques ayant un pouvoir insecticide ont été
utilisées. D’ailleurs, ¢a fait 2 000 ans, les Chinois utilisaient déja de la poudre de fleurs
séchées, les pyréthres. La Quintinie a découvré les qualités antiparasitaires du tabac en 1690.
Puis a la fin du XVIII' siecle et debut du XIX' siécle, les arsenicaux, les fluorures, le soufre,
sont a leur tour employés [53].

C'est ensuite, avec le développement de la chimie organique, que les insecticides de
synthése sont mis au point, I'exemple le plus connu étant celui de la découverte de la propriété
insecticide du DDT par Muller et Wiesman en 1939. A partir de ce moment-1a, de nombreux
autres composés insecticides sont découverts que I'on regroupe dans les catégories des
organochlorés,  organophosphorés, carbamates, pyréthrinoides de synthése, les
neunicotinoides,Les sulfones et sulfonates,Les formamidines,Les benzoylurées (perturbateurs
de mues). Avec l'apparition de souches résistantes a ces produits, notamment aux composés
organo-phosphorés, ainsi que la connaissance profonde de Il'action toxique des constituants
naturels des pyréthres vont alors déterminer le développement de la grande famille des
pyréthrinoides de synthése [53].

2.2 Les pyréthrines et les pyréthrinoides

Le pyrethre est un mélange naturel de produits chimiques extrait des fleurs de
chrysanthéme. Cette derniére sert a I’extraction d’une poudreinsecticide contenant le pyréthre,
d’ou P’appellation pyréthrinoides. Le pyréthre a été reconnu pour la premiere fois comme
ayant des propriétés insecticides vers 1800 en Asie et était utilisé pour tuer les tiques et divers
insectes tels que les puces et les moustiques. Six produits chimiques individuels ont des
propriétés insecticides actives dans l'extrait de pyréthre, ces composés sont appelés
pyréthrines. Le pyréthre ressemble a une poussiére de couleur beige comme des fleurs
broyées ou un liquide sirupeux comme extrait brut. Les pyréthrines ne sont que légérement
solubles dans I'eau, mais elles se dissolvent dans des solvants organiques tels que I'alcool, les
hydrocarbures chlorés et le kéroséne. Les pyréthrines sont souvent utilisées pour lutter contre
les insectes sur les animaux domestiques ou le bétail. Les pyréthrines sont instables, se
décomposent rapidement dans I'environnement et perdent leur pouvoir toxique a la suite d’un
contact avecl’air ou encore la chaleur et surtout lorsqu'elles sont exposées a la lumiére

naturelle du soleil [54].
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Les pyréthrinoides sont des produits chimiques de synthése dont la structure est
rassemblent a celle des pyréthrines, mais ils sont souvent plus toxiques pour les insectes et les
mammiferes et durent plus longtemps dans I'environnement que les pyréthrines. Les
pyréthrines et les pyréthrinoides sont souvent combinés commercialement avec d'autres
produits chimiques appelés synergistes, qui renforcent I'activité insecticide des pyréthrines et
des pyréthrinoides et empéchent certaines enzymes de les décomposer, augmentant ainsi leur
toxicité [54].Les pyréthrinoides présentent une meilleure stabilité que le pyréthre naturel sous

I’effet de la lumiére et possédent une trés bonne activité insecticide [55].

2.3 Historique

Les pyréthrinoides (pyréthrinoides synthétiques) ont été développés pour la premiere
fois en 1973, Le premier pyréthrinoide (fenvalérate) a été commercialisé en 1978. A I’heure
actuelle, la classe des pyréthrinoides comprend 42 substances actives de structure chimique
ou de composition relative en stéréoisomeres [55].

L’utilisation des pyréthrinoides dans le secteur de santé publique a une grande
importance vu leur innocuité relative pour les humains, leur grande puissance insecticide a
faible dose et leurs effets d'assourdissement rapides [56].

Les pyréthrinoides sont des insecticides tres employés en Afrique sub-saharienne pour
lutter contre la malaria [57]. D’ailleurs ils représentaient 15,1% du marché mondial des
insecticides [58]. Cette large utilisation s'explique par leur grande et rapide efficacité pour les

insectesavec une relative innocuité pour les mammifeéres et les oiseaux [59].

2.4 Structure et activité insecticide

Les pyréthrinoides synthétiques sont historiquement divisés en deux types, selon leur
structure chimique : les composés du type I, dont la molécule ne contient pas le groupement
a-cyane, regroupent les composés suivants : alléthrine, bifenthrine, perméthrine, D-
phénothrine, resméthrine, sumithrine, tefluthrine, tétraméthrine, et qui provoquent
principalement des tremblements. (Syndrome T); et les composés du type Il, dont la
molécule contient le groupement a-cyané, sont représentés par les composés suivants :
cyfluthrine, cyhalothrine, cyperméthrine, deltaméthrine, fenvalérate, fluméthrine, fluvalinate,
tralométhrine, et qui provoquent une choréoathetose et une salivation (syndrome CS) [60].

A noter que les syndromes dépendent du modele animal utilisé. Cependant, Les
composés de type Il sont plus toxiques que ceux du type | et ce en fonction de la durée de
leur mode d’action [61]. Nombreux pyréthrinoides tels que la perméthrine, présentent a la

fois des caracteéristiques T et CS, et parfois ces deux syndromes se combinent [52].
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Figure 8 : - Structures de certains pyréthrinoides synthétiques appartenant aux types | et Il
[62].

Les pyréthrines naturelles sont des esters d'un acide cyclopropanecarboxylique et d'un
alcool cyclopenténolone. Des modifications structurelles de ces fractions ont produit les
divers pyréthrinoides qui sont disponibles comme insecticide dans le commerce. Les fractions
acides des pyréthrines naturelles sont exclusivement dans la configuration 1R trans. Lors de la
préparation des esters a partir des quatre isomeres d’acide chrysanthémique résolus, ceux de
configuration R au cyclopropane C-1 étaient insecticides, alors que les composés 1S

énantiomeres, bien que physiquement identiques, étaient sans activité insecticide [62].

2.5 Mécanisme de toxicité

La toxicité des pyréthrinoides chez les mammiferes est due par des mécanismes
similaires a ceux de l'activité insecticide. La différence marqueée dans la toxicité des
pyréthroides vis-a-vis des insectes (organismes cibles) et des mammiferes est apparemment

due aux différences principalement dans les canaux sodiques sensibles au voltage [62, 63].
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Les pyréthrinoides entravent 1’opération de transport des ions a travers la membrane
des axones nerveux, provoquant une paralysie musculaire chez l'insecte; ce qui fait que la
mort est consecutive a une atteinte du systéme nerveux qui survient quelques minutes apres
I'absorption du pesticide [64, 65]. Les insecticides pyréthrinoides agissent sur les nerfs des
insectes et des animaux supérieurs, induisant une grande perméabilité de transition de sodium
auniveau de la membrane nerveuse pendant l'excitation. Cette action implique des trains
relativement courts d'impulsions nerveuses repétitives dans les fibres nerveuses sensorielles
(afférentes) [66].Les pyréthrinoides de type | (sans groupe alpha-cyano) entrainent une saillie
légere de la perméabilité des canaux sodiques dans la membrane nerveuse, tandis que les
pyréthrinoides de type Il (alpha-cyaniques) entrainent une long prolongation de la
perméabilité au sodium de la membrane nerveuse excité [67, 68]. Les vertébrés sont moins
sensibles aux effets toxiques des pyréthrinoides que les invertébrés et certaines especes a sang
froid sont plus [69].

2.5.1 Effets sur la santé

L'exposition professionnelle aux pyréthrinoides peut survenir par contact cutané et par
inhalation de poussiéres et d'aérosols. Cependant, [l'inhalation est la principale voie
d'exposition chez les travailleurs industriels, la peau est la principale voie d'exposition chez
les travailleurs appliquant les composés dans I'agriculture ou la santé publique [70, 71]. Vers
le début des années 1980, Les pyréthrinoides ont été introduits en Chine, les producteurs de
coton chinois n'étaient pas suffisamment informés du risque sur la santé lié a la manipulation
de ces composés sans prendre de précautions. En conséquence, dans les années 1980, les
épidémies d'intoxication aigué par la deltaméthrine et le fenvalérate sont produites. Apres
1988, aucun cas clinique n'a été signalé provenant d'intoxication par des pyréthrinoides
d'origine professionnelle [56].

L’exposition de la population peut se produire par inhalation, contact cutané avec des
produits, consommation d’aliments contenant des résidus de pyréthrinoides appliqués en tant
que pesticides ou médicaments vétérinaires, ingestion ou consommation accidentelle de
produits pyréthrinoides. Les analyses des échantillons urinairs de la population générale ont
montré des quantités détectables de métabolites de pyréthrinoide dans des études menés dans

I'Union européenne et aux Etats-Unis [72, 73].

2.5.2 Le destin dans le corps
L’¢limination des pyréthrinoides de Il'organisme se fait principalement par
métabolisme puis par excrétion des métabolites dans l'urine et les selles. Le métabolisme

hépatique des pyréthrinoides a une trés grande importance pour la détoxification et,
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enfin,]’excrétion de ces composés. Malgré que les enzymes de microsomes catalysent une
grande partie des réactions de biotransformation et que leur activité enzymatique est
impliquée dans les réactions de conjugaison, les enzymes spécifiques impliquées dans le
métabolisme des pyréthrinoides n'ont pas été identifiées. Par voie métabolique, les adultes et
les enfants ont une capacité de détoxication des composés pyréthrinoides différente [74, 75,
76]. La létalité a été utilisé comme indicateur de toxicité afin d’évaluer la sensibilité¢ aux
pyréthrinoides liée a I'age, les rats &gés de 11 et 21 jours sont plus sensibles & la deltaméthrine
administrée par voie orale que les rats adultes par environ 16 et 7 fois, respectivement [77].
Les pyréthrinoides n’empéchent pas développement morphologique global chez les
animaux. Car certains études ont montré que I'exposition orale répétée de souris néonatales a
des pyréthrinoides sélectionnés pourrait faire une modification de la densité des récepteurs de
neurotransmetteurs cérébraux a I'age adulte et du comportement locomoteur [78, 79, 80].
Etant des composés hydrosolubles, la capacité des métabolites des pyréthrinoides a
traverser la barriere hémato-encéphalique est probablement limitée. Chez les enfants, la
diminution de la production de ces métabolites pourrait entrainer une augmentation de la
distribution de pyréthrinoides non métabolisés dans le systeme nerveux central, ainsi une
possibilité d’une augmentation de la distribution des pyréthrinoides dans le systéme nerveux
central en raison du développement immature de la barriéere hémato-encéphalique. Rarement
le pyréthrinoide non métabolisé est excrété dans l'urine, probablement parce que les composés
de pyréthrinoide sont trés solubles dans les lipides et, en cas ou ils sont filtrés par le
glomérule, ils vont subir une réabsorption rénale importante par diffusion lipidique. Chez les
enfants, si le métabolisme des pyréthrinoides est réduit, 1’excrétion rénale des pyréthrinoides
peut diminuer. La méconnaissance des détails des mécanismes de manipulation rénale des
pyréthroides a rendu difficile la détermination de la maniére dont la fonction des reins
immatures affecte I’excrétion des pyréthroides et de leurs métabolites chez les nouveau-nes et

les jeunes [54].

2.5.3 Interaction avec d’autres produits chimiques

Les reactions de biotransformation catalysées par des enzymes microsomales
éliminent les pyréthrinoides, hors que les enzymes spécifiques impliquées n'été pas
identifiées. Des études sur des animaux de laboratoire révélent que l'inhibition des réactions
hydrolytiques et du métabolisme oxydatif rend la toxicité des pyréthrinoides plus importante,
alors que l'induction des oxydases microsomales diminue leur toxicité [81]. Et donc les
produits chimiques ou les médicaments sont capables d'induire ou d'inhiber les enzymes
impliquées dans les réactions de biotransformation des pyréthrinoides et qui par la suite
peuvent altérer le métabolisme des pyréthroides. Etant donné que les métabolites
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despyréthroides sont plus solubles dans 1’eau que les composés parents, ils sont moins
susceptibles de franchir la barriere hémato-encéphalique et sont plus facilement excrétés par
les reins et le foie que les composés parents. Ainsi, des altérations du métabolisme des
pyréthroides par inhibition ou induction d’enzymes microsomales pourraient modifier la
distribution et I’excrétion des pyréthroides. Par exemple, le pipéronyl butoxyde, un synergiste
insecticide courant, inhibe les enzymes microsomales et potentialise les effets toxiques des
pyréthrines et des pyréthroides sur les mammiferes [54].

Une hypothése dise que certains anciens combattants de la guerre du Golfe présentant
des symptomes chroniques non spécifiques pourraient souffrir d'un dysfonctionnement
neurologique causer par une faible exposition a des mélanges d'agents anti-cholinestérases,
d'insectifuges et de pyréthroides pouvant avoir des effets additifs ou synergiques [82, 83, 84].
Plusieurs études ont été administrées a des rats afin de tester cette hypothese. Une exposition
par voie orale, des doses d'un agent anti-cholinestérase a action rapide (bromure de
pyridostigmine), d'un insectifuge (DEET) et de la perméthrine, seule ou en association, et ont
montré qu'une exposition combinée conduit a un degré de létalité supérieur a celui attendues
des valeurs létales additives obtenues pour chaque produit chimique séparément [85]. Les
effets d'une exposition combinée peuvent étre le résultat d'effets synergiques exprimes apres
I'absorption, car les résultats d'un test in situ sur la peau de souris ont révélé que le DEET
semblait inhiber I'absorption cutanée de la perméthrine [86].

La découverte d'une augmentation significative des aberrations chromosomiques dans
les cellules de la moelle osseuse de rats administrés par voie orale a des doses répétées de
cyperméthrine et de plomb, est une autre indication d'une interaction toxique indésirable entre

les pyréthroides et d'autres produits chimiques [87]
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Chapitre 3
LA DELTAMETRINE



3. La deltaméthrine

3.1.Introduction
Les pyréthrinoides synthétiques de type I, dont fait partie la deltaméthrine, se

caractérisent par des propriétés insecticides sur un large spectre d’espéces et ils sont plus
toxiques que ceux de type I et ce en fonction de la durée de leur mode d’action [88]

Au cours des années 1970, des dégats environnementaux ont été induit par les
organochlorés et les organophosphorés, ce qui fait un réel essor de la production et ’'usage
des pyréthrinoides depuis la premiére pyréthrine de synthese qui avait été synthétisée en 1973
[89]. La deltaméthrine a été synthétisee en 1974 puis commercialisée en 1977 pour la premier
fois [90,91]. Parmi les pyréthrinoides, celle-ci est considérée comme la plus toxique, car elle
n’est ni jamais complétement dégradé ni rapidement métabolisée et de ce fait s’accumule dans

les lipides [92].

3.2. Définition
La deltaméthrine est un pyréthrinoide de synthese de type Il, appartient a la famille des

organobromés, voir la structure chimique de la deltaméthrine montré dans la Figure 9. Elle est
utiliséprincipalement comme insecticide et répulsif pour les insectes en raison de ses
propriétésneurotoxiques, son action insecticide est due, comme tous les pyréthrinoides
synthétiques, a I’interaction avec les canaux ioniques des axones de 1’espece ciblée. La
deltamethrine est un insecticide non systémique a action rapide par contactet ingestion, trés
toxique pour les organismes aquatiques, considérée comme polluant marin qui entraine des
effets néfastes a long terme et son efficacité peut durer pendant plusieurs mois [93, 94, 95,

96]. Ses principales caractéristiques physico-chimiques sont présentées dans le Tableau5

SWele
Br)\""\‘\ " (O ~ o

Figure 9 : structure chimique de la deltaméthrine.
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Tableau 5 : Propriétés physico-chimiques de la deltaméthrine [94, 97, 98]

Nom chimique selon ISO

Deltaméthrine

Nom chimique selon IUPAC

(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-
diméthyl-cyclopropane carboxylate
de (S)-a-cyano-3-phénoxybenzyle

Numéro CAS 52918-63-5
Formule moléculaire C22H19Br2NOs
Type de pesticide Insecticide et ecto-parasiticide

Famille de pesticide

Pyréthrinoide

Poids moléculaire (g/mole)

505,2

Etat physique Solide/Poudre cristalline

Couleur Incolore a blanc ou légérement beige

Odeur Inodore

La corrosivité Non corrosif pour les métaux

Densité 0,55 Kg/dm3 a 25°C

Stabilité Reste stable pendant 3 ans conservée dans son

emballage d’origine dans des conditions
normales de température et d’humidité.

Point de fusion

90°C

Point d'ébullition

Se décompose a partir de 270 °C

Pression de vapeur

1,24.10-5 mPa & 20°C

Solubilité dans les solvants

Soluble dans la plupart des solvants pétroliers ou
organiques.

Solubilité dans I'eau 0,2 pg/l
Constante d’adsorption (Koc) 204 000 a 577 000
Coefficient de partage Octanol-eau (log Kow) 4,6 425°C

3.3. Description

La deltaméthrine est un insecticide appartenant a la famille des pyréthrinoide de
synthese, tres efficace sur la majorité des insectes nuisibles en hygiéne publique, agit par
contact et ingestion sur les insectes a des doses tres faibles. Elle agit sur la membrane de
I'axone qui contrdle la conduction de I'influx nerveux (les chaines Na+). Elle est caractérisée
par un effet de choc important. Du fait de sa liposolubilité trés élevée, elle permet une
pénétration rapide au niveau de la cuticule des insectes.

Elle est trés efficace contre les insectes devenus résistants aux organophosphores et
aux carbamates. Le produit utilisé a faible dose est complétement biodégradable et ne risque

pas de s’accumuler dans le temps. Dans le sol, sa mobilité est tres faible [99].

3.4. Spectre d’utilisation de la deltaméthrine
La consommation de la deltaméthrine dans le monde était d'environ 250 tonnes en

1987. Elle éte utilisée principalement pour le coton (45% de la consommation) et pour des
cultures telles que le café, le mais, les céréales, les fruits, les et légumes, ainsi que pour les
produits stockés. La deltaméthrine est également utilisée en santé animale, en lutte
antivectorielle et en santé publique [90].

La deltaméthrine intervient comme matiére active pour la préparation d’insecticides a usages
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agricole, vétérinaire et ménager. La deltaméthrine est également utilisée pour lutter contre les
moustiques adultes : la lutte adulticide qui est la plus largement pratiquée est conduite afin
d’interrompre le cycle de développement des vecteurs des grandes endémies [94].

La deltaméthrine est tres employée dans le secteur agricole et forestier et ce depuis
qu’elle a prouvé son efficacité vis-a-vis de nombreux insectes [100]. Par ailleurs, la
deltaméthrine a été homologuée pour une utilisation dans des domaines tels que les terrains de
golf, les jardins d'agrément, les pelouses, les traitements de périmetre extérieurs [101]. Cette
molécule est aussi utilisée pour lutter contre le doryphore de la pomme de terre, lacicadelle, le
ver-gris, la mineuse, la 1égionnaire bertha, ’altise, la sauterelle et la punaise grise [102].
Enoutre, ladeltaméthrine est utilisée dans les paysconcernés dans les programmes de contrdle
de la malaria [103]

3.5.Risque d’incendie et d’explosion de la deltaméthrine
La deltaméthrine n’est pas une substance inflammable. Toutefois, il y a lieu de noter que

la deltaméthrine est souvent commercialisée en solution dans des solvants organiques. Il peut
alors se présenter des risques d’incendie et d’explosion qui sont en fonction de la nature des
solvants utilisés [94].

Les produits commerciaux peuvent se présenter sous les différentes formes suivantes :
solutions ; concentrés émulsionnables ; poudres et poudres mouillables ; granulés;
suspensions concentrées. [94], un exemple des formes des deltaméthrines commercialisées en
Algerie dans le tableau suivant (tableau 6).

Tableau 6 : Les formes des produits commerciaux de deltaméthrine en Algérie [94, 99]

APPELLATION COMMERCIALE
Alphythrine Alphythrine Alphythrine Alphythrine
2% ULV 2.5 WP 2.5 %EC 25 EC
Teneur en Teneur en Teneur en Teneur en
Substance | substance active : | substance active : | substance active : | substance active :
active 20 g/L 25 g/Kg 25 g/L 25 g/L
Ultra bas Volume | Poudre mouillable Concentré Concentré
Formulation (ULV) (WP) émulsifiable (EC) | émulsifiable (EC)
Spectre Insectes nuisibles en hygiéne publique (insectes volants et rampants : mouches,
d’action moustiques, cafards, ...).
Utilisation Alétat PUR | En pulvérisation | En pulvérisation | En pulvérisation
en -Traitement extérieur des milieux urbains.
fumigation | -Traitement des lieux de prolifération des insectes volants (Amas d'ordure,
Autours des abattoirs, Caves)
-Pulvériser I’insecticide dans tous les endroits susceptibles de contenir les
insectes.
Persistance | Six mois
d’action
Toxicité Nocif, dangereux pour les poissons.
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3.6. Mode d’action
Selon [’Insecticide Resistance Action Committee, la deltaméthrine est un

insecticide pyréthrinoide qui appartient aux insecticides au mode d’action du Groupe 3A,
qui provoque une décharge excessive d’influx nerveux. Ce qui entraine la paralysie et la

mort de I’insecte [104].

3.6.1 Organisme ciblés
La deltaméthrine est efficace contre les insectes par ingestion et par contact direct

[105]. Généralement, les pyréthroides interferent avec la production normale et la conduction
des signaux nerveux dans le systéme nerveux et agissent sur les membranes nerveuses en
retardant la fermeture de la porte d'activation du canal ionique du sodium [106].

Les recherches ont montré que la deltaméthrine et d'autres pyréthroides pouvaient
également affecter les canaux ioniques du systeme nerveux autres que les canaux sodiques,

probablement en raison de leur état de phosphorylation [107,108].

3.6.2 Organisme non ciblés
La deltaméthrine et les autres pyréthrinoides ont le méme mécanisme d'action pour

les organismes cibles et non ciblés [109]. Les pyréthrinoides sont moins toxiques pour les
mammiferes que pour les insectes, en raison de la température corporelle qui est plus

élevée, la taille ainsi que la faible sensibilité des canaux ioniques [110,110].

3.7.La toxicocinétique

3.7.1 Absorption
La deltaméthrine est une molécule lipophile avec une faible solubilité dans I’eau,

pouvant étre absorbée principalement par voie orale et par voie cutanée ou encore par
inhalation [96].

Lorsque la deltaméthrine est administrée par voie orale, elle est considérée comme
étant facilement absorbée. Le support ou le solvant peut affecter le taux d’absorption[106]

Les pyréthrinoides ont un caractére lipophiles. L'absorption dans le tractus gastro-
intestinal et les voies respiratoires est plus élevée que I'absorption par la peau [111].

3.7.2 Distribution
Des études chez les animaux de laboratoires montrent qu’aprés ingestion, la

deltaméthrine se distribue dans les différents tissus de I’organisme, avec une concentration
légerement plus importante dans les graisses (demi-vie de 7 a 9 jours) [90].

Une étude chez le rat a révélé que le pic plasmatique apparait 1 a 2 heures apres
I’administration de la deltamethrine par voie orale et reste détectable jusqu’a 48heure. Elle est

distribuée dans les tissus nerveux et toutes les régions du cerveau testées [112]. D’autres
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études chez la méme espece ont montré que la deltaméthrine administrée par voie orale était
retrouvée dans la graisse a des concentrations légerement supérieures a celles des autres tissus
[106]. Chez le rat, la deltaméthrine avait une demi-vie dans le sang de 5,5 heures [113].

3.7.3 Métabolisme
Le métabolisme de la deltaméthrine en composes non toxiques se fait par hydrolyse,

par oxydation de la fonction ester et par conversion du groupement cyano en thiocyanate
[106]. Le clivage des esters est la principale voie de dégradation de 1’organisme [113, 114].
Chez ’homme, elle est rapidement métabolisée au niveau hépatique avec formation d’acide 3-
phénoxybenzoique, d’acide décamétrique (ou acide cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-diméthyl-
cyclopropane-1- carboxylique ou cis-Br2CA). Les métabolites oxydés sont ensuite sulfo- ou
gluco conjugués, facilitant ainsi leur élimination dans les urines (Figure 10) [115, 116].
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Figure 10 : Voies de métabolisation de la deltamethrine chez les mammiféres [90].

3.7.4 Elimination et Excrétion

La deltamethrine est éliminée de facon sensiblement équivalente, par les urines et les
feces chez le rat et la souris. Chez I’homme, 1’¢élimination urinaire représente entre 51 et 59 %

de la dose absorbée ; 1’élimination fécale de 10 a 26 %. La deltamethrine peut étre éliminée

39



soit sous forme de 3-PBA, de cis-Br2CA, soit sous forme inchangée. La demi-vie
d’élimination varie entre 10 et 13,5 heures [106, 94, 95].

3.8. Effets toxiques de la deltaméthrine

3.8.1 Toxicité sur I’étre humain
L’altération de métabolisme cellulaire, provocation des dégats a ’ADN et une

induction de micronoyaux dans deslymphocytes humains, sont des effets rend la
deltaméthrine nocive pour la santé humaine [116].

Une étude chinoisesur 325 personnes intoxiquées par la deltaméthrine a révélé divers
effets (paresthésie, vertiges, maux de téte, nausées, anorexie, fatigue, troubles de la vision,

transpiration accrue,etc...) [117].

La cancérogénicité de la deltaméthrine a été évaluée par le Centre International
deRecherche sur le Cancer [118] et I’a classée dans le groupe 3 (non classable quant asa
cancérogénicité pour ’homme) alors qu’elle est classée dangereuse pour 1I’environnementet

toxique par [94].
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Matériel et méthodes



4. Matériel et méthodes
4.1 Matériel biologigue

4.1.1 Boues activées : origine et réparation

Le matériel biologique faisant I’objet de cette étude a consisté en des boues activées
prélevées au niveau de la station d'épuration des eaux usées de la commune de Baraki
(SEAAL de Baraki, Alger), la troisieme plus grande station d’épuration des eaux usées en
Afrique. Elle est congue pour traiter un effluent de 300.000 m® de volume par jour et donc
300.000 tn de boue, qui proviennent de différentes régions de la ville d’Alger précisément
Alger-est. Les eaux traitées sont par la suite acheminées vers Oued El-Harrache (distant de 14
Km du site de la STEP) et enfin déversees dans la mer.

Les boues activées utilisées ont éte prélevées a partir d’'un des quatre bassins
d’aération de la STEP (deux tranches chaque tranche comporte deux bassinsd'aération,
latranche 1 est en arrét alors que la tranche 2 est opérationnelle), équipé par un injecteur d’air

qui assure 1’oxygénation et le mélangeage de la liqueur de boues activées (Figurell)

Figure 11 : Bassins d’aération de la station d’épuration de Baraki.

4.1.2 Entretien des boues activées

Avant I’entame des essais, on a entrepris l'entretien des boues activées prélevées. Cet
entretien consiste en une alimentation réguliére en oxygéne et en nutriments visant a
maintenir les microorganismes en vie. Avant leur mise en culture, les boues activées ont subi
un ringage avec de 1’eau distillée, répété quatre fois. La procédure suivie a consisté en la
décantation des boues activées, suivie de I’élimination du surnageant et son remplacement par

de I’eau distillé jusqu’a trait de jauge (Figure 12).
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Figure 12 : Décantation des boues activees.

L’entretien a proprement parler a été réalisé dans un Erlenmeyer de 2 litres, contenant
un milieu de culture dont la composition est détaillée dans le paragraphe ci-apres. L'aération a
été assurée par un agitateur (Stuart CB 162, Royaume-Uni) avec une vitesse d’agitation
¢levée d’environ 533 tr/min et I’incubation a été effectuée a température ambiante (21°C +
2°C).

L’alimentation des boues activées en nutriments et en oxygene a été effectuée tous les
quatre jours avec ajustement du volume total avec de 1’eau distillé, si nécessaire. Cette
alimentation permet de fournir les éléments de base (C/N/P) nécessaires a la croissance des
microorganismes contenus dans les boues activées. La composition du milieu de culture ayant

servi a I’entretien a la composition suivante : 2 g/L de glucose (source de carbone), 1 g/L

d’urée (CH4N»>O source d’azote) et 1 g/l de KH2PO4(source de phosphore).

4.2 Matériel non biologique

Le pesticide qui fait I’objet de la présente étude (deltaméthrine) nous ont été fournis a
titre gracieux par I'EPE ALPHYT SPA (Algérienne des Phytosanitaires) de Baraki, Alger.
D’apres la fiche technique du fabricant (CIE EU REALISATION ANTIPARISITAIRES,
CERA S.A.S - France), ce pesticide contient 98 % de matiere active et demeure stable
pendant 3 ans conservés dans son emballage d'origine et dans des conditions normales de
température et d'humidité. Le pesticide a été conservé dans de flacon en verre, et mis au

réfrigérateur.
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4.3L’adaptation des boues activées au pesticide

Le but de cette procédure est de permettre aux microorganismes de s’adapter a leur
nouvel environnement (présence de deltaméthrine) en leur permettant de synthétiser ou de
réactiver les enzymes nécessaires a la dégradation du pesticide, ou bien encore de subir les
mutations adéquates, dont les effets permettent I’acquisition par certains d’entre eux de
nouvelle(s) version(s) de gene(s) preexistant(s) dont le ou les produit(s) assureront la
dégradation du pesticide testé ou tout du moins sa biotransformation.

Ce processus a consisté en la culture des boues activées sur un milieu minéral
contenant deux sources de carbone (glucose et deltaméthrine) et/ou deux sources d’azote
(nitrate d’ammonium et deltaméthrine).

Le milieu de culture utilisé pour la phase d'adaptation a la composition suivante :

Pour un litre d’eau distillée : KoHPOy4 : 1,6g ; KH2PO4 : 0,49 ; MgSO4 7H20 : 0,29 ; NaCl : 15g
; CaCly : 0,029 ; NH4NO3 : 3g ; Zn SOy4 : 0,01g ; FeSO4 7H20 :0.05g ; MnSO4 H»O :
0,008g ; CuSO4 5H50: 0,004 g ; CoCl5 : 0,00269 et leglucose : 3g. Le pH est ajusté a 7 avec

des solutions de NaOH et de HCI. Le milieu minéral ainsi constitué est stérilisé par
autoclavage a 121°C pendant 20 min.

L'acclimatation a été menée dans un Erlenmeyer de 250mL dans lesquels ont été
introduits 5% (v/v) de boue activée (soit 12,5 ml), 10 mg de pesticide (dilué dans 2 ml
d’éthanol pur), et le reste du volume avec le milieu de culture.

La culture ainsi obtenue a été incubée a température ambiante (21°Cx 2°C), et sous
agitation a 1’aide d’un agitateur magnétique (Stuart CB 162, Royaume-Uni) réglé a une
vitesse d’agitation d’environ 417 tr/min pendant 4 jours (Figure 13).

Cette procédure est répétée quatre fois, s’étalant ainsi sur une période totale de 16 jours.

Figure 13 : Photo montrant la culture microbienne utilisée pour la phase d’adaptation.
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4.4 Sélection des souches microbiennes susceptible d’utiliser le pesticide -élément

xénobiotique- comme élément nutritif

Afin de parvenir a isoler les souches microbiennes susceptibles de métaboliser le
pesticide testé, deux milieux de culture liquides ont €té préparés permettant la sélection de
souches microbiennes susceptibles d’utiliser le pesticide test¢ comme unique source de

carbone (SC) ou bien comme unique source d’azote (SN) (Figurel4 ).

Figure 14 : Photo montrant deux cultures microbiennes sur les deux milieux sélectifs (SC et
SN).

a) Sélection des souches utilisant la deltaméthrine comme source de carbone :

Cet essai a consisté en la culture des microorganismes (boues activées)sur le milieu
minéral cité précédemment contenant deux sources de carbone (glucose et deltaméthrine).

L'utilisation de la deltaméthrine comme unique source de carbone est valable parce
que la deltaméthrinecontient des atomes de carbone dans sa structure chimique.
La concentration de glucose a été réduite progressivement de 3000 mg/l jusqu’a la valeur de
zéro parallélement a I’augmentation progressive de la concentration du deltaméthrine (de 400
mg/l jusqu'a 2000 mg/l).

b) Sélection des souches utilisant la deltaméthrine comme source d'azote :

Le choix de l'utilisation de la deltaméthrine comme unique source d'azote est motivée
par le fait que la structure chimique du pesticide contient un atome d'azote.

Le milieu minéral utilisé contient une source d'azote (NH4;NO3). La concentration du
NH;NO3 a été réduite progressivement de 500 mg/l jusqu'a la valeur de 0. La concentration du
deltaméthrine est passée de 320 mg/l a 600 mg/I.
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L’ensemble des essais ont été incubés a une température ambiante (22 °Cx 2°C) et une

vitesse d’agitation d’environ 417 tr/min pendant une durée de 38 jours (Tableau 7).

Tableau 7 : Procédure de variation de la composition du milieu de culture durant la phase de

sélection.
Nombre 0 4 7 13 19 24 28 32
des jours
Source de carbone : Pesticide-Glucose
Quantité 3 2,5 2 15 1 0,5 0 0
de
Glucose
(g/L)
Quantité 0,4 0,7 0,9 1,2 1,4 1,8 2 2
de
Pesticide
(g/L)
Source d’azote : Pesticide-Nitrate d’ammonium
Quantité 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,05 0 0
de
NH4NO3
(g/L)
Quantité 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,55 0,6 0,6
de 2 7 5
Pesticide
(g/L)

4.5 Isolement et identification des microorganismes
Cette partie du travail sert a isoler et identifier les souches microbiennes aptes a

dégrader la deltaméthrine en 1’utilisant comme source de carbone ou d’azote.

4.5.1 Isolement des microorganismes

L’isolement des souches microbiennes obtenues a 1’issue de la phase de sélection
décrite précédemment a été effectuée sur deux milieux de culture synthétiques solides, et
incubés a 37°C pendant 72 h. Ces milieux ont la méme composition que les milieux liquides

de la phase de la sélection des souches mais additionnés d'agar a 2 % (p/v). Avant de procéder
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a leur identification, les différentes colonies mises en évidences dans chaque milieu ont été

préalablement repiquées individuellement sur des boites de Pétri contenant de la gélose

nutritive et incubées a 35°C.

On a procédé pour chaque milieu a des dilutions décimales et des tests de contrble

pour I’éthanol afin d’assurer que I’éthanol n’a pas servie les bactéries comme source de

carbone. Le travail est résumé dans le Tableau suivant (Tableau8).

Tableau 8 : Etapes de la procédure d’isolement

Préparation des

ImL ImL ImL ImL

dilutions
décimales ] [ — — — — —
Solution mére 1071 1072 1073 1074
0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Ensemencement

O(—-
Q(-

Oé—
Qe

O(-—
Q(-—

Préparation des

boites de Pétries

B+

Milieu minérale + Agar pesticies diluté dans 1’éthanol

Remarques

-les tubes a essai qui servent aux dilutions sont remplis avec 9 mL
d’eau physiologique ;

-le pesticide introduit dans les milieux SC et SN est dilué,
respectivement dans 3mL et 2mL d’éthanol ;

-la solution mére correspond a la culture obtenue a I’issue de la phase
de sélection ;

-SC : est un milieu dans lequel le pesticide sert comme unique source
de Carbone ;

-SN : est un milieu dans lequel le pesticide sert comme unigue source

d’azote.
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Préparation des boites de Pétri pour le contréle :

Coulage du milieu sélectif (milieu minérale + Agar + éthanol avec la méme quantité que
I’étape précédente) dans des boites de Pétri.
Laisser le milieu solidifier.

Encemenser les boites de Petri avec 0,5mL de la solution mére.

4.5.2. Lecture du dénombrement

a)

c)

Dénombrement

Le denombrement des bactéries repose sur le principe selon lequel une colonie se
forme par divisions d'un seul micro-organisme. On parle alors d’Unité Formant
Colonie (UFC).

Compter les colonies en marquant chaque colonie sur le fond de la boite avec un
marqueur indélébile.

Pour des raisons de sécurité, ne jamais ouvrir la boite.

Lisibilité des résultats

Une boite est considérée comme lisible si la population est inférieure a 300
colonies.

Sinon, effectuer le comptage sur une boite ou I'échantillon a été dilué. Le cas des
dilutions, une boite est considérée comme significative si elle contient au

moins 30 colonies.

Nombre de bactéries par mL

Calculer la population par ml d’échantillon en tenant compte de la dilution.

UFC=N/VF telleque: N :nombre moyen des colonies; VF :nombre de dilution.

4.5.3

dichotomiques. Chaque colonie purifiée est prélevée et diluée dans 1 ml d’eau physiologique.
A partir de cette suspension bactérienne dense, on procede aux tests d'orientation (aspects des
colonies, observation microscopique apres coloration de Gram, recherche des enzymes de la
chaine respiratoire (oxydase, catalase) et aux tests de confirmation (une série de tests
biochimiques classiques effectués sur des galeries API20E, API120NE, APIM20, ...¢a dépend

Identification des microorganismes

L’identification des souches bactériennes est basée sur des schémas d’identifications

des résultats des tests précédent) pour l'identification définitive [120, 121, 122].

a)

bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. Son avantage est de

Coloration de Gram

C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
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donner une information rapide sur les bactéries présentes dans un produit ou un milieu tant

sur le type que sur la forme.

Des frottis sont préparés a partir des souches pures cultivées en milieu solide. Les

frottis sont colorés par la méthode de Gram, puis ils sont observés au microscope optique. Les

étapes de la coloration sont :

Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laissez agir de 30 secondes a 1 minute,
puis rincez a l'eau.

Mordancage au lugol (solution d’iodure de potassium iodée) : étalez le lugol et laissez agir le
méme temps que le violet de gentiane ; rincez a I'eau déminéralisée.

Décoloration (rapide) a l'alcool (+ acétone) est I'étape la plus importante de la coloration :
versez goutte a goutte lI'alcool ou un mélange alcool-acétone sur la lame inclinée obliqguement,
et surveillez la décoloration qui doit étre rapide. Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration. Rincez abondamment avec de I'eau déminéralisée pour stopper la décoloration.
Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. Mettez de I'eau distillée sur la lame et quelques
gouttes de fuchsine. Laissez agir de 30 secondes a 1 minute. Lavez doucement a l'eau

déminéralisée. Séchez la lame sur une platine chauffante a 50°C.

Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x1000).La

Figure 15 ci-dessous montre les étapes de la coloration de Gram [123].

Coloration par
a cristal violet

g

/ ﬁi‘{\ wé{;’ /

Faire un film

1

Mordangage
au lugol / al e s /

Toutes les cellules prennent le colorant

g

|

Décoloration
a 'acétone / a\ =/ /

Toutes les cellules apparaissent

|

\

en violet foncé

Recoloration

a la fuchsine / -\@/ /

I\

{

L Ner S

Les cellules gram+ apparaissent en violetfoncé [/ Les cellules gram- apparaissent en rose.

Figure 15 : Les étapes de la coloration de Gram.
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b) Recherche de la catalase
Ce test est important pour la premiéere orientation dans l'identification d'une souche
pure bactérienne.
Le test classique consiste a mettre du matériel bactérien, prélevé par une anse
métallique dans une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) déposée sur une lame de verre.
La présence de catalase s’exprime aussitdt par un dégagement gazeux (O;) aisément

discernable [120]. La Figure 16 montre le mode opératoire du test de la catalase.

Déposerune goutte d'une solution de
peroxyde d’hydrogéne H;0;a 20 V

Prélévement d'une demicolonie et

/_m I'émulsionner dans la goutte d’ H,0;

Observation immédiate a
I'ceil nu ou au microscope

or. Apparitionde bulles

° d'oxygéne : Catalase positive

Figure 16 : Mode opératoire du test a la catalase.

- Apparition de bulles, dégagement gazeux de dioxygéne : catalase +
- Pas de bulles : catalase — [124].

c) Recherche de I'oxydase
La recherche de l'oxydase est un test fondamental pour l'identification des bacilles a
Gram négatif.
Sur une lame de verre, on dépose un carré de papier buvard que lI'on imbibe de substrat. On
préleve des colonies avec une pipette pasteur boutonnée avec laquelle on les écrase sur la
lame de verre.

- Si la colonie prend une teinte rose, violette. Le germe posséde une oxydase : le test est positif

- Sila colonie reste incolore, le germe ne posseéde pas d’oxydase, le test est négatif [125].
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d) La méthode d'identification par la galerie API120E
Principe
La galerie API 20 E se compose de 20 micro-tubes contenant milieux et substrats sous
forme deshydratee. Il permet 1’identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles a Gram
négatif non fastidieux par la réalisation rapide et facile de tests biochimiques miniaturisés. 1l y
a une partie pour I’auxanogramme et une autre pour le zymogramme (les bactériescultivent
seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant). Les réactions produites

durant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par

I’addition de réactifs [120, 121, 122, 125].

Technique
Préparation de la galerie

- Répartir de I’eau dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.
- Inscrire les références de la souche bactérienne sur la languette latérale de la boite.
- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.

Préparation de l‘inoculum

Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de NaCl 0,85% ou dans un tube
d’eau distillée stérile, de turbidité égale a celle de 1’étalon 0,5 Mcfarland.

Inoculation de la galerie

- Remplir les tubes (et non les cupules)de toute les tests sauf CIT, VP et GEL avec la
suspension bactérienne, a I’aide d’une pipette Pasteur stérile.

- Eviter la formation de bulles en appuyant sur la pointe de la pipette Pasteur a I’intérieur des
tubes et sur le coté lors de remplissage.

- Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, H27S, URE en remplissant leur cupule
d’huile de paraffine.

- Remplir en suspension bactérienne les tubes et les cupules des tests CIT, VP et GEL, en
veillant a créer un niveau horizontal ou Iégérement convexe, mais jamais concave.

- Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’é¢tuve a 37° C pendant 24 heures.

Lecture
Aprées incubation, la lecture de ces réactions se fait a I’aide d'un tableau de lecture.
Identification

Avec le catalogue analytique : les tests sont regroupes en groupe de 3, et une valeur
(1,2 ou 4) est indiquée pour chacun. Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres
correspondants aux tests positifs. On obtient un nombre de 7 chiffres qui sert de code
d’identification [120, 121, 122, 123]
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5. Résultats et discussion

5.1 Résultats de I'ensemencement sur les deux milieux sélectifs

Deux milieux de culture liquides ont été préparés permettant la sélection de souches
microbiennes susceptibles d’utiliser le pesticide testé comme unique source de carbone (SC)
ou bien comme unique source d’azote (SN).

L’isolement des souches microbiennes a été effectué sur des milieux de culture

synthétiques solides, et incubés a 37°C pendant 72 h.

Avant de procéder a leur identification, les différentes colonies obtenues dans les deux

milieux sont repiquées individuellement sur des boites de Pétri contenant de la gélose

nutritive puis incubées a 37 °C.

Les résultats de I'ensemencement sur les deux milieux sélectifs préparés sont résumés

dans le tableau ci-dessous (Tableau 9). L’apparition des colonies sur les différentes

boites de Pétri n’a été observée qu’apres 144 h (6 jours) d'incubation.

Tableau 9 : Résultats de I'ensemencement sur les deux milieux sélectifs.

SC SN
Solution mére - -
Dilution 1071 + +
+ -
Dilution 10~2 + 80 colonies +
+ 46 colonies +
Dilution 1073 + +
+ +
Dilution 10~* + + 280 colonies
+ + 232 colonies

Controle d’éthanol

(- : absence de croissance bactérienne, + : croissance bactérienne)

5.2 Dénombrement des colonies obtenues

Pour le milieu SC :

Les boites de Pétrie correspondante a la solution mere, dilution10?, dilution 103et a la

dilution 10sont non significative.

On a considéré la boite de Pétri correspondante a la dilution 107
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Avec  N=(80+46)/2= 63 colonies => UFC= 63/10= 63. 10°UFC/0,5mL
=72. 10° UFC/mL
Pour le SN :
Les boites de Pétri correspondante a la solution mére, dilution10™dilution 10t a la dilution
107 sont non significative.
On a considéré la boite de Pétrie correspondante & la dilution 10
Avec  N=(280+232)/2= 256 colonies =>  UFC=256/10" = 256. 10°UFC/0,5mL
=512. 10°UFC/mL

5.3 Isolement et identification des souches bactériennes mises en évidence dans les deux
milieux sélectifs

5.3.1 Isolement et purification

Avant d’entreprendre les tests d’identification, I’ensemble des souches bactériennes détectées
sur les deux milieux sélectifs ont été purifiées par ensemencement sur gélose nutritive.
5.3.2 Identification

a) Etude morphologique des colonies détectées

Les photos des colonies obtenues sont présentées dans la figure suivante (Figurel?) :

SN Souche B

5

SN Souche C

SC Souche F

Figure 17 : Les photos des colonies obtenues dans le GN
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L’observation microscopique a 1’état frais des souches bactériennes isolées montre que

toutes les souches sont des bacilles (Figure 18)
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Figure 18 : Forme des bactéries observées par microscope.

b) Etude biochimique

e Coloration de Gram
L’observation microscopique apreés la coloration de Gram réveéle que toutes les

souches isolées sont & Gram négatif.

e Recherche des enzymes de la chaine respiratoire

Recherche de la catalase
Dés I’étalement des suspensions bactériennes dans le peroxyde d’hydrogéne (H20,),
un dégagement gazeux est observé, ce que veut dire que les souches bactériennes sont

catalase positive et appartiennent au groupe des bacilles Gram négatif aérobies.

Recherche de I'oxydase
Les résultats de ce test ont été positifs, et donc toutes les souches isolées sur le milieu
sélectif possedent de 1’oxydase par le fait de I’apparition d’une coloration violette sur le

disque d’oxydase (Figure 19).

~

Figure 19 : Résultats du test de I'oxydase
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e Tests d’identification par galerie APl 20 E :
Les résultats des tests effectués avec les galeries AP120E sont montrés dans le TableaulOci-

dessous :
Tableau 10 : Les caracteres biochimiques des différentes souches obtenus avec la galerie
API20E.
S.N S.C
Tests Substrat B |[C |F |G H |1 L
ONPG Ortho-nitro-phenyl- - - - - - - -
galactoside

ADH Arginine - + - - - - -
LDC Lysine - - - + + ¥ ¥
oDC Omithine - - - - - - -
CIT Citrate de sodium - - - + + + +
H,S Thiosulfate de sodium | - - - - - - -
URE Urée - - - - - - -
TDA Tryptophane - - - - - - -
IND Tryptophane - - - - - - -
VP Pyruvate de sodium - - - - - - -
GEL Gélatine de Kohn - - + + + + +
GLU Glucose - - - - - - -
MAN Mannitole - - - - - - -
INO Inositol - - - - - - -
SOR Sorbitol - - - - - - -
RHA Rhamnose - - - - - - -
SAC Saccharose - - - - - - -
MEL Melibiose - - - - - - -
AMY Amygdaline - - - - - - -
ARA Arabinose - - - - - - -
OoX Oxydase + + + + + + | +
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Figure 20 : Les photos des galeries biochimiques obtenues aprés 1’addition des additives aux
souches C, L, G, Het

Figure 21 : Les photos des galeries biochimiques obtenues avant 1’addition des additives aux
souches B et F.

Figure 22 : Les photos des galeries biochimiques obtenues Aprés 1’addition des additives aux
souches B et F.
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Les résultats finaux de l’identification des souches isolées sont montrés dans le

Tableaull ci-dessous:

Tableau 11 : Résultats de I'identification biochimique des souches isolées.

Souches Résultats
Milieu SN B Non-fermenter spp
C Aeromonas salmonicida ssp salmonicida
F Myroides/Chryseobacterium indologenes
G Burkholderia cepacia
Milieu SC H Burkholderia cepacia
I Burkholderia cepacia
L Burkholderia cepacia

5.4Discussion derésultats obtenus

Dans cette étude, nous sommes parvenus & isoler trois especes bactériennes
métabolisant et donc dégradant la deltaméthrine au cours de leur croissance. Deux d’entre
elles (Burkholderia cepacia et Myroides/Chryseobacterium indologenes) se sont avérées
capables d’utiliser le pesticide comme unique source de carbone et une seule (Aeromonas
salmonicida ssp salmonicida) capable de I’utiliser comme unique source d’azote. Ceci
suggere que ces microorganismes possedent les enzymes nécessaires a la production des sous-
produits de dégradation du pesticide pouvant étre intégrés dans les voies métaboliques

classiques telle que la voie d’Embden—Meyerhof—Paranas.

Selon les études rapportées dans la littérature, de nombreuses souches ont été décrites
comme étant capables de métaboliser la deltaméthrine.

Dans une étude rapportée par Shaohua Chen et son équipe des souches bactériennes
issues de boues activées et capables de dégrader la deltaméthrine ont été isolées par une
technique de culture d'enrichissement. La souche bactérienne isolée est du genre Streptomyces
aureus. Cette souche pouvait dégrader environ 98% de la deltaméthrine en 4 jours et 100%
aprés 5 jours & la concentration de 50 mg L™ '. La souche Streptomyces aureus s'est également
révélée tres efficace pour dégrader la cyfluthrine, la bifenthrine, le fenvalérate, la

fenpropathrine, la perméthrine et la cyperméthrine. La souche Streptomyces aureus a
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rapidement dégradé la deltaméthrine sans phase de latence, et a généré les deux métabolites
suivants : 1'a-hydroxy-3-phénoxybenzéneacétonitrile et du 3-phénoxybenzaldéhyde par

hydrolyse de la liaison carboxylester [126].

Dans une autre étude rapportée par Agnieszka Kalwasinska et son équipe, évaluant la
biodegradation de la detaméthrine (1 pg. ™) par des cultures pures de bactéries neustoniques
et épiphytes et par des cultures mixtes composées d'un mélange de 25 souches bactériennes
isolées. Les résultats indiquent que les bactéries neustoniques et épiphytes sont caractérisees
par une capacité moyenne similaire a degrader la deltaméthrine. Aprés une incubation de 15
jours, les bactéries isolées de la microcouche de surface ont réduit la concentration initiale de
deltaméthrine de 60%, tandis que I’efficacité moyenne de la bactérie trouvée sur le roseau
commun était de 47%. Les résultats de l'identification des souches les plus performantes en
termes de dégradation de la deltaméthrine ont indiqué que que 1’espéce Burkholderia cepacia
était le plus efficace pour réduire la concentration de deltaméthrine. Parmi les bactéries
épiphytes analysées, deux souches, 1’'une appartenant a 1’espéce Pseudomonas luteola, et
I’autre a I’espéce Aeromonas hydrophila ont montré un meilleur rendement de dégradation du
pesticide [127].

Les especes bactériennes Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens et
Aeromonas hydrophila, caractérisées par leur capacité a décomposer un large spectre de
polluants organiques, y compris les pesticides, sont trés utiles en bioremédiation. L’espéce
Burkholderia cepacia démontre une capacité exceptionnelle a décomposer de nombreux
composés organiques structurellement complexes. Les capacités de ce microorganisme a
décomposer 1’acide 2,4,5-trichloroacétique [128], le benzo (a) - pyréne, le dibenz (a, h)
I’anthracéne, le coronéne [129], le p-nitrophénol [130] et d’autres hydrocarbures

polyaromatiques ont été confirmés [131].

Aeromonas hydrophila, qui est courant dans les eaux de surface [132], posséde un
large spectre d'exoenzymes (amylase, protéase, lipase, nucléase et autres), actifs dans la
décomposition de nombreux composés organiques [133]. ) il est également capable de
décomposer un herbicide commun, le propanil [134] et des colorants textiles parmi d'autres
agents [135].

Notre ¢étude a revélé, pour la premiére fois, I'implication de deux souches I’'une

appartenant a 1’espéce Aeromonas salmonicida ssp salmonicida et 1’autre de 1’espéce
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Chryseobacterium indologenes dans la dégradation (minéralisation) de la deltaméthrine
enrichissant ainsi la littérature sur la bioremédiation des pesticides, en général, et celle de la

déltaméthrine, en particulier.

Les études en rapport avec l'isolement et I'identification de cultures bactériennes pures
capables de dégrader la deltaméthrine sont rares et décrivent principalement les

environnements de sol.

Des cultures pures des espéces de Bacillus cereus et de Pseudomons fluorescens et des
bactéries du genre Achromobacter sont capables de décomposer la deltaméthrine a la

concentration de 50 mg I-1 en présence de Tween 80 [136].

Grant et al. (2002) ont découvert les Pseudomonas sp. etSerratia sp. isolés du sol sont
utiles pour décomposer les pyréthroides synthétiques. Lee et son équipe ont isolé jusqu'a 56
souches bactériennes capables de décomposer des perythroides synthétiques a partir de

sédiments de fond pollués par des pesticides [137].

La deltaméthrine est dégradable par les bactéries du genresMicroccocus sp [138].

Par ailleurs, il a été rapporté que la souche souche Bacillus cereus Y1 augmentait le taux de
dissipation de la deltaméthrine dans le sol. Cette étude fournit des preuves scientifiques et un

soutien aux applications agricoles de la biorestauration de la souche Y1 de B. cereus dans le

but de réduire les résidus de pesticides [139].
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Une utilisation fréquente et abusive des pesticides peut poser de graves problemes
pour l'environnement et la santé. Ce qui fait que le controle et I’élimination de la pollution
générée par ces composés est une nécessité urgente.

L’objectif de notre étude est I’isolement et I’identification de souches microbiennes
contenues dans des boues activees, capables de métaboliser la deltaméthrine.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude nous ont permis de sélectionner trois
souches bactériennes dont deux (Burkholderia cepacia et Myroides/Chryseobacterium
indologenes) sont capables de métaboliser le deltaméthrineen I’utilisant commeseule source
de carbone et une seule (Aeromonas salmonicida ssp salmonicida) a I’utilisant comme seule
source de d’azote.

Les résultats obtenus indiquent I’implication de ces souches dans la biodégradation
de la deltaméthrine et donc la possibilité de leur utilisation dans le domaine de la
bioremédiation. De plus, il ne faut pas négliger la possibilité que ces souches puissent
dégrader d’autres polluants organiques existant dans 1’environnement.

Il convient, en perspective, d’envisagé 1’étude de plusieurs aspects liés a ce travail
comme par exemple :

- L’identification des métabolites intermédiaires et terminaux issus du métabolisme du
déltaméthrine.

- L’identification encore plus poussée des souches sélectionnées par séquengage du
gene de I’ARN; 16s ou par analyse de I’espace intergénique ribosomal.

-L’extraction et la caractérisation des enzymes impliquées dans 1’hydrolyse des deux
pesticides.

L’étude approfondie d’un éventuel effet d’inhibition qui serait exercé par la déltaméthrine a
I’égard des souches sélectionnées.

L’étude des performances des souches sélectionnées en termes de dégradation de la

deltameéthrine, et ce, en optimisant les parametres nutritionnels et physico-chimiques de
culture ou bien encore en présences de divers substrats additionnels (simples et complexes).
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