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RESUME

Les pesticides sont les polluants majeurs des eaux superficielles, souterraines et des nappes
phréatiques. Du fait de leur toxicité et de leurs effets cancérigénes, ils représentent une
préoccupation majeure pour les autorités publiques et sanitaires. La restauration des sites
contaminés est possible par des techniques de dépollution biologique impliquant les
microorganismes (biodégradation microbienne). Cependant, la réussite des traitements dépend
a la fois des conditions physicochimiques du site pollué et des capacités de dégradation de la
microflore indigéne.

Notre travail est fondé sur 1’¢laboration d’une collection de souches isolées a partir des eaux
superficielles polluées par les pesticides dans une région a vocation agricole (Ben M’Hidi-
Echatt) soumise a I’effet de pesticides pendant plusieurs années, et I’implication de ces
souches dans la biodégradation de deux pesticides (mancozebe et méthomyl).

La pollution des eaux superficielles agricoles a été appréciee a travers plusieurs parametres
physicochimiques. L'effet de la pollution par les pesticides sur la biomasse microbienne a été
déterminé. L'évaluation qualitative et quantitative la microflore microbienne a permis ensuite
de dresser un inventaire de souches microbiennes résistantes.

La biodégradation de deux pesticides par les souches sélectionnées a été étudiée en cultures
batch sous des conditions anéorobiques pendant une période de 120heures au cours de
laquelle, les cinétiques de croissance des souches testées ont été déterminées a travers
plusieurs parametres chimiques et physiques. Le pourcentage de bioremédiation a été
également évalué a partir des extraits de cultures de 120 heures par chromatographie en phase
gazeuse.

L’analyse physicochimique des eaux analysées a montré que la plupart des parameétres
¢étudiés au cours de I’expérimentation, en particulier la conductivité électrique, les chlorures,
les nitrites, I’ammonium et le ratio DCO/DBO05 dépassent les normes admissibles signalées
par les organisations mondiales. Une microflore importante composée de plusieurs especes
bactériennes et fongiques dont les plus prépondérantes sont: Chryseomonas luteola,
Sténotrophomonas maltophilia, Serratia marcescens, Aspergillus niger Penicillium
citreonigrum.

Les cinétiques de croissance ont montré un bon développement et une tolérance de la plupart
des souches testées et une biomasse microbienne en augmentation durant toute la période
d'incubation, et ce, pour les deux pesticides étudiés. Les meilleurs résultats sont obtenus a

partir des cultures pures individuelles par comparaison a ceux des cultures mixtes en



consortium. Par ailleurs, les taux de  pesticides disparus montrent que les souches:
Chryseomonas luteola, Aspergillus niger sont celles qui possedent des pouvoirs de
biodégradation non négligeables avec des pourcentages respectifs de 56,36% et 54,03%,
lorsque le pesticide est ajouté aux cultures au début de la phase exponentielle. Les pics
majeurs et/ou mineurs révélés par les chromatogrammes lors de la disparition et la

transformation du pesticide laissent supposer la présence des mémes métabolites secondaires.

Mots clés : mancozebe, méthomyl, eaux superficielles agricoles, microflore bactérienne et
fongique, croissance, biodégradation.



Abstract

Pesticides are the major pollutants of surface water, groundwater and groundwater. Because
of their toxicity and carcinogenic effects, they represent a major concern for public and health
authorities. The restoration of contaminated sites is possible by biological depollution
techniques involving microorganisms (microbial biodegradation). However, the success of
treatments depends on both the physicochemical conditions of the polluted site and the
degradation capacities of the native microflora.

Our work is based on the development of a collection of strains isolated from surface water
polluted by pesticides in an agricultural region (Ben M'Hidi-Echatt) pesticides for several
years, and the involvement of these strains in the biodegradation of two pesticides (mancozeb
and methomyl).The pollution of agricultural surface waters was assessed through several
physicochemical parameters. The effect of pesticide pollution on microbial biomass was
determined. The qualitative and quantitative assessment of the microbial microflora resulted

in an inventory of resistant microbial strains.

The biodegradation of two pesticides by the selected strains was studied in batch cultures
under aneorobic conditions for a period of 120 hours during which the growth Kinetics of the
strains tested were determined through several chemical and physical parameters. The
percentage of bioremediation was also evaluated from the 120-hour culture extracts by gas

chromatography.

Physicochemical analysis of the analyzed waters showed that most parameters studied during
the experiment, in particular electrical conductivity, Chlorides, nitrites, ammonium and COD /
DBO05 ratio, exceeded the permissible standards reported by the world organizations. An
important microflora composed of several bacterial and fungal species, the most predominant
being: Chryseomonasluteola, Stenotrophomonasmaltophilia, Serratiamarcescens,

AspergillusnigerPenicilliumcitreonigrum.

The growth kinetics showed good development and tolerance of most of the strains tested and
an increasing microbial biomass throughout the incubation period for the two pesticides
studied. The best results are obtained from individual pure cultures compared to those of
mixed cultures in consortium. Moreover, the disappearance of pesticides shows that the
strains: Chryseomonasluteola, Aspergillusniger are those with significant biodegradation

powers with 56.36% and 54.03%, respectively, when the pesticide is added to cultur medium



at the beginning of the exponential phase. The major and / or minor peaks revealed by the
chromatograms during the disappearance and transformation of the pesticide suggest the
presence of the same secondary metabolites.

Key words: mancozeb, methomyl, agricultural surface waters, bacterial and fungal microflora,
growth, biodegradation.
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis les années 1950, le développement de l'agriculture et la volonté d'augmenter les
rendements ont conduit a une utilisation croissante des pesticides. La lutte chimique qui,
jusqu'alors, était limitée a I'emploi de deux ou trois fongicides et insecticides utilisés contre
les ravageurs des plantes, utilise aujourd'hui des milliers de matiéres actives de produit-
pesticides. Ces substances phytosanitaires sont commercialisées un peu partout dans le
monde. Environ 25% actuellement consommés dans le monde, le sont dans des pays en
développement. La consommation de pesticides progresse parallelement au développement,
on passe progressivement a des quantités plus importantes de produits plus variés

(insecticides, fongicides et herbicides) pour toute une série de cultures.

Dans le cadre de I'agriculture intensive, la tendance actuelle consiste a optimiser la production
par rapport a la surface cultivée. Ainsi dans certains pays en développement, les quantités de
pesticides utilisées sont sans doute nettement supérieures aux quantités correspondant aux
besoins phytosanitaires (OMS, 1991). la consommation annuelle est estimée a environ 4
millions de tonnes au niveau mondial. Le marché mondial phytosanitaire a connu depuis
1994 une réelle augmentation pour atteindre 25,38 milliards de dollars, le marché américain
restant le premier suivi du Japon et de la France. Le budget recherche-développement
représente de 7 a 13 % du chiffre d'affaires global selon les firmes, le colt de
commercialisation d'un produit phytosanitaire étant estimé a 80 millions de dollars, dont 20

pour I'nomologation.

Plusieurs auteurs ont démontré que les pesticides mal employés peuvent étre toxiques pour
toutes les composantes de I'environnement, aussi bien pour les animaux, les hommes, les
plantes que pour les microorganismes (Renner et Hopfer, 1987; Huynt, 1990; Ramade, 1992).
Si la toxicité de ces produits est effectivement indéniable, I'agriculture ne peut, dans I'état
actuel des connaissances, s'en passer. En revanche, de nombreux progrés restent a faire pour
les utiliser au mieux et limiter les risques qu'ils font courir aux populations et a la nature. Pour
cela, les pesticides restent donc une arme a double tranchant car selon I'utilisation qui en est
faite, ils peuvent étre bénéfiques ou dangereux. IlIs provoquent [’augmentation des
rendements d'une part, et l'augmentation de la toxicité sur les différentes composantes de
I'environnement avec l'installation d'une résistance irréversible des agents pathogenes d'autre

part.
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Certes I’introduction massive de ces molécules dans 1’environnement, a induit de graves
conséquences et une problématique de pollution potentielle a été alors soulevée et prend de
plus en plus d’ampleur. Les pesticides contaminent les eaux de surface ainsi que les
eaux souterraines. Désormais la contamination des eaux par les produits phytosanitaires est
un fait, de nombreuses matiéres actives sont détectées a des concentrations tres variables dans
I'espace et dans le temps qui peuvent atteindre des valeurs critiques pour la santé des
écosystemes et les ressources en eau (Andral, 1996). Si I’intérét s’est porté en premier temps
sur la contamination par les pesticides des différents compartiments du sol en raison de fortes
concentrations detectées précocement, le probléme des eaux superficielles et souterraines du
réseau de surface est aujourd’hui pertinent. Leur complexité, les multiples conditions
d'emploi, la spécificité des milieux ou ils sont épandus et les nombreux mécanismes biotiques
et abiotiques qui agissent sur leur devenir et leurs interactions rendent difficile I'évaluation
des risques liés a leur utilisation. Les données ne sont pas toujours disponibles pour des
raisons de confidentialit¢ ou a défaut d'une législation harmonisée concernant la santé

humaine.

Selon I’OMS (2012), les pesticides seraient responsables du déces de 20.000 personnes
environ chaque année, dans le monde. Ils ont été mis évidence dans le sol, les eaux, les
fruits, les légumes, les céréales et les produits d’origine animale (les ceufs, le lait, la viande, le
poisson). A peu prés 45% des aliments européens contiennent des résidus de pesticides
(N.A.D.D, 2015). lls existent sous leur forme initiale mais ils peuvent aussi étre dégradés, on
parle alors de résidus ou de métabolites. La contamination de I’environnement expose tout un
chacun & des niveaux de pesticides variables et souvent difficiles a apprécier.

En effet, tous les milieux ne sont pas correctement renseignés et il n’est pas toujours possible

d’établir les niveaux d’expositions des populations pour chacun d’entre eux.

L’Algérie a elle seule, utilise environ 6 000 a 10 000 tonnes de pesticides par an (Moussaoui
et al., 2001;Bouziani, 2007). Environ 400 produits phytosanitaires sont homologués en
Algérie dont une quarantaine de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs
(Protection Phytosanitaire J.O, 1991). Dans notre pays, les analyses des résidus de pesticides
pour évaluer le degré de contamination des milieux naturels (le sol, les cultures, les aliments,
les eaux superficielles, eaux souterraines) ne sont pas faites systématiquement. Il y a quelques
annees déja, dans certaines régions du pays (Staoueli, Annaba, les concentrations de
pesticides dans les aliments, les eaux superficielles, souterraines et dans les fruits étaient
élevées. Des doses d'organochlorés et d'organophosphorés (Lindane, Glyphosates) dépassant

2
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les normes admissibles ont été détectées. De surcroit, selon le cadastre national des déchets
dangereux, il existe plus de 2300 tonnes de pesticides périmés répartis sur 500 sites (sites

agricoles, Onapsa, Asmidal....).

Devant I'ampleur de la situation, il est donc de notre devoir de rechercher des solutions pour
diminuer ou éliminer les risques de l'utilisation de ces produits phytosanitaires. L'utilisation
des méthodes biologiques reste I'alternative la plus employée. Dans ce contexte, I'objectif de
notre travail consiste en I'utilisation des microorganismes dotés de pouvoirs de biodégradation
vis-a-vis des pesticides. En effet, I'équipement enzymatique des microorganismes leur permet
de métaboliser les substrats y compris les composés-pesticides. Ces microorganismes
constituent selon la plupart des chercheurs, un moyen sir et peu codteux, voire méme unique
(Ala-Al, 1992b; Stamper et Tuovinen, 1998 in Savadogo, 2001).

Le but principal de ce travail était d'isoler les espéces microbiennes des eaux superficielles
agricoles polluées par les pesticides, de sélectionner les plus significatives et de tester leurs
potentialités de bioremédiation. Pour ce faire, nous avons structuré notre travail comme suit:

- dans le premier volet, nous avons évoqué I'état des connaissances bibliographiques se
rapportant au theme étudie.

- le second volet, a été consacré a la présentation de la région d'étude, le matériel utilisé et
les méthodes employées afférentes a l'appréciation de la pollution par les pesticides sur les
caractéristiques des eaux contaminées, I'isolement, I'identification et la sélection des souches
microbiennes et I'évaluation de leurs capacités de biodégradation dans des microcosmes « In
vitro » en culture batch.

- dans le troisieme volet, nous avons présenté les résultats et leur discussion.

- enfin, nous avons terminé cette étude par une conclusion générale et dégagé les perspectives.
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CHAPITRE 1. APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

1. LESPESTICIDES

1.1. Définition

Le terme pesticide désigne toute substance ou meélange servant a empécher, détruire,
repousser des organismes indésirables pour 1’agriculture ou I’hygiéne publique. Il s’agit d’un
terme général englobant une grande variété de produits : herbicides, fongicides, insecticides.
Un pesticide peut étre une substance chimique, un agent biologique (tel qu’un virus ou une
bactérie), un désinfectant ou tout autre produit luttant contre des « nuisibles » tels que les
insectes, les mauvaises herbes, ou les microbes. Les pesticides peuvent étre classés en

fonction de leurs familles chimiques.

Selon 'OMS, les pesticides sont des produits chimiques utilisés en agriculture pour détruire
les ravageurs, les plantes adventices et les agents phytopathogenes. Ces produits peuvent étre
extraits de végétaux ou obtenus par synthese. Dans le présent travail, on s'intéresse aux
pesticides chimiques de synthése qui présentent un risque pour I'environnement et la santé

publique.

Selon la FAO (1986 a), un pesticide est une substance ou un melange de substances, utilisé
pour empécher d'agir, détruire ou neutraliser un ravageur, un vecteur de maladie humaine ou
animale, une espece végétale ou animale nocives ou génantes au cours de la production, de la
transformation, de I'entreposage, du transport ou de la commercialisation de denrées
alimentaires, de produits agricoles. Le terme de pesticide désigne aussi des produits
utilisables comme régulateurs de la croissance végétale, défoliants, dessicants, agents
d'éclaircissage contre la chute prématurée des fruits ou encore des produits appliqués avant la

récolte pour empécher la détérioration des denrées en cours d'entreposage ou de transport.

1.2. Classification

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérises par une telle variété de
structures chimiques, de groupes fonctionnels et d’activités que leur classification est
complexe. Devant le nombre considérable de pesticides (plus de 1000 matieres actives

différentes dans prés de 7000 formulation commerciales), ( Kesraoui+, 2008).

D’une manicre générale, les substances actives peuvent étre classées soit en fonction de la
nature de ’espéce a combattre (1° systéme de classification), soit en fonction de la nature

chimique (2°™ systéme de classification)
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1.2.1. Premier systéme de classification

Le premier systéeme de classification repose sur le type de parasites a contrdler. Il existe
principalement trois grandes familles d’activités que sont les herbicides, les fongicides et les

insecticides.

- Les insecticides : La lutte contre les ravageurs est indispensable. Les insectes nuisiblessont
en effet responsables des pertes de rendement et d’une baisse de qualité de la production
viticole (Kreiter etal., 2008).

Les insecticides sont destinés a détruire les insectes nuisibles ; ils se répartissent en trois
grands groupes selon leur nature chimique : substances minérales, molécules organiques
d’origine naturelle ou produits organiques de synthése qui sont de loin les plus utilisés
actuellement. Autres que les organochlorés (DDT, dialdrin, ...) qui sont bannis actuellement
dans la plupart des pays du nord, les insecticides appartiennent a trois grandes familles
chimiques : les organophosphorés (diméthoate, malathion, ...), les carbamates (aldicarbe,

carbofuran, ...) et les pyréthrinoides de synthese (bifenthrine, perméthrine, ...)

- Les fongicides : Les fongicides servent a combattre la prolifération des champignons
phytopathogenes. Ils permettent de lutter contre les maladies cryptogamiques qui causent de
graves dommages aux végetaux cultivés. Le mildiou de la pomme de terre, celui de la vigne,
les charbons et les rouilles des céréales, représentait autrefois de véritables fléaux. Ces
affections sont provoquées par I’invasion des divers tissus des plantes par le mycélium de
champignons microscopiques. Les plus anciens fongicides connus sont des sels cupriques, le
soufre et certaines de ses dérivés minéraux. Les composés organiques représentent la part la
plus importante: carbamates (carbendazine, mancozébe, ...), triazoles (bromuconazole,
triticonazole,...), dérivés du benzeéne (chlorothalonil, quintozéne), dicarboximides(flopel,
iprodione,...). Il est intéressant de signaler que le soufre et le cuivre demeurent d’excellents

fongicides utilisés jusqu’a nos jours (Calvet et al., 2005).

- Les herbicides : Ce sontles plus utilisés des pesticides, ils permettent d’éliminer les
mauvaisesherbes adventices des cultures. Ils appartiennent a plus de 35 familles chimiques
différentes.Les plus représentées sont les carbamates (chlorprophame, triallate,...), les urées
substituées  (diuron, chlortoluron,...), les triazines (atrazine, simazine,...), les

chlorophenoxyalcanoiqueS (MCPA,...), les amides (alachlore, propyzamide,...).
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Tableau 1. Principales familles des insecticides herbicides fongicides

Dérivés de mercure
Derives de Selénium
Composés a base de silice
Quartz, magnesie

Huiles de pétrole

nitrates
Chlorures, Chlorates. ...

Insecticides Herbicides Fongicides
Minéraux
Composes arsenicaux Sels de MH,, de Ca, de Fe de Sels de Cuivre
Soufre Mg, K, Ma A base de soufre
Composes flucrés Sous forme de sulfates, de Composés arsenicaux

Huiles minérales

Organigques

Organochlorés
Organcphosphores
Carbamates

Phytohormones
Dérives de |'uree
Carbamates
Triazines et Diazines

Carbamates et
Dithiccarbamates
Dérivés du benzene
Derives des quinones

Derives de pyrimidines Amides

Dérivés des dicarboximides Benzonitriles

Derivés de 'oxyguinoleine Toluidines

Dérivés des thiadiazines et organophosphorés

Thiadiazoles

Divers
Pyréthrinoide de synthése Dicamba Carboxines
Produits bactériens Pichlorame Chloropicrine
Répulsifs Paraguot Doguanide
Formol

1.2.2. Deuxieéme systéme de classification

Un produit phytosanitaire tel qu’il est présenté, est une spécialité formulée homologuée pour
le traitement d’une culture précise (mais, blé, tomate, pomme de terre, pois, fraise, etc...). La

spécialité formulée est composée d’une ou plusieurs matiéres actives et d’un ou plusieurs

additifs.

Le deuxiéme systéeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance
active qui compose majoritairement les produits phytosanitaires. Compte tenu de la variété
des propriétés physico-chimiques des pesticides disponibles sur le marché, il existe un trés
grand nombre de familles chimiques. Les plus anciens et principaux groupes chimiques sont
les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les triazines et les urées substituees.
Les structures chimiques caracteristiques de certaines de ces familles sont présentées dans le

tableau 1.

1.3. Principales familles de pesticides
1.3.1. Les organochlorés
Cette famille comprend un grand nombre de composés chimiques contenant du chlore et

quelquefois d’autres éléments.
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Les insecticides les plus puissants et les plus efficaces sont des organochlorés. On trouve dans
cette famille le DDT, le chlordane, ou en encore le pentachlorophenol. lls sont trés persistants
dans les sols, et ils se concentrent également dans les tissus biologiques. Beaucoup de

composés de cette famille sont interdits en raison de leur neurotoxicité.
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1.3. 2. Les organophosphorés

Les composés organophosphorés se repartissent en différentes classes selon le degré
d'oxydation du phosphore et la nature des substituants, notamment la présence d'un atome
d'oxygéne ou d'un autre chalcogéne. Les composés organophosphorés sont rapidement
dégradés par le rayonnement solaire, dans ’air, et dans les sols, bien que de petites quantités
puissent subsister et se retrouver dans la nourriture et I’eau. Le fait qu’ils se dégradent
facilement fait de cette famille une alternative intéressante aux pesticides organochlorés
persistants. Cependant, bien que les organophosphorés se dégradent plus rapidement, ils sont

plus toxiques, ce qui représente un risque pour les utilisateurs de ces composes.
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1.3.3. Les urées

Les urées représentent les molécules renfermant un groupe urée (NH,CONH_). Ce groupe peut se
trouver a lintérieur d’un cycle(Forgacz, 2011). Les atomes d’hydrogéne liés aux atomes d’azote
peuvent étre substitués par d’autres atomes, par des chaines ou par des cycles ou constituer un cycle.
Les sulfonylurées répondent également a la définition des urées. Cependant, comme la priorité de ce
groupe est supeérieure a celle des urées, les molécules répondant aux deux définitions seront classées

dans les sulfonylurées.

1.3.4. Les carbamates

Les carbamates présentent les mémes caractéristiques que les organophosphorés, mais avec
une toxicité moins importante. Ces composés constituent une famille de pesticides agissant
sur ’enzyme acétylcholinestérase (la famille des carbamates agit ¢galement sur cette enzyme

mais selon un mécanisme different) (Anne-Antonella, 2015).

Ils opérent en bloquant irréversiblement 1’acétylcholinestérase, essentielle aux transferts
nerveux chez les insectes, les humains, ainsi que chez la plupart des animaux. La capacité a
bloquer I’acétylcholinestérase (et donc la toxicité) peut varier de fagon importante d’un
composé a l'autre. Par exemple, le parathion, un des premiers organophosphorés, est
beaucoup plus puissant que le malathion, un insecticide utilisé pour combattre la mouche du

fruit méditerranéenne et les moustiques dans la vallée du Nil.
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1.3.5. Les triazines

Cette famille couvre un grand champ d’utilisation. La plupart sont utilisés comme herbicides
sélectifs. Les triazines peuvent étre utilisés seuls ou combinés avec d’autres composés afin
d’augmenter leur efficacité. Le caractére sélectif des triazines vient du fait que certaines
plantes peuvent métaboliser ces composés tandis que d’autres ne le peuvent pas. Les

triazinescomptent parmi les plus anciens herbicides.

1.3.6. Les pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des insecticides de synthese dérivés du pyrethre (molécule naturelle).
Le pyréthre est instable a la lumiére solaire tandis que les pyréthrinoides sont assez stables a
la lumiere solaire et sont efficaces contre un large spectre d'insectes (Tomlin, 1994). Les
pyréthrinoides sont classés en genérations (Ware, 1994) :

-La 1% génération est apparue en 1949. Un exemple type en est l'allethrine ;

-La 2°™M génération est apparue vers 1967. On peut citer parmi eux la tétraméthrine et la
resmethrine ;

-La 3™ génération est appar(t vers 1972-1973. Un exemple type est la fenvalérate qui est
une molécule tres active sur les insectes. Elle est également photostable ;

-La 4°™ génération de pyréthrinoides apparue aprés les années 1975 est constituée de
pesticides tels que le bifenthrin, la lambdacyhalothrine, la cypermethrine, la cyfluthrine, la
deltaméthrine, I'esfenvalérate, la fenpropathrine et la fluvalinate.

Tous ces derniers sont photostables et peu volatils. Le mode d'action des pyréthrinoides

ressemble a celui du DDT, mais ils sont en plus des poisons de la cellule nerveuse.

1.4. Utilisation

Les tonnages de pesticides ont constamment augmenté en soixante ans. Toutefois, la tendance
semble s’inverser dans certains pays européens. Il faut également considérer qu’a quantité
¢gale, les substances actives actuelles sont beaucoup plus efficaces qu’il y a plusieurs
décennies. En 2006, la France restait le troisieme plus gros consommateur de pesticides au
mondederriére les Etats-Unis et le Japon (Respectivement premier et second). Régulierement,
les substances commercialisées doivent étre modifiées afin de contourner la résistance aux
produits des organismes cibles, ou pour remplacer des substances interdites en raison de leur
toxicité. Les pesticides les plus utilisés (en termes de quantité) sont les herbicides. Le

composé le plus utilisé au monde est le glyphosate.
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1.5. Formulation

Un pesticide est constitué de nombreuses molécules comprenant :

-Une (ou plusieurs) substance active responsable de I’effet du pesticide.

-Un solvant; Ces solvants sont souvent des huiles végétales dans le cas des liquides, de
’argile ou du talc dans le cas des solides.

-Des additifs n’ayant pas d’activité biologique, mais pouvant modifier les propriétés du
pesticide et faciliter son utilisation. 1l y a plus de 100000 pesticides commercialisés, fabriqués
a partir de 900 substances actives différentes. Chaque année, entre 15 et 20 nouvelles

substances actives sont créées.

1.6. Modes d’action des pesticides

Les produits phytosanitaires constituent une catégorie de substances trés hétérogene
regroupant un grand nombre de molécules qui peuvent étre regroupées en familles chimiques
et classées selon des critéres trés rigoureux permettant d’identifier jusqu’a la molécule ou
I’isomere actif. C’est ainsi que sur ces critéres, on distinguera par exemple les produits
minéraux des produits organiques, parmi ces derniers les organochlorées, les
organophosphorés et les carbamates, eux-mémes subdivisés en méthyl ou phényl-carbamates

et ainsi de suite jusqu’a la molécule et ses isomeres.

Cette hétérogénéité chimique s’explique par la diversité des ravageurs Visés (insectes,
acariens et especes voisines, vegétaux herbacés ou ligneux, champignons, parasites, bactérie
virus et autres micro-organismes, vers, rongeurs et autres prédateurs) et par la multiplication
des cibles biologiques susceptibles d’étre atteintes (systeme nerveux, voiemétaboliques,
synthese des protéines et des acides nucléiques, noyau, génome, etc.). Dés lors on pressent
que les modes d’action de ces substances seront extrémement divers et en faire une synthese

exhaustive sera tres difficile.

Il arrive souvent qu’a ’intérieur d’une méme famille chimique (exemple : les carbamates)
certains représentants ont une activité sur le systéme nerveux et s’attaqueront aux insectes et
espéces voisines et seront qualifiés d’insecticides, alors que d’autres pourront inhiber
certaines voies métaboliques existant a la fois chez les insectes, les végétaux et les

champignons et seront considérés comme des herbicides dédiés aux végétaux verts.

Par mode d’action, on entend généralement le mécanisme par lequel la substance va exercer

son effet sur la cible biologique du ravageur visé ; mais cette cible peut exister aussi chez
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d’autres individus non-cibles. Si on prend par exemple les insecticides carbamates, ils
inhibent I’acétylcholinestérase qui est une enzyme intervenant dans le processus de la
neurotransmission, cette cible existe aussi chez les mammiféres, homme compris, qui sont
des organismes non-cibles mais dont le fonctionnement du systéme nerveux pourra étre
perturbé lors d’exposition a ces produits peu spécifiques. Il faut noter aussi que chez les
organismes cibles et non cibles, ces produits peuvent entrainer d’autres effets sans lien avec
le mécanisme d’action principal, mais on ne parle pas dans ce cas de mode d’action, ces
effets étant qualifiés de secondaires, ce terme ne préjugeant en rien de leur importance
biologique (Calvet et al., 2005)

Tableau 2. Modalités d’utilisation des pesticides (Calvet etal., 2005).

Insecticides

Modalités d’utilisation
Traitement des parties aériennes des végétaux
Traitement des semences
Traitement des sols
Traitement des locaux de stockage
Traitement des batiments d'élevage

Exemples de substances actives
Deltaméthrine, parathion, pyrimicarbe
Carbofurane, fipronyl
Chlorméphos, diazinon
Dichlorvos, permethrine
Cyperméthrine, trichlorfon

Fongicides

Modalités d’utilisation Exemples de substances actives
Mancozébe, bénomyl, éthyrimol,

tébuconazol, cuivre, soufre

Traitement des parties aériennes des végétaux

Traitement des semences et des plants

Captane, iprodione

Traitement des denrées entreposées

Diphénylamine, thiabendazol

Traitement des sols

Carbendazime, métalaxyl, manébe

Traitement des locaux et du matériel

Ammonium quaternaire

Herbicides

Modalités d’utilisation

Exemples de substances actives

Désherbage des cultures

Simazine, trifluraline, isoproturon, chlorprophame

Défanage

Diquat

Débroussaillage

2,4-D, piclorame, triclopyr

Désherbage des zones non-cultivées

Glyphosate, aminotriazole, diuron

Destruction des mauvaises herbes aguatiques et
semi-aquatiques

Chlorthiamide, dichlobényl

Tableau 3. Modes d’action des fongicides

Action sur les processus respiratoires
Inhibition des complexes Il et 111
Phosphorylation oxydative

Inhibition de la germination

Action sur les biosynthéses
Biosynthése des stérols
Biosynthese de ’ARN et ’ADN

Biosynthése des mélanines
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Action sur les microtubules

Combinaison avec la tubuline

Autres modes d’action
Action sur les membranes et la croissance
Inhibition de germination
Modification de la perméabilité cellulaire
Inhibition de 1’élongation des tubes

Germinatifs

Tableau 4. Modes d’action des insecticides et acaricides

Action sur le systeme nerveux
Action sur les synapses et lesNeuromédiateurs

Action sur la transmission axonale

Action sur la cuticule

Inhibition de la chitine

Action sur la respiration
Inhibition du transport des éléctrons dans les
Mitochondries

Inhibition de la phosohorylation oxydative

Perturbateurs de mue
Action sur I’ecdysone

Action sur I’hormone juvénile

Tableau 5. Modes d’action des herbicides

Inhibition de la photosynthése
Inhibition du PSI et PSII

Inhibiteurs de la synthése des caroténoides
Inhibition de la PDS et de la HPPD

Inhibition de la synthése des lipides
Inhibition de I’enzyme ACCase, des élongases et des

enzymes de cyclisation du GGPP

Inhibiteurs de la synthése des chlorophylles

Inhibition de la synthése des acides aminés
(chloroplastes)
Inhibition de la synthése de la glutamine, des

AA aromatiques et des AA ramifiés.

Découplants

Perturbation de la régulation de I’auxine AIA

Inhibiteurs de la division cellulaire, blocage de la
tubuline, du fuseau achromatique, blocage de la
synthése de ’acide folique.

Perturbateurs de croissance
Inhibition du transport auxinique et de la synthése de

la cellulose.

12




CHAPITRE I : APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

1.7. Doses admissibles et normes

Le decret du 3 Janvier 1989 définit le taux maximum admissible de divers polluants dans les
eaux de consommation. La plupart des pesticides ne doivent pas dépasser 0,1 pg par litre, la
tolérance étant abaissée a 0,03 pg pour laldrine et la dieldrine et 0,01 pg pour
I'nexachlorobenzéne. Par comparaison la plupart des pesticides qui ont une structure
d'hydrocarbures polycycliques sont tolérés jusqua 0,2 ug par litre. Ces valeurs ont été

choisies avec l'objectif d'assurer la protection de la santé publique

1.8. Devenir des pesticides dans ’environnement

Emportés par les eaux de ruissellement ou diffusés dans les eaux souterraines, volatilisés dans
I’atmosphere ou stockés dans les sols, les pesticides se retrouvent dans de nombreux
écosystéemes voire dans les aliments. Aujourd’hui de nombreuses recherches s’attélent a
comprendre comment les pesticides contaminent I’environnement et ce qu’ils deviennent au
cours du temps, pour évaluer les expositions des populations et des écosystemes a ces
substances.Les matieres actives phytosanitaires sont appliquées le plus souvent sous la forme
de liquides pulvérisés sur les plantes et/ou sur le sol. Dans certains cas, elles sont incorporées
au sol ou y sont injectées ou sont déposées sous forme de granulés, ou encore les graines en

sont enrobées.

Le produit de traitement, lors d'une application, se trouve réparti en proportion variant avec le
stade de la culture, la formulation, la cible, la technique d'application et les conditions
météorologiques entre le sol, le feuillage de la plante ou les résidus de culture et des pertes
dues a la « dérivex». Lors des traitements par aéronef, jusqu'a la moitié du produit peut étre

entrainé par le vent en dehors de la zone a traiter (Pimentel et Levitan, 1986).

Connaitre le devenir des produits phytosanitaires apres leur épandage en zone agricole est une
nécessité car la pollution engendrée par ces matieres actives peut avoir des conséquences
graves sur la santé et ’environnement. L’ensemble de la communauté scientifique s’accorde
sur le danger et la nocivité des produits phytosanitaires et de leurs métabolites sur
I’environnement. La contamination s’effectue a tous les niveaux : de I’air a ’eau en passant

par les aliments.

Le devenir des pesticides dans I’environnement, c’est a dire leur rétention, leur transport et
leur dégradation, dépend de leurs propriétés ainsi que de celles des différents compartiments

concernés, le sol, les eaux et ’atmosphere. (Calvet et al., 2005).
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Les recherches consacrées a la dispersion des pesticides dans 1’environnement ont prouvé la
présence de ces produits dans plusieurs points de la biosphére qui n’ont subi aucun traitement

(Schomburget al.,1991). Les phénomenes de transfert qui affectent les produits
phytosanitaires sont trés complexes et les réactions possibles de I’écosystéme a leur présence

sont largement méconnues (Weber, 1991).
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Figure 1. Devenir des pesticides dans I’environnement (El Rachidi, 2012).

1.8.1. Le transfert des pesticides vers les eaux superficielles et souterraines

Le transport des pesticides vers les eaux de surface et souterraines est réalisé sous forme
dissoute et sous forme particulaire. A la surface du sol, le ruissellement qui est responsable de
ce transfert peut-étre déclenché lorsque la pluie dépasse la capacité d'infiltration au sol ou
bien par le débordement de la nappe. Dans ce cas, le transfert s'effectue sous forme dissoute et
particulaire (Guigon-Moreau, 2006). Dans le sol, il peut également y avoir un écoulement
horizontal de subsurface(hypodermique). La présence d'une couche relativement imperméable
a faible profondeur favorise ce genre d'écoulement et les caractéristiques du sol déterminent

I'importance de cet écoulement (Musy, 2005).

L’eau est le principal vecteur des produits phytosanitaires dans le sol. En effet, le transport
des pesticides dans la phase liquide du sol a lieu via trois principaux phénomenes (Calvet et
al., 2005).

* La diffusion moléculaire : c’est le mouvement des molécules dissoutes, créé par un

gradient de concentration existant dans I’espace poral du sol. Ce phénomene correspond a
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un déplacement du pesticide de la zone ou sa concentration est élevée vers la zone ou elle
est moins elevee,

» La convection : le transport du pesticide se fait au moyen d'un seul déplacement d’une
phase liquide : I’eau du sol. Ce type de transport obéit aux lois qui régissent 1’écoulement
de I’eau dans le sol.

« La dispersion hydrodynamique est la résultante de la combinaison de la diffusion
moléculaire dans la phase liquide en déplacement (I’eau du sol) et de la variation spatiale
de la vitesse d’écoulement de I’eau dans I’espace poral. Ainsi, la dispersion traduit la

répartition des molécules dans le milieu poreux ou la convection a eu lieu (Pot et al., 2005

Le transport des pesticides concerne généralement les espéces dissoutes mais peut également
avoir lieu quand les molécules sont associées aux colloides du sol (particules de 1 nma 1um
de taille comprenant les argiles, la matiere organique et la biomasse microbienne). On parle
dans ce cas de transport particulaire. Les particules colloidales se comportent comme une
phase solide mobile qui adsorbe les polluants organiques et qui peut migrer dans le sol de
facon similaire ou parfois supérieure a la phase aqueuse (Jacobsen etal., 1997 ; Hesterberg,
1998 ; MacGehan et Lewis, 2002 ; Pot et al., 2005).

1.9. Facteurs influencant le transfert des pesticides vers les eaux souterraines
Les quantités de pesticide transférées vers les eaux souterraines dépendent de divers facteurs
relatifs aux propriétés physico-chimiques des produits phytosanitaires et des sols, ainsi que

des pratiques culturales et des conditions climatiques (Beigel et Di Pietro, 1999).

1.10. Persistance

Initialement, la notion de persistance a été utilisée pour les pesticides ; elle refléte la capacité
de la substance a ne pas étre altérée par des processus physiques, chimiques et biologiques. «
La persistance correspond donc a la stabilité des composés dans I’environnement, a leur
résistance a une décomposition ou a une transformation dans la nature ». Il est important de
souligner que les composés issus de la dégradation d’une substance initiale et ne pouvant étre
détruits dans la nature sont aussi considérés comme persistants mais persistants secondaires

voire tertiaires.

On fait par ailleurs une différence entre la persistance voulue et non désirée, dans le sens ou la
persistance non désirée induit un effet au-dela du temps prévu initialement (typiques des

composés organiqueschlorés comme le DDT). Cependant « il n’existe pas de mesure absolue
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de la persistance des composés. » On s’appuie plus sur des comparaisons entre différents
composés. On s’aide alors des caractéristiques physicochimiques liées a la stabilité ou la
réactivité des substances (comme la vitesse de reaction, le temps de demi-vie) (Bliefert et
Perraud, 2001).

1.11. Formation de résidus liés
Avec I'augmentation du temps de résidence, des liaisons se forment entre la matrice et les
molécules et entrainent une diminution de la désorption voire I’irréversibilité de 1’adsorption

(Barriuso et al., 2008). Les résidus liés sont en partie a ’origine des phénomeénes d’hystérése.

Les résidus liés sont définis comme : « des composés dans le sol, la plante ou un animal qui
restent dans la matrice sous la forme originelle ou de métabolite apres extraction »(Fihr et al.,
1998). De maniere générale, la présence de residus liés est considérée comme un processus de
stabilisation, cependant ils peuvent étre remobilisés sous certaines conditions (Barriusoet
Houot, 1996).

1.13. Toxicité des pesticides sur ’homme

Les pesticides ne sont pas seulement nocifs sur les animaux et les plantes mais ils sont
¢galement sur ’homme. Ainsi, 15 a 20% de ces produits chimiques sont cancérigenes et la
plupart d’entre eux sont des perturbateurs endocriniens. (Meyer et al., 2003)

C’est une biologiste américaine, Rachel Carson, qui en 1962 tire pour la premiére fois la
sonnette d’alarme avec la publication de son livre Printemps silencieux. L’ouvrage montre

alors ’effet délétere des pesticides sur I’environnement et particulierement chez les oiseaux.

Le DTT (insecticide interdit par la suite en 1972) amincirait les coquilles d’ceuf chez les
oiseaux entrainant une hausse de la mortalité et des problemes de reproduction. Les
chercheurs s’apercoivent également que des pesticides modifient le sexe de certains batraciens

ou provoquent des difficultés de reproduction d’invertébrés.

L’homme et les animaux en général, absorbent les pesticides et leurs produits dérivés via la
nourriture, ’eau, I’air respiré ou par contact avec la peau ou les cuticules. Les agriculteurs et
les ouvriers qui préparent les mélanges et réalisent les traitements ont plus de risque que le
reste de la population d’étre atteints par contact de la peau ou par inhalation. Ainsi, chez les
agriculteurs, malgré une espérance de vie plutot supérieure a la moyenne du fait d’une sous-
mortalité par maladies cardiovasculaires et par cancers en général (Viel et al., 1998), il a été

remarqué que la mortalité et I’incidence de certains types de cancers ont augmentés. Il s’agit
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en général de cancers peu fréquents voire rares tels que les cancers des lévres, de 1’ovaire,
ducerveau, de mélanome cutané et de la plupart des cancers du systeme
hématopoiétique(leucémies, myélomes, lymphomes). Le cancer de la prostate et de I’estomac,

cancers nettement plus fréquents, seraient également concernés (Meyer et al., 2003).

Il s’est également avéré que des produits de dégradation des pesticides peuvent étre aussi
toxiques, ou méme plus toxiques, que la molécule d’origine (Guillard et al., 2001 ; Forman et

al., 2002).

Les pesticides et leurs sous-produits ont été également identifiés en tant qu’agents
susceptibles de porter atteinte au processus de fertilité masculine, via une toxicité testiculaire
(Sanchez-Pena et al., 2004). Des études faites sur des rats ont clairement montré les effets
nocifs du methyl-parathion sur le systéme de reproduction (Joshi et al., 2003). Il a été
remarqué que chez des femmes exposees a des pesticides, le risque de mortalité intra-utérin
augmentait et que la croissance foetale diminuait. A noter aussi que des pesticides ont été
retrouvés dans le cordon ombilical mais aussi dans le lait maternel, ce qui pourrait expliquer
le mauvais développement du feetus, les malformations congénitales et les anomalies du

systéeme nerveux central (Levario-Carillo et al., 2004).

Mais tous ces liens entre les produits phytosanitaires et certains cancers ne sont que des
suppositions. De nombreuses études toxicologiques se contredisent a ce sujet. Il n’est pas
exclu que d’autres facteurs de risque présents en milieu agricole (comme le tabagisme, le
rayonnement solaire, 1’alimentation...) puissent jouer un rOle important dans le

déclenchement de ces cancers (Kelley et al., 2003).

Le plus souvent, le toxique est ingéré sous forme de résidus présents dans la nourriture ; mais
I'absorption peut se faire dans I'eau de boisson, par l'air inhalé ou par contact de la peau avec
le produit (Spear, 1991). Les agriculteurs et les ouvriers qui préparent les mélanges et
réalisent les traitements risquent plus que le reste de la population d'étre atteints par contact
de la peau ou par inhalation. Aux Etats-Unis, 99% des gens stockent du DDT (ou des dérivés
de cet organochloré) dans leurs tissus adipeux, et ce a raison de 4 ppm. On a trouvé beaucoup
de pesticides dans le lait humain, parfois en quantité supérieure a la DJA pour le nourrisson
(Jensen, 1983).
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2. LABIOREMEDIATION

2.1. Introduction

Avec I’accélération du développement économique, I’homme est de plus en plus responsable
de la pollution de I’environnement. La diversité des produits d’origine industrielle conduit a
une augmentation considérable du nombre de substances totalement étrangéres au monde
vivant, dites xénobiotiques. Certains de ces polluants ont contaminé les sols et proviennent
des décharges, des installations industrielles, comme conséquence d’accidents de transport ou
encore par le biais des rejets urbains et industriels ou en raison de pratiques agricoles (Abdelli
(2007)

2. 2. Définition

La bioremédiation, c'est-a-dire I’emploi de procédés biologiques pour éliminer les polluants
industriels qui contaminent le cycle biogéochimique des substances naturelles, est une option
avantageuse pour diminuer la  pression exercée sur [’environnement. La
bioremédiationconsiste a utiliser des systemes biologiques pour réduire le niveau de pollution

présents dans ’air, I’eau ou le sol (Abdelli, 2007).

Selon Roger et Jacq (2000), la bioremédiation désigne un ensemble de techniques mettant en
ceuvre des procédés de biodépollution des sites contaminés (sol, sédiments, eaux de surface,
ou souterraines). Ces techniques sont utilisées pour réduire la toxicité, la mobilité ou le
volume d'un contaminant dans le milieu, et font appel a l'utilisation de champignons, de
bactéries en inoculant des micro-organismes spéecifiques (bioaugmentation) ou en stimulant
I'activitéde populations microbiennes indigénes, par biostimulation, par apport
de nutriments et par ajustement des conditions de milieu (potentiel d'oxydoréduction,
humidité).

La bioremédiation ne peut étre utilisée pour confiner un volume d'eau ou de sol pollué. Elle
peut s'effectuer directement dans I'environnement pollué (in situ) ou apres transfert de l'agent
polluant (ex situ).

La bioremédiation est donc réalisée par de multiples réactions de dégradation de la part de la

microflore microbienne présente dans le milieu (Roger et Jacq (2000),

2.3. Les différentes techniques utilisées dans les processus de bioremédiation
La bioremédiation est un ensemble de techniques mettant en ceuvre des procédés de

biodépollution, utilisables pour réduire la toxicité, la mobilité ou le volume d'un contaminant
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dans les sols, le sous-sol, les eaux et les effluents gazeux. Elle ne peut étre utilisée pour
confiner un volume deau ou de sol pollué. Elle peut s'effectuer directement dans
I'environnement pollué (insitu) ou aprés transfert de I'agent polluant (ex situ). Ex situ La mise
en ceuvre de ces techniques passe par l'extraction soit du polluant, soit du polluant et du

matériau contaminé, et leur traitement dans des dispositifs clos ou semi-clos.

Les effluents liquides ou gazeux pollués sont traités dans des bioréacteurs
(réacteurs,digesteurs, biofiltres, biolaveurs, etc...)

Les sols contaminés sont excavés, puis traités suivants des procédés adaptés
(compostage,traitement sous forme de boues, etc.).

Les principalestechnologies utilisées dans la bioremédiation sont les suivantes :

2.3.1. La bioaugmentation

Cette technologie consiste a introduire des cultures de microorganismes a la surface du milieu
contaminé¢ dans l’objectif d’augmenter la biodégradation des contaminants organiques.
Généralement les microorganismes sont sélectionnés sur la base de leur aptitude a dégrader
les composes organiques présents dans le site a dépolluer. La culture peut comprendre une ou
plusieurs espéces de microorganismes. Des éléments nutritifs sont généralement apportés dans
la solution contenant les microorganismes. Cette suspension de microorganisme est apporté a
la surface du sol dans les conditions naturelles ou injecte dans le site contaminé sous pression
( Davet, 1998)

2.3.2. La biofiltration

Elle consiste a I’utilisation d’un biofiltre pour traiter les émissions gazeuses : Le principe
consiste a utiliser des microorganismes pour dégrader les polluants contenus dans I’air a
traiter : la phase aqueuse (I’air contaminé) est mise en contact avec une phase aqueuse dans

laquelle se développe la population microbienne, connue aussi sous le nom de la biomasse.

Dans une unité de biofiltration, I’air a épurer (a dépolluer) traverse d’abord un filtre et un
humidificateur afin de supprimer les particules (poussieres, graisses) présentes dans le gaz et
d’amener le niveau d’humidité a 100%. L’air est ensuite introduit dans un réacteur (une cuve)
contenant un garnissage formé de matériaux trés poreux (trés avide pour I’humidité). A la
surface des particules qui constituent le garnissage se trouve un biofilm qui correspond a une
pellicule d’eau contenant des microorganismes (bactéries et champignons) dont la fonction est

de dégrader les polluants présents dans I’air a traiter. Cette technologie est par exemple
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utilisée pour traiter ’air pollué¢ par le xyléne ou par des composés azotés (Roger et Jacq
(2000).

2.3.3. La biostimulation
La biostimulation consiste a stimuler I’activit¢é des populations microbiennes indigénes
(présentes dans le sol ou dans les eaux souterraines) par apport de nutriments et par

ajustement des conditions du milieu (potentiel d’oxydo-réduction, humidité).

2.3.4. Le compostage

Le compostage peut étre défini comme un procédé biologique contr6lé qui assure la
transformation et la valorisation des matieres organiques (sous produits de la biomasse,
déchets organiques d’origine biologique) en un produit stabilisé, hygiénique, semblable a un
terreau riche en composés humiques le compost. C’est la fermentation des ordures ménageres
organiques (résidus alimentaires) et des dechets verts (feuillages, résidus de jardinage) afin de
produire un compost réutilisable en agriculture ou dans le jardin pour fertiliser la terre.
L’aération et ’humidité sont deux ¢éléments indispensables pour entretenir les conditions
d’une bonne fermentation. Le compostage peut se faire chez soi ou collectivement par des

procédes industriels (Abdelli, 2007).

2.3.5. La biolixiviation

Il s'agit de la lixiviation favorisee par la voie biologique (généralement bactérienne). Elle
correspond a une méthodologie de solubilisation des métaux lourds grace a des bactéries
acidophiles fonctionnant en présence ou en I’absence d’oxygéne. Deux facteurs sont
importants pour la biolixiviation : la température qui doit &tre comprise entre 25 et 35 °C. La

taille des particules qui doivent étre trés proches de celle des bactéries.

De nombreux agents polluants et pesticides peuvent étre transformés ou décomposés a la fois
par des réactions physico-chimiques et biologiques. Toutefois décomposition et
transformations sont généralement plus rapides dans des environnements comportant une
microflore que dans les environnements stériles. Les méthodes biologiques faisant appel aux
microorganismes dépolluants ont prouvé leur efficacité pour les polluants organiques :
dépollution biologique de I’air, des eaux usées, des milieux mains et des sites pollués par les

hydrocarbures polycycliques, les composés chlorés ou les explosifs.
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2.4. Les critéres de sélection des souches microbiennes aptes pour la biorémediation
L'intervention des microbiologistes tend a augmenter les populations de microorganismes
dégradant I'agent polluant pour en accélérer la dégradation et peut prendre deux formes :
Le renforcement des populations autochtones aptes a dégrader l'agent polluant par
apportd'éléments nutritifs et modification des conditions de milieu, afin de diminuer la durée
de la phase d'acclimatation (ou de latence) et leur permettre de dégrader plus rapidement le

contaminant. Cette optimisation repose sur plusieurs critéres:

2.4.1. Adaptation et phase de latence

L'implication des microorganismes dans la degradation des polluants est indirectementétablie
par I'existence d'une phase de latence suivie d'une disparition plus rapide correspondant a une
adaptation de la microflore et au fait que I'application répétée d'un polluant ou d'un pesticide

provogue assez freqguemment un raccourcissement de la phase de latence.

Avant le démarrage de la deégradation d'un polluant, on note généralement une période
delatence qui correspond a une phase d'adaptation de la microflore. La liste des composés
pourlesquels une telle phase a été rapportée est longue et comprend des herbicides (2,4-D,
MCPA,

Mecoprop, TCA, amitrole, dalapon, monuron, chlorpropham...), des insecticides (methyl
parathion, azinphosmethyl), des aromatiques polycycliques (naphtalene, anthracene), et des

produits divers tels que le phénol, des chlorophenols, des chlorobenzenes etc.

La durée de la phase de latence peut varier dans de larges limites entre une heure et
plusieursmois. Elle varie avec la nature des produits mais également avec leur concentration
et les conditions environnementales. Elle est souvent trés longue pour les molécules chlorées
en anaérobiose.

Actuellement il n'existe aucune méthode permettant de prédire la durée de la phase delatence
de la biodégradation d'un composé dans un environnement donne.

Lors d'une seconde addition de polluant on observe généralement une diminution ou
mémeune disparition de la phase de latence mais ceci n'est pas une regle absolue. Un aspect
important de cette adaptation de la microflore est une diminution de I'efficience de certains

pesticides.

21



CHAPITRE I : APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

2.4.2. Spécificité et non spécificité polluant/ genre microbien

Les données actuelles identifiant les microorganismes dégradant un polluant ou les différents
polluants pouvant étre dégradés par un méme microorganisme ne sont pas extrémement
nombreuses. Les données disponibles indiquent cependant que la spécificité polluant /espéce
ou genre microbien n'est, dans certains cas, pas tres marquée. Par exemple, un méme pesticide
peut étre dégradé par différents microorganismes et réciproquement un méme

microorganisme peut dégrader un nombre élevé de substrats.

La spécificité microbienne est bien entendu corrélée avec la spécificité enzymatique. Un
cashien étudié de faible spécificité enzymatique est celui des méthane-mono-oxygénases
(MMO). Des préparations brutes de la MMOs de Methylococcuscapsulatuscatalysent
I'incorporation d'un oxygéne diatomique dans un spectre tres large de substrats, permettant a
cet organisme de degrader des alcanes, haloalcanes, alcénes, éthers et autres composés
alicycliques, aromatiques et hétérocycliques (Lottoetal., 2004).

Les MMO solubles et membranaires des bactéries méthanotrophes peuvent dégrader
deshydrocarbures saturés, insaturés, linéaires, branchés ou cycliques (benzéne, toluene,

styréne,naphtaléne) et jusqu'a environ 8 atomes de carbone, des alcools et des crésols

2.4.3. Seuils inférieurs et supérieurs

De nombreux polluants sont présents a de trés faibles concentrations dans les sols et leseaux.
IIs n'en restent pas moins dangereux, en particulier en raison des phénomenes
debioconcentration. L'étude des problémes liés a la dégradation de composés présents a de
trés faibles concentrations est relativement récente et a mis en évidence l'existence d'un seuil
inférieur en deca duquel la microflore ne peut plus se multiplier et aucune dégradation n'est
observée. A l'opposé, une concentration trop élevée en polluants peut causer une inhibition de

la microflore (Agarwal et al., 1998).

2.5. Facteurs qui influencent le processus de biodégradation d’un matériau
Les facteurs influencgant le processus de biodégradation d’un matériau sont d'ordre physique et

chimique et biologique

2.5.1. La température
Certains facteurs sont déterminants non seulement pour la croissance des micro-organismes
intervenant dans la dégradation mais aussi pour le matériau amené a étre dégradé.

Citons notamment la température (Lottoetal., 2004 Agarwal et al., 1998). C'est un facteur qui
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aun role trés important en raison de son effet sur I’activité microbienne, puisqu’elle
détermine la vitesse de métabolisation des nutriments. Le métabolisme de nombreux
microorganismes (meésophiles) est ralenti & des températures, soit supérieures a 40°C, soit

inferieures a 5°C.

2.5.2. L'humidité

C’est la disponibilité en eau plutét que la quantité d’eau présente dans un environnement
donné qui est le facteur critique. Les champignons sont favorisés quand le potentiel hydrique
est inférieur a — 15,8 10° Pa.

L’activité de tous les microorganismes cesse lorsque le potentiel devient tres faible (Calvet et

al., 2005 ; Copinet et al., 2004).

2.5.3. L’oxygéne

lorsque I’oxygénation du milieu est importante (potentiel rédox de I’ordre de 750 a 800
mV), elle favorise le développement d’une population aérobie susceptible de dégrader de
nombreux pesticides. Quand 1’oxygéne vient a manquer, le milieu devient anoxique et
d’autres population microbiennes aérobies facultatives, voire anaérobies strictes prennent le
relais. L’activité de ces microorganismes capables d’utiliser d’autres accepteurs d’électrons
que l’oxygéne est particulierement importante dans le cas de la dégradation de

composes halogénés (Haggblom et Bossert, 2003).

254, LepH

Le pH affecte la diversité, I’activité et la taille des populations microbiennes. Le pH optimal
de développement des bactéries se situe entre 5 et 8,5 alors que les champignons sont
favorisés dans les milieux plus acides. Le pH agit également sur 1’état d’ionisation des

enzymes, ce qui modifie leur affinité pour les substrats (Li et al., 1999).

2.5.5. Influence du nombre de substituants halogénés sur la biodégradation

Les polluants présentant une structure chimique électroniquement stable ou ayant de
nombreux substituants halogénés sont généralement les plus difficiles a dégrader (Sims et

al., 1986 ; Scheneurt et al., 1993). Dans ce cas, la stratégie communément retenue par la
microflore peut consister en I’introduction de groupes polaires qui ont pour effet d’accroitre

le caractére hydrophile et de faciliter ainsi leur dégradation ultérieure.
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2.5.6. Les adjuvants des produits phytosanitaires

ils entrainent des modifications des populations microbiennes, de I’activité globale de la
microflore du sol et de Iactivité spécifique de la microflore dégradante (Rouse et al.,
1994 ; Sanchez-Camazano et al., 1995 ; Beigel et al., 1999 ; Charnay et al., 2000). Soit ils
stimulent la dégradation du pesticides par un accroissement des populations microbiennes,
due a la source additionnelle de carbone résultant des cellules microbiennes tuées par
les adjuvants et facilement assimilable par la microflore survivante, ou a certains
adjuvants de formulations facilement assimilables, soit ils ralentissent la dégradation du
pesticides en raison de l’altération des microorganismes dégradant et du piégeage da la

matiere active a I’intérieur de micelles de composés tensioactifs (Calvet et al., 2005).

2.5.7. Présence d'accepteurs d'électrons

Les microorganismes assurent une fonction essentielle grace a leur grande diversité (Topp,
2003). Cette diversité des communautés microbiennes telluriques jouerait un role important
dans la dégradation des pesticides (Entry et Emmingham, 1995 ; Voos et Groffman,
1997). Cependant. Une des conditions fondamentales a la dégradation biologique est la
présence d’accepteurs d’¢lectrons. Dans les systémes aérobies, [’accepteur final
d’électrons est I’oxygéne moléculaire (Castillo et Tortensson, 2007) alors qu’en
conditions anaérobies, les accepteurs d’électrons inorganiques sont trés majoritairement
le NO3-, SO4%,S, COzou Fe*" . Les premiéres étapes de la dégradation provoquent les
transformations de la structure moléculaire du pesticide avec I’apparition de métabolites
pouvant, dans certains cas, étre plus toxiques que la molécule mere. La minéralisation
de la substance active, avec la transformation du carbone organique en CO2 est le processus
ultime. Il n’y a pas de relation univoque entre la stabilité chimique d’une molécule et

sa stabilité biologique (Charnay et al., 2000)

2.6. Principales réactions de la biodégradation

Les réactions de transformation ou de dégradation des pesticides par les populations
microbiennes telluriques sont essentiellement des réactions d’oxydation, de réduction et
d’hydrolyse. Les réactions d’oxydation sont majoritairement représentées par les mécanismes
d’hydroxylation, déalkylation, époxydation et sulfoxydation. Ces systémes réactionnels sont
généralement catalysés par les familles d’enzymes suivantes : les mono et di-oxygénases, les

laccases et les peroxydases(\VVoos et Groffman, 1997).
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2.6.1. Hydrolyse

Le clivage d'une liaison par addition d'eau est une réaction fréquente effectuée par les
microorganismes et qui inactive un certain nombre de substances toxiques.

Ces réactions peuvent consister en la simple hydrolyse microbienne d'une liaison ester par
unecarboxylase microbienne telle que dans le cas de I'inactivation de I'insecticide Malathion.

Une réaction identique peut causer le clivage d'une anilide par une amidase.

2.6.2. Hydroxylation

L'addition d'un ion OH a une molécule aromatique ou aliphatique la rend généralement moins
toxique. Par exemple, le simple remplacement dun H par OH inactive le fongicide
carbendazime (MBC) et I'herbicide 2,4-D.

2.6.3. Déhalogénation

De nombreux pesticides et des polluants industriels contiennent du chlore ou d'autres
halogenes. L'enlevement de I'halogéne détoxifie generalement ces composés. Les enzymes
impliqués sont appelés déhalogénases. Ces réactions peuvent consister dans le remplacement
de I'halogéne: soit par un ion H, soit par un ion OH, Elles peuvent également résulter dans

I'enlevement de I'nalogene et d'un H adjacent (deshydrodéhalogénation)

2.6.4. Déméthylation et autres déalkylations

De nombreux pesticides contiennent des radicaux méthyl ou alkyl liés a un N- ou un O-. Une
déalkylation du N- ou du O- généralement inactive ces pesticides. Dans le cas du Diuron,
I'enlevement d'un premier radical méthyl conduit au dérivé monométhylé nettement moins
actif comme herbicide que le Diuron. L'enlevement du second radical méthyl rend la
moléculecompletement inefficace. Une transformation du méme type se produit avec

I'atrazine et d'autres herbicides du groupe des triazines par perte d'un groupement N-éthyl.

2.6.5. Méthylation

La réaction inverse (addition d'un groupe méthyle peut inactiver les phénols toxiques. Par
exemple les fongicides penta- et tétra-chlorophénols peuvent étre inactivés par l'addition d'un
o-méthyl. D'autres exemples de détoxification par méthylation sont ceux du penta-
chloronitrobenzéne (fongicide) transformé en pentachloroaniline et du parathion (insecticide)

transforméenamino-parathion.
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2.6.6. Reduction d'une fonction NO>
Les composes organiques comportant un radical NO2 sont toxiques pour de nombreux
organismes supérieurs et inférieurs. Le remplacement du radical NO2 par un radical NH2

diminue généralement la toxicité du produit.

2.6.7. Désamination
Exemple de L'herbicide Metamitron est inactivé par I'enlévement du radical NH>.

2.6.8. Clivage d'une liaison éther (C-O-C)

Les phénoxy herbicides contiennent des liaisons éther (C-O-C) dont le clivage inactive la
molécule. Un exemple surprenant est celui du 2,4-D pour lequel la transformation
microbienne demande la fourniture d'énergie par le microorganisme (I'‘énergie de liaison C-O
est de 85,5 kcal/mole).

2.6.9. Conversion d'un nitrile en amide
L'herbicide sélectif 2-6-dichloro-benzonitrile est inactivé par la microflore du sol qui le

transforme en 2,6-dichloro-benzamide.

2.6.10. Conjugaison

Ce sont des réactions qui associent un composé courant des voies métaboliques a un
composétoxigue dont elles provoquent I'inactivation. Par exemple
Cunninghamellaeleganspeutconjuguer le pyréne avec du glucose. Certains organismes
peuvent conjuger un fongicide de la famille des dithicarbamates avec de l'acide butyrique

produisant une conjugaison moins toxique que le fongicide.

2.6.11. Ouverture de cycles (composés benzéniques) par Clivage ortho et méta

Les bactéries méthanogénes peuvent degrader un certain nombre de composes
benzéniquespolycycliques. Les microorganismes ont la possibilité de dégrader les polluants
aromatiques par ortho ou métaclivage. La position des substituants a également un impact
important sur la biodégradation de la molécule (Baker et Woods, 1977, Baker et Mayfield,
1980). Les microorganismes ont la possibilité de dégrader les polluants aromatiques par ortho

ou métaclivage.

2.7. Intéréts économiques de la bioremédiation
Le marché de la dépollution est estimé a un chiffre d’affaire en France de 138 milliards de

francs en 1996 et prés de 300000 emplois, les activités de protection de ’environnement sont
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devenues une véritable industrie. Au niveau communautaire, le marché de I’environnement
était estimé en 1994 a 580 milliards de francs. Selon I'UPDS (2000) Le marché francais de la
dépollution des sols, hors incinération et mise en décharge, se chiffrerait en 1995 a 350
millions de francs qui se décomposent en 150 millions pour la partie ingénierie (diagnostic et

maitrise d'ceuvre) et 200 millions pour la réalisation des travaux proprement dite (U.N.,1997 ).

La bioremédiation est souvent applicable sur le site (bioremédiation in situ) ou a proximité
immediate (quand des installations ex situ sont nécessaires), ce qui réduit les colts de
transport et de manutention. Par contre, la bioremédiation est une technologie qui demande
une approche scientifique multidisciplinaire. Elle doit étre adaptée cas par cas aux différentes
situations. Pour cette raison, le colt des études préliminaires pour la caractérisation du site a
dépolluer, et les études de faisabilité sont généralement nettement plus élevés que ceux des
méthodes conventionnelles. Comme pour toutes les techniques de dépollution, il convient de
d'effectuer un suivi du procédé. Par rapport aux méthodes classiques, le suivi de la

bioremédiation doit ajouter des études microbiologiques qui en augmentent le codt.

2.8. Limites techniques

La bioremédiation se heurte a des difficultés techniques multiples liées :

- a la nature, la concentration et le volume des produits a traiter. Les microflores sont plus
efficaces a des dilutions relativement faibles, situées entre un seuil minimum nécessaire pour
induire l'activité enzymatique (ou un cométabolisme) et un seuil maximum inhibiteur de
I'activité microbienne.

- a la non existence ou aux difficultés d'adaptation des souches indigénes et/ou a I'obtention
de souches efficaces in situ.

- a I'nétérogénéité de la dispersion du polluant dans le biotope, liée elle-méme a la nature du
sous-sol et a la porosité de celui-ci. Dans certains sols tres hétérogénes sur le plan
granulométrique, la circulation (naturelle ou forcée) des fluides (gaz et eaux) utilisés pour une
dépollution in situ se fait uniqguement par les zones de grande perméabilité, excluant de la
dépollution une grande masse de sol.

- aux modifications physico-chimiques qui surviennent dans ce biotope, modifications des
teneurs en oxygéne et variations de température saisonniéres qui rendent la bioremédiation
inefficace en hiver, dilution due aux pluies, etc. a des effets négatifs possibles sur
I'environnement. Par exemple, la transformation microbienne de polluants peut produire des

composés plus toxiques que le composé d'origine. Les bioremédiations sont impossible a
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mettre en ceuvre pour les composés récalcitrants, en particulier certains polymeéres et
composés organiques dont des halogénés riches en chlore (http://www.techniques-
ingenieur.fr/). Les xénobiotiques accessibles aux seules microflores aérobies et ayant atteint
une nappe anaérobie profonde ne peuvent étre traités in situ. Les bioremédiations sont peu
performantes vis-a-vis de certains produits a forte concentration, qui nécessitent une dilution
importante pour descendre en-dessous du seuil de toxicité. Ceci complique la bioremédiation
dans les zones arides. Elles sont difficiles a mettre en ceuvre dans le cas de pollution

multiforme massive (Roger et Jacq, 2000).
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CHAPITREII: MATERIEL ET METHODES

1. Présentation de la zone d’étude

Les eaux superficielles agricoles étudiées ont été prélevées a partir des régions de Ben
M’Hidi-Echatt. Plusieurs sites ont été choisis au niveau de ces deux régions (5sites). C’est
une zone a vocation agricole et qui constitue la zone polluée par les pesticides. La zone
témoin choisie est une zone forestiere; il s'agit de El-Aioun, située a la frontiere Algéro-
Tunisienne) loin de toute contamination par les différents polluants y compris les pesticides.

1.1. Situation géographique

La daira de Ben M hidi est située au Nord-Est algérien, elle est limitée au Nord par la mer
méditerranée, a I’Est par Berrihane et Boutheldja. Au Sud par les massifs gréseux qui
surplombent les localités de Besbes et Zerizer et a I’Ouest par la willaya d’Annaba. Elle
appartient a la wilaya d’El Tarf qui est située a ’extréme Nord-Est du pays et couvre une

superficie de 2892km?. Sa surface agricole est de 71000 ha dont 13500 sont irrigués.

La plaine Ouest d’El Taref s’inscrit dans un quadrilatéral délimité approximativement par les
méridiens 7°45° et 8°00° Est et par les paralleles 36°41° et 36°50° Nord. Elle est comprise
dans la zone littorale de la région d’Annaba et d’El Taref entre le cordon dunaire au Nord et
les monts de Chefia au Sud.

Figure 2.Carte de localisation géographique des sites étudiés (google erthe).
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1.2. Hydrographie
La plaine est traversée par deux principaux oueds, oued Seybouse a 1’Ouest et oued
Bounamoussa a I’Est. Entre ces deux principaux cours d’eau, plusieurs prennent naissance

tels que oueds Khalid de Boukhamira, et oued Bou Hallal.

1.3. Les caractéristiques climatiques

La région d’étude est soumise a un climat méditerranéen. Les températures hivernales varient
entre 6,9 & 7,8 en moyenne, elles atteignent 30°C aux mois de juin et juillet.

La région compte parmi les régions les plus arrosées d’Algérie, ainsi les précipitations
enregistrées est de 2,8mm au mois d’Aolt et atteint 95.5 mm au mois de décembre.
L’humidité de I’air est de 64.6% (moyenne annuelle) et une ¢lévation du degré hygrométrique

en période hivernale.D’autres données climatiques sont présentées dans I’annexe n°1

“F “C Altitude: 58m Climate: Csa “C: 18.2 mm: 719 mm
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Figure 4.Courbe de température de la régiond’El Taref (année 2009).
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1.4. Prélévements des échantillons d’eau

Dans le cadre de notre étude, nous avons effectué des prélévement a différents endroits
de la zone d’étude pour qualifier et quantifier leur pollution en pesticides. Les échantillons
d’eau sont collectés a partir des eaux stagnées au niveau des champs, mis dans des bouteilles
de verre ambré bien propres et rincées avec cette méme eau (Rodier, 1996). Une feuille
d’aluminium est placée sur le goulot afin d’empécher tout contact entre I’échantillon et le
bouchon de plastique. Les différents échantillons ont été conservés dans des glaciéres a des
températures inférieures a 4 degrés jusqu’ a l'arrivée au laboratoire ou ils sont rapidement
analysés. La localisation des points de prélevement sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau6. Les différents sites de prélévement

N° Sites Localisation des sites

1 Parcelle de blé située au niveau d’Echatt

Parcelle de Tomate, située au niveau de I’Institut national de la protection des
végétaux ( INPV)

Parcelle de Pomme de terre, située a 0.5 km de I'INPV

Parcelle de concombre, située a 1km a gauche de 'INPV

Puits situé a 2 km de 'INPV

o o M| W

Site témoin : zone forestiere située au niveau de I’El-Aioun

2. Analyse physico chimique des eaux superficielles agricoles

2.1. La température
Elle a été mesurée a 1’aide d’un thermometre au 1/100 de degré, trempé dans 1I’échantillon
pendant cing (5) minutes. Nous avons mesuré la température au lieu de prélevement (in situ).

On lit directement la température exprimée en degré Celsius (°c).

2.2.Le pH

C’est un parametre chimique caractérisant I’acidité ou la basicité d’un milieu. Il résulte de la
composition ionique de I'eau, (Aminot et Kérouel, 2004). En théorie, le pH est défini comme
le cologarithme décimal de I’activité de I’ion H*. Le pH dépend de la teneur en dioxyde de
carbone ; c’est a dire une modification de CO2 (Respiration, photosynthése, échange air- eau)

entrainera donc une modification du pH (Ramade, 2000).
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Le calcul du pH des échantillons d’cau a été déterminé a I’aide d’un pH-métre de type
Wagtech 525043.La méthode a consisté a plonger 1’électrode dans 1’échantillon contenu dans
un bécher dans lequel le barreau d’un agitateur magnétique homogénéise 1’échantillon. Apres

stabilisation de I’affichage sur le cadran du pH meétre, nous avons noté le pH.

2.3. La Conductivité (CE)
La détermination de la conductivité se fait par la mesure de la résistance. Un voltage est
appliqué entre deux électrodes plongées dans I'échantillon et la chute du voltage due a la

résistance de la solution est utilisée pour calculer la conductivité par centimetre.

La conductivité de I’eau est une mesure de sa capacité a conduire le courant électrique. Elle
permet d'apprécier rapidement mais trés approximativement la minéralisation de I’eau et de
suivre son évolution. La conductivité électrique des échantillons d’eau a été mesurée a I’aide
d’une sonde multi parametres de type WTW 197i. Celui-ci mesure le passage de ’¢lectricité
entre deux électrodes plongées dans I’eau. La mesure peut s’effectuer a 20° C avec un
conductimetre avec compensateur automatique de température. La mesure de la conductivité
est un moyen assez simple de détection d’une anomalie indiquant la présence probable d’une
pollution, par comparaison de la valeur norme admissible. Les charges importantes de

pollution organique augmentent la conductivité.

2.4. L’oxygeéne dissous

L’oxygene dissous dans les eaux de surface provient essenticllement de I’atmosphére et de
’activité photosynthétique des algues et des plantes aquatiques. La concentration en oxygene
dissous varie de maniére journaliere et saisonniére car elle dépend de nombreux facteurs tels
que la pression partielle oxygene de I’atmosphére, la température de I’eau, la salinité....

La teneur en oxygéne dissous a été mesurée in situ a I’aide de ’oxymeétre de type 3401 Multi /
SET.

2.5. La demande biologique en oxygéne (DBO5)

La DBOS exprime la consommation naturelle d’oxygéne en gramme/litre des CcOmposés
organiques dans I’eau, dégradée par les bactéries du milieu par une oxydation. L’oxydation
des composés organiques biodégradables par les microorganismes entraine une consommation
de dioxygene (O2). La mesure de cette demande en oxygene permet d’évaluer le contenu
d’une eau en matieres organiques biodégradables, donc son degré de pollution ou sa qualité.

Cette technique permet de mesurer au laboratoire sur 5 jours (a 20° C dans ’obscurité), la
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quantité d’oxygeéne consommée par le processus naturel de décomposition de la matiére

organique décomposable présente dans un litre d’eau.

Pour mesurer la DBO5, on réalise une premiére mesure de la concentration en dioxygéne dans
I’échantillon d’eau. On répéte cette mesure 5 jours plus tard. La DBOS représente la

différence entre les deux concentrations mesurées.

2.6. La demande chimique en oxygene (DCO)

La demande chimique en oxygene (DCO) correspond a la quantité d’oxygene nécessaire pour
la dégradation par voie chimique, effectuée a 1’aide d’un oxydant puissant, des composés
organiques présents dans I’eau. .Elle permet de mesurer la teneur en matieres organiques
totales, y compris celles qui ne sont pas dégradables par les bactéries. Il s’agit donc d’un
parameétre important permettant de caractériser la pollution globale d’une eau par des

COMpPOSes organiques.

Cette technique a été réalisée par oxydation chimique a chaud des matieres organiques ou

minérales présentes dans 1’eau a I’aide d’un oxydant puissant, le permanganate de potassium

(KMnO4) pendant 2 heures.

2.7. Le rapport DCO / DBO5

Le rapport DCO/DBOS5 donne une premiere estimation de la biodégrabilité d’un échantillon
donné (Rodier, 2005). Le rapport DCO / DBOS5 donne une indication sur I’origine de la
pollution organique. Plus il se rapproche de 1, plus le rapport DCO / DBOS5, indique la
biodégradabilit¢é d’un milieu. Lorsque le rapport est supérieur a 2, ceci indique que
I’échantillon analysé est difficilement biodégradable ; Lorsque le rapport est < a 2 :
I’échantillon analysé est facilement biodégradable ; lorsqu’il est > a 3 : ’échantillon n’est pas

biodégradable.

2.8. Les ions ammonium NH4*
Les concentrations dammonium sont mesurées par une méthode de normalisation
internationale (ISO 715/1-1998). Les ions NH4" ont été dosés par colorimétrie suite a

une catalyse en milieu alcalin par une solution de nitroprussiate de sodium.
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2.9. Les chlorures

Les ions chlorures sont dosés par la méthode volumétrique, dans un milieu neutre
(pH=6,7 ou 7) par une solution titrée de nitrate d’argent en présence de chromate de
potassium. La fin de la réaction est indiquée par I’apparition de la teinte rouge caractéristique
du chromate d’argent. (Rodier, 1996).

2.10. Les orthophosphates

Les concentrations des ortho phosphates ont €té déterminées par spectrophotométrie a
absorption moléculaire en utilisant une longueur d’onde A=700 nm selon la méthode de
normalisation internationale (1SO 6878/1-1998).

2.11. Les phénols

Détermination photométrique des phénols et d’autres composés de maniere oxydative par
formation de colorantes antipyrine sa I’aide du 4-aminoantipyrine. Réaction chimique
conforme aux méthodes normées DIN 38409-H 16-3. La longueur d’onde utilisée est égale a

520nm. La méthode détaillée est présentée en annexe.

2.12. Les Nitrites

Nous avons utilisé la méthode au Réactif de Zambelli pour le dosage des nitrites (NO2)
(Rodier, 1987), I’acide sulfanilique en milieu chlorhydrique et en présence d’ions ammonium
et de phénol, forme avec les ions NO2 un complexe coloré en jaune dont la densité est
proportionnelle a la concentration en nitrites. Les lectures sont effectuées au

spectrophotométre a la longueur d’onde 435nm.

2.13. Les Nitrates
Les nitrates (NOz) ont pour principale origine le lessivage des terres agricoles et la
dégradation de la matiere organique. Les variations saisonniéres des teneurs en nitrates sont

importantes et liées au développement du phytoplancton et au débit des cours d’eau.

Pour le dosage des nitrates, nous avons utilisé la méthode au Salicylate de sodium indiquée
par Rodier (1987). En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent le paranitro-

salicylate de sodium, coloré en jaune et susceptible d’un dosage colorimétrique.

3. Analyses des parameétres physico-chimiques des pesticides
Iy a une relation étroite entre les caractéristiques physico-chimiques des pesticides, celles de

la matrice (eau, sol, air) et les facteurs climatiques. Cette relation influe d’une manicre
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importante sur la contamination des milieux et la biodégradabilité du polluant ou pesticide
(Bordjiba, 2003).

3.1. La solubilité (S)

Les substances ayant une solubilité élevée sont rapidement distribuée par le cycle de I’eau, ses
substances sont peu absorbées sur les particules solides et tendent a étre plus facilement
dégradées a la fois par les phénomenes biotiques. Aucune substance n’est complétement

msoluble dans I’eau.

3.2. La pression de vapeur (P)
La pression de vapeur permet d’évaluer le taux d’évaporation d’une substance. Il est
nécessaire d’ajuster la pression de vapeur d’une substance a une température donnée

différente de la température normale.

3.3. La constante de Henry (H)
Elle représente le coefficient de partage a 1’équilibre d’une substance entre I’air et I’eau. Plus
la valeur est forte, plus la substance aura tendance a passer dans 1’air sous forme gazeuse au

lieu de rester sous dissoute dans 1’eau.

3.4. Les coefficients de rétention : Koc et Kd
La rétention des pesticides par les sols est classiquement caractérisée a l'aide du coefficient de

partage Kd ou de distribution du pesticide entre les phases liquide et solide.

Ce coefficient déterminé a 1’équilibre traduit 1’affinité du sol pour le pesticide. Comme la
matiére organique est considérée comme le constituant du sol majoritairement responsable de
I’adsorption des pesticides. Le coefficient Kd est fréquemment normalisé par rapport a la

teneur en carbone organique du sol, pour donner ainsi le coefficient Koc.

3.5. Mobilité
La mobilité d’une substance est évaluée par sa constante de sorption. Elle évalue les risques

de contamination des eaux souterraines par des tests sur colonne.

3.6. Persistance en plein champ
La persistance d’une substance active est 1’évaluation du risque d’accumulation dans les sols

et de dispersion dans I’environnement dans les conditions réelles.
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3.7. Coefficients de partage octanol-eau : Kow

Le Kow ou le coefficient de partage octanol-eau. C’est une grandeur sans dimension, definie a
une température et a un pH donné. 1l est souvent exprimé en logarithme décimal : log de P.
Log P est un indicateur de liposolubilité d une substance. Si log P est supérieur ou égal a 3, la

substance est susceptible de bioaccumulation.

3.8. Stabilité dans I’eau
Elle est évaluée par le temps de dégradation de 50 % de la substance active (DT 50) dans

I’eau et exprimée en jours ou en heures a un pH donné.

4. Méthodes d’analyse statistique

Toute étude statistique peut étre décomposée en deux phases au moins : le rassemblement ou
la collecte des données, d’une part, et leur analyse ou leur interprétation, d’autre part.

Les données collectées sont des caractéristiques physicochimiques mesurées dans chaque
¢chantillon d’eau superficielle agricole prélevée par site.

La statistique descriptive a pour but de mesurer et de présenter les données observées d’une
maniere telle qu’on puisse en prendre connaissance aisément, par exemple sous la forme de
tableaux ou de graphiques.

L’inférence statistique permet d’étudier ou de généraliser dans certaines conditions les
conclusions ainsi obtenues a 1’aide de tests statistiques en prenant certains risques d’erreur qui
sont mesurées en utilisant la théorie des probabilités.

Concernant notre travail, tous les calculs ont été réalisés pour chaque variable et pour chacun
des 6 sites, a ’aide du logiciel d’analyse et de traitement statistique des données minitab

version 14.1(X, 2003).

4.1. Description des données

Pour mieux décrire les différentes caractéristiques obtenues par site, nous avons calculés
certains parameétres statistiques de base tels que la moyenne arithmétique (x) qui est un
paramétre de position et de tendance centrale, 1’écart type (s) qui mesure la dispersion des
données autour de la moyenne, les valeurs minimales (Xmin) et maximales ( Xmax) qui donnent
toutes les deux une idée sur I’étendue des données, et enfin I’effectif (n) qui nous renseigne

sur I’importance des données traitées.

4.2. Comparaison entre les sites: Analyse de la variance a un critere de
classification (ANOVA)
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Pour comparer, entre les 6 sites, nous avons utilisé le test d’analyse de la variance a un critére
ou a un facteur de classification modele fixe.

L’analyse de la variance (ANOVA) du mod¢le linéaire général (GLM) du logiciel Minitab
d’analyse statistique des données (Minitablnc, 2014) est utilisée pour comparer les moyennes,
entre elles, des 6 sites et ceci pour chaque caractéristique étudiée (Dagnelie, 2009). On
considére qu’il existe des différences significatives entre les moyennes des quatre doses
quand la valeur de la probabilité (p) est inférieure ou égale au risque a = 0,05 (p < a = 0,05) ;
des différences hautement significatives quand p < a= 0,01 et des différences trés hautement

significatives quand p < a= 0,001 (Dagnelie, 2009).

4.3. Test de TUCKEY
Le test de TUKEY (Dagnelie, 2009) a permis de déterminer les groupes de sites homogeénes
par caracteristique physicochimique (Minitablnc, 2014).

5. Etude de la microflore microbienne totale des eaux superficielles

agricoles

5.1 Dénombrement de la microflore microbienne

5.1.1. Isolement, purification et conservation des souches

L’analyse de la microflore a été conduite selon la technique des suspensions — dilutions
telle qu’elle est décrite par (Rapilly, 1968) sur différents milieux de culture selon la méthode
suivante( Figure : 05).

Les micro-organismes exigent pour leur croissance des aliments. Ces aliments leur
sontfournis au laboratoire par des milieux nutritifs ou milieux de culture. Pour permettre
ledéveloppement des microorganismes, le milieu doit contenir tous les aliments nécessaires en
quantité suffisante et en proportion relativement convenable.

Les milieux de culture choisie pour I’isolement sont purement synthétiques et favorables au
développement des microorganismes. C’est un choix déterminant dans 1’isolement et le
dénombrement de la microflore Il s’agit des milieux PDA (milieu & base de Pomme de terre,
Dextrose et Agar ), MEA (milieu a base d'extrait de Malt et d'Agar, Czapeck ( milieu a base
d'élément minéraux et Agar), Sabouraud (a base de glucose et Agar) et milieu de Galzy et
Slonimski (a base des sels minéraux et vitamines) . La composition chimique et le pH des

milieux sont présentés dans I’annexe n°2.
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10 ml de la solution mére de chaque prélévement sont mélangés et agitées pendant quelques
minutes dans un tampon phosphate PBS (Phosphate - Buffered Saline) Plusieurs dilutions au

dixieme sont préparées a partir du tube contenant la suspension mere.

Il est possible de dénombrer globalement les populations microbiennes d’une eau en comptant
les colonies qui se développent sur milieu gélosé ensemencé par une dilution de 1’échantillon

(1 microorganisme =1 colonie).

1mL 1mL 1mL TmL TmL

Echantillon &
analyser

Dilutions de
raison 1/10 1710 |
réalisées dans Y \_/

destubes
contenant 9 mL l 1mL

1/10 000 1/100 000
-/ A/

11mL
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3
3

v

4 \\. y N /£ \ / \\ / A

Culture f / \ / \ J
| \ | A {

Figure 05. Méthode d'isolement de la microflore totale microbienne.

Aprés agitation, les différentes dilutions préparees sont utilisées pour réaliser des étalements
sur différents milieux de culture. Un ml de chaque suspension-dilution est déposé dans une
boite des boites de pétri contenant le milieu de culture stérile, trois répétitions sont réalisées
pour chaque dilution. Les boites ensemencées sont incubées dans une étuve a 37 °C. Les

lectures sont faites aprés 5 a 7 jours.

Les microorganismes isolés sont d’abord purifiés par plusieurs repiquages successifs
monospore ou mono-colonie sur des milieux de culture spécifiques. Une fois purifié, chaque
isolat est désigné par un numeéro de code. La conservation des microorganismes ainsi désignés
se fait soit a une température de 4°C soit au congélateur a une température de -18°C. Dans les

deux cas, aussi bien pour les bactéries que pour les champignons, des disques de gélose
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prélevés sur le pourtour de la culture purifiée, sont transférés dans des tubes d’Eppendorf

stériles de 1,5 ml, contenant du glycérol a 50%(Kebe etal., 2009).

5.1.2. Comptage et expression des résultats

La détermination de la charge microbienne est faite par comptage des colonies et les résultats
sont exprimés en UFC (nombre d’Unités Formant Colonies) / ml d’eau selon la formule
mathématique ci-dessous. Seules les boites contenant entre 15 et 150 colonies au
niveau de deux dilutions successives sont retenues pour le dénombrement (Dutruc-Rosset,
2003).

N =Y colonies / Vml x (n1 X 0,1n2) xd1

Ou : N: Nombre d'UFC par volume d'eau; Y colonies: somme des colonies des boites
interprétables; V: Volume de solution déposée (1ml); ni: Nombre de boites considéré a
la premiére dilution retenue; nz: Nombre de boites considéré a la seconde dilution retenue;

d; :Facteur de la premiére dilution retenue.

5.2. Identification de la microflore fongique isolée des eaux agricoles superficielles

aprées une série de repiquages successifs jusqu’a purification du champignon, La
caractérisation et [I’identification des espéces fongiques est basée sur 1’observation
macrosopiques et microscopiques des caractéres morphologiques de 1’espéce. Les progres
récents de la biologie moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a 1’identification.
Toutefois, la complexité du régne fongique fait, qu’a I’heure actuelle, ces outils ne peuvent
pas encore remplacer complétement I’examen morphologique, qui reste la base de

I’identification.

5.2.1. lIdentification macroscopique
L’identification morphologique repose sur des caractéres macroscopiques sur les différents
milieux de culture (dimension, couleur, texture, pigmentation du milieu, et croissance, aspect

des colonies, de leur revers).

5.2.2. lIdentification microscopique

Les caracteres microscopiques tels que I’aspect du mycélium, des spores, conidies, des
phialides, des conidiophores, structures de résistances et éventuellement la forme sexuée ou
asexueée constituent les bases de critéres principaux de I’identification des champignons

(Cahagnier et Richard-Molard, 1998).
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A partir des caractéristiques macroscopiqueset microscopiques, I’identification est effectuéeen
se référant a différentes clés de détermination : (Barnett, 1960 ; Ellis, 1971 ; Ellis, 1976 ;
Domsch et al., 1980 ; Wang et Zabel, 1992).

5.3. Identification de la microflore bactérienne

5.3.1. Identification macroscopique

Pour chaque colonie isolée et purifiée, les caractéristiques macroscopiques de la colonie sont

vérifiées en se basant sur :

 la taille ou le diamétre de la colonie : Elle peut étre mesurée a l'aide d'une régle graduée
pour les grandes colonies.

» la forme : I’allure des contours lisses, dentelés, déchiquetés, réguliers, irréguliers.

+ relief : surface bombée, demi-bombeée, plate centre parfois surélevé, parfois ombiliqué (en
creux).

« L'aspect de la surface, Il peut étre lisse ou rugueux.

« L'opacité : colonies opaques, translucides, transparentes.

« La consistance : au moment du préléevement, il est possible d'appreécier si les colonies sont
grasses, crémeuses,seches ou encore muqueuses (on obtient difficilement des
suspensions homogeénes).

» La couleur (pigmentation) : Les colonies habituelles sont cremes. Une couleur différente

est due a des pigments : jaune, rouge, orange, violette ...

5.3.2. Détermination des principaux types de bacteries

En rassemblant les critéeres précédemment décrits, trois sortes de colonies peuvent étre

distinguées :

« colonies S ouSmooth : colonies a surface lisse et bords réguliers, bombeées, de consistance
crémeuse et donnant des suspensions homogenes.

« colonies R ou Rugueuses : colonies a surface rugueuse et bords dentelés, plates, de
consistances séches et donnantes des suspensions hétérogenes.

« colonies M ou muqueuse : colonies a surface lisse et bords réguliers, bombées, filantes

sous I’anse, et donnant des suspensions hétérogénes.

5.3.3. Observation microscopique

L'observation microscopique permet de faire les observations suivantes :
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« la forme des cellules : Ce caractere est trés important en bactériologie, il peut a lui
seul conduire a la détermination de genre mais on doit l'utiliser avec une extréme
prudence. C’est ainsi qu'on différencie des germes ayant :

- une forme sphérique : les cocci (ordres de Micrococcales)

- une forme allongée en batonnet : les bacilles (ordre des Bacteriales)

- une forme intermédiaire : les cocobacilles

- une forme incurvée en virgule (vibrio) ou en ondulation (ordre des Spirillales)

- une forme spiralée (ordre des Spirochaetales)

- une forme ramifiée (ordre des Actinobactériales).

« Mode de groupements : dans les cultures, les modes de regroupement sont liés au
mode de division des germes et viennent compléter les données morphologiques et
fournir de précieuses informations pour l'identification . Ainsi par exemple, dans l'ordre
des Micrococcales, les différents groupements observés sont caractéristiques d'un genre
donné:

- groupement par deux en diplocoques : genre Pneumococcus pour les cocci Gram +genre

Neisseriapour les cocci Gram-

- groupement en chainettes : genres Streptococcus, Leuconostoc,Enterococcus

- groupement en tétrades : genre Gaffkya

- groupement en amas plans (grappe de raisin): genre Staphylococcus

- groupement en amas non plans : amas cubiques : genre Sarcina, amas irréguliers : genre

Micrococcus

- groupements en palissades ou genres Corynebacterium et Cellulomonas

« Mobilité : la mobilité est le caractére le plus important mis en évidence a I'état frais. On
doit observer :
La présence ou l'absence de mobilité,- les caracteres de cette mobilité : frétillement des

bactéries a ciliature polaire ou tournoiement des bactéries péritriches.

Remarque: Une bactérie mobile doit se déplacer dans le champ microscopique avec un
mouvement qui lui est propre, les autres bactéries restant immobiles ou se déplacant
dans d'autres directions. Attention cette mobilité ne doit pas étre confondue avec les
mouvements browniens qui sont des mouvements désordonnés de particules (sans

déplacement Véritable) dus a l'agitation thermique des molécules de liquide ni avec les
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mouvements transmis par les courants (toutes les bactéries sont entrainées dans la méme

sens).

« Eléments particuliers de la bactérie : la présence d'une capsule est révélée a I'état
frais de la souche cultivée sur milieu enrichi, par la coloration négative & l'encre
de Chine. Samise en évidence est un indice important.

Ex : des diplocoques Gram+ entourés d'une capsule importante évoquent Streptococcus

pneumoniae.

« Les spores, Leur présence permet a elle seule de ranger les bactéries aérobies dans la
famille des Bacillaceae. De plus la spore et sa position permettent la classification des

bactéries en groupes a l'intérieur d'une famille.

5.3.4. La coloration de Gram

La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Elle doit étre
parfaitement maitrisée car c’est le point de départ du choix des examens complémentaires a
effectuer, des milieux a ensemencer etc. La coloration de Gram est une coloration qui teste
I’alcoolo - résistance d’une souche bactérienne. En effet, les différences de coloration des

bactéries reposent sur des différences de constitution de la paroi.

Les bactéries Gram négatives ont une paroi plus fine que celles a Gram positives. De plus,
cette paroi est tres riche en lipides (membrane externe de la paroi) dans laquelle I’éthanol est

fortement soluble.

Au terme du processus de coloration, les bactéries dites « Gram Négatives » apparaissent
roses tandis que les bactéries dites « Gram Positives » sont colorés en bleu foncé/violet (rem :
certaines bactéries telles que les Bacillus, apparaissent parfois roses et violettes sur le méme
frottis, on les dit « Gram labiles » et les différences de coloration sont dues a des différences

d’age des bactéries).

5.3.5. Test oxydase
Ce test est a la base de I’identification des bactéries. Ce test permet de mettre en évidence une
enzyme : la phényléne —diamine- oxydase des bactéries a partir de leur culture en milieu

gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl-paraphényléne -diamine.

I1 s’agit d’écraser avec une effilure de pipette Pasteur une colonie du germe a étudier sur le

disque de papier pré-imprégné par le réactif. Si la colonie prend une teinte rose, violette. Le
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germe possede une oxydase : le test est positif, si la colonie reste incolore, le germe ne

posséde pas d’oxydase, le test est négatif.

5.3.6. Test catalase

Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogéne
(H202) celui-ci est tres toxique et certaines bactéries sont capable de le dégrader grace aux
enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est capable de

décomposer I’eau oxygénée selon la réaction : 2H,O, —» 2H0 + Oo.

Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase-) des entérobactéries
(catalase+). Une colonie est mise en suspension avec une ou deux gouttes de solution
de peroxyde d'hydrogéne (10 volumes) sur une lame. La réaction positive se traduit par
un dégagement immédiat de bulles de gaz (O2) (Marchal et al., 1991).

5.3.7. Caractérisation a I’aide de galeries API 20E

La galerie API 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif (dont les Vibrionaceae), comprenant 21 tests biochimiques
miniaturisés, ainsi qu'une base de données. Elle comporte 20 microtubes contenant des
substrats déeshydratés, et permet aussi la réalisation de tests en anaérobiose (ajout de
paraffine). La suspension bactérienne, inoculée dans 5 ml d’cau physiologique stérile a 1’aide
d’une pipette Pasteur stérile, est préparée a partir d’une colonie isolée suite a plusieurs

repiquages successifs. L’ajout de réactifs s’avere nécessaire pour certains tests. L’incubation

se fait a 36°C £ 2°C pendant 18 a 24 heures.

Le 21°™ test (oxydase) est réalisé en paralléle grace & un disque oxydase, sur lequel quelques

gouttes de suspension bactérienne sont versees.

Puis révéler les tests nécessitant I'addition de réactifs :

« Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeétre indique une
réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

« Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute la
cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

« Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10 minutes.
Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

Une faible coloration rose apparaissant apres 10 minutes doit étre considérée négative.
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La lecture des réactions se fait d’aprés le tableau de lecture fournit dans le kit et
I’identification est obtenue a I’aide d’un logiciel d’identification (base de données Api Web),

aprés y avoir inscrit le profil numérique a 7 chiffres.

Tableau 7. Tableau de lecture des tests du systeme API 20 E

TESTS COMPOSANTS ACTIFS QTE REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
(mg/cup.)
NEGATIF POSITIF
ONPG 2-nitropheline-BD- 0.223 B-galactosidase Incolore Jaune (1)
Galactopyranoside (Ortho Nitro Phenyl-BD
Galastopyranosidase
ADH L-arginine 1.9 Arginine DiHydrolase Jaune Rouge / orange
(@3]
LDC L-lysine 1.9 Lysine DeCarboxylase Jaune Rouge / orange
(@3]
oDC L-ornthine 1.9 OrnitineDeCarboxylase Jaune Rouge / orange
@
CIT Trisodimumcitrane 0.756 Utilisation du ClITrate Vert pale/jaune Bleu-vert /bleu
(©)
H2S Sodiome thiosulfate 0.075 Production d’H2S Incolore / grisatre Dépot noir/fin
liseré
URE Uree 0.76 UREase Jaune Rouge / orange
2)
TDA L-tryptophane 0.38 Tryptophane DésAminase TDA /immédiat
Jaune morron-
rougeatre
IND L-tryptophane 0.19 Production d’INDole JAMES / ijnmediat
incolore rose
vert pale /jaune
VP Sodium pyruvate 19 Production d’acétoine VP1+VPZ2/10min
(\VVogesProskauer) Incolore/rose pale ose /rouge(5)
GEL Gelatine 0.6 Geélatinasa (GElatine) Non diffusion Diffusion du
(origine bovine) pigment noir
GLU D-glucose 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune-jaune gris
(GLUcose) (4)
MAN D-mannitol 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(MANNitol) (4)
INO Inositol 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(INOsitol) (4)
SOR D-sorbiyol 19 Fermatation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(SORWbito) (4)
RHA L-rhamnose 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(RHAmnose) (4)
SAC D-saccharose 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(SACcharose)(4)
MEL D-melibiose 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(MELibiose) (4)
AMY Amygdaline 0.57 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(AMYgdaline) (4)
ARA L-arabinose 19 Fermentation / oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
(ARAbiose) (4)
OoX (voir notice du test oxydase) Cytochrome-Oxydase (voir notice du test oxydase)

3.8. Caractérisation a I’aide de galeries API 20 NE

C’est une série de test qui permet d’identifier les non- Enterobacteriaceae et/ou bacilles a
Gram négatif oxydase positif. La galerie API1 20 NE comporte 20 microcupules contenant des
substrats déshydratés. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne
saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de réactifs. Les tests

d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries se développent
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seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant. La lecture des résultats se

fait a ’aide du tableau de lecture et I’identification par un logiciel d’identification.

5.3.8.1. Test NO3

La révélation des deux tests NOsz et TRP est faite en mettant les tests d’assimilation a
I’abri d’une contamination par I’air. Une goutte de chaque réactif (NIT 1 et NIT 2) est ajoutée
dans la cupule NOs. Apres 5 minutes, une couleur rouge indique une réaction positive, a noter
sur la fiche des résultats. Une réaction négative peut étre due a la production d’azote
(éventuellement signalée par la présence de microbulles). Pour cela, 2-3 mg de réactif de Zn
sont ajoutés dans la cupule NOs. Aprés 5 minutes, une cupule restée incolore indique une

réaction positive. Si la cupule devient rose-rouge, la réaction est négative.

5.3.8.2. Test TRP
Une goutte de réactif JAMES est ajoutée dans la cupule TRP. Une couleur rose diffusant dans

toute la cupule indique une réaction positive.

5.3.8.3. Test d’assimilation

La pousse bactérienne est observée, une cupule trouble indique une réaction positive.

5.3.8.4. Interprétation

L’identification est obtenue a partir du profil numérique. Sur la fiche des résultats, les tests
sont séparés par groupe de trois et une valeur (1, 2, 4) est indiquée pour chacun. En
additionnant a Dlintérieur de chaque groupe les valeurs correspondant a des réactions
positives, on obtient 7 chiffres ; la réaction de I’oxydase qui constitue le 21éme test est

affectée de la valeur 4 lorsqu’elle est positive.
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Tableau 08. Tableau de lecture des tests du systeme APl 20 NE

TESTS COMPOSANTS ACTIFS QTE REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
(mg/cup.) NEGATIF POSITIF
Reduction des Nitrates en nitrites NIT1+NIT2/5min
NO3 potassium nitrate 0.136 Reduction des Nitrates en azote incolore | rose-rouge
Zn /75 min
rose | incolore
JAMES / immédiat
TRP I-tryptophane 0.2 Formation d’indole (tryptophane) indolore
vert pale/jayne rose
GLU D-glucose 1.92 Fermentation (GLUcose) Bleu a vert Jaune
ADH L-arginine 1.92 Arginine DHydrolase jaune orange/rose/rouge
% Urée 0.76 UREase jaune orange/rose/rouge
Esculine 0.56 hydrolyse (3-glucosidase)
ESC citrate de fer 0.072 (ESCuline) jaune gris/marron/noir
hydrolyse (protéase) (GELatine) pas de diffusion
GEL gélatine (origine bovine) 0.6 de pigment diffusion de pigment
noir
3-galactosidase (Para-
PNPG 4-nitrophényl-8D- 0.22 NitroPhényl-RD- incolore jaune
galactopyranoside Galactopyranosidase)
|Gﬂ, D-glucose 1.56 Assimilation (GLUcose) transparencq trouble
@ L-arabinose 14 Assimilation (ARAbinose) transparencq trouble
M O-mannose 14 Assimilation (ManNosE) transparencq trouble
M D-mannitol 1.36 Assimilation (MANRNitol) transparencq trouble
w N-acétyl-glucosamine 1.28 Assimilation (N-Acétyl- transparencq trouble
Glucosamine)
w D-maltose 14 Assimilation (MALtose) transparencq trouble
@ potassium gluconate 1.84 Assimilation (potassium transparence trouble
GlucoNaTe)
@ acide caprique 0.78 Assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
Assimilation (acide ADIpique)
ﬂ, acide adipique 1.12 Assimilation (MaLaTe) transparence trouble
w acide malique 1.56 Assimilation (trisodiumClTrate) transparence trouble
Assimilation (Phényl ACétique)
&, trisodium citrate 2.28 transparence trouble
&, acide phénylacétique 0.8 transparence trouble
OoX (voir notice du test oxydase) - cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)
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6. Etude de la biodégradation de deux pesticides (mancozébe et méthomyl)

par les souches microbiennes isolées

- Objectif de I’étude: il s’agit de déterminer les capacités cataboliques et de rechercher parmi
les souches microbiennes isolées acclimatées et non acclimatées a la pollution par les
pesticides, des souches capables de dégrader efficacement les substances actives du
mancozébe et du méthomyl. Afin de déterminer les capacités métaboliques des souches
sélectionnées, deux objectifs ont été formulés.
1. Vérifier la tolérance des souches microbiennes a travers leur croissance en mode
batch (culture discontinu)
2. Déterminer ensuite les taux de biodégradation des deux pesticides aprés 5 jours a
partir des cultures batch.

6.1. Les souches microbiennes
Dix souches bactériennes et dix souches fongiques ont été testées séparément. Un consortium
d'une population mixte constituée par ’ensemble des souches bactériennes et un consortium

d'une population composée de I'ensemble des souches fongiques ont été également étudiés.

6.2. Les milieux de culture
Les milieux nutritifs utilisés pour la culture des souches fongiques sélectionnées pour le

processus métaboliques : tolérance et biodégradation sont : MEA, PDA, CZAPEK, Milieu
liquide de GALZY et Slonimski. La composition des milieux de cultures est présentee

dans 1’annexe n°2.

6.3. Les produits chimiques ou pesticides

Les pesticides utilisés, nous ont été fournies par Bayer. Ce sont des composés utilisés a grande
échelle pour les cultures maraichere et céréaliéres au niveau des régions du Nord-est algérien.
Il s’agit d’un fongicide et d’un insecticide commercialisés en Algérie respectivement sous les

noms de mancozébe et méthomyl.

6.3.1. Le mancozébe
Le mancozébe est un est un fongicide particulierement approprié pour lutter contre les
champignons de moisissure, etc. Appartenant a la famille des carbamates et, plus

précisément, un dithiocarbamate, non inhibiteur des cholinestérases?2.
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Il s'agit de la combinaison de 2 autres dithiocarbamates : I'éthylene-bis-dithiocarbamate de
manganése et de zinc ou manebe et I'éthyléne-bis-dithiocarbamate de zinc ou zinebe3.

Le mancozebe est un fongicide de contact a action préventive, dont le mode d'action multisite
correspond au groupe de gestion de la résistance. Il est utilisé pour lutter contre un large
éventail de maladies des plantes sur une grande variété de cultures. Le mancozebe appartient
au groupe des fongicides communément appelés les éthylenebis(dithiocarbamates) (EBDC),

au méme titre que les matiéres actives manébe, métirame et nabame.

Mn*2 Zn*?

S:<NH NEZS S:I<MH NZZS
S S

Figure 6. Structure chimique du mancozebe

Formule brute : (C4 H6 Mn N2 S4)x (Zn)y
IUPAC: manganese ethylenebis (dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt

CA:[1,2-ethanediylbis[carbamodithioato](2-)]manganese mixture with [1,2-
ethanediylbis[carbamodithioato]  (2-)]zinc  9Cl)[ethylenebis(dithiocarbamato)]manganese

mixture with [ethylenebis(dithiocarbamato)]zinc (8Cl).

6.3.2. Le méthomyl

Le méthomyl est un insecticide systémique a action rapide faisant parti du groupe des
carbamate. La matiére active méthomyl agit par contact et ingestion et inhibe la formation de
cholinérase. 1l est soluble dans I'eau, solide cristallin, qui dégage une odeur de soufre-like. 11
est trés toxique, il est classé comme un insecticide carbamate qui est désigné comme une
utilisation limitée de pesticides par I'Agence américaine de protection de I'environnement.
Depuis la fin des années 1960, la substance est utilisée comme pesticide dans les fruits et
Iégumes commerciale ainsi que des produits stockés. L'utilisation comme insecticide est tres
efficace contre une large gamme de parasites, en particulier ceux qui sont résistants aux

organophosphorés.
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TCHS

Figure 7. Structurechimique du méthomyl

Formule brute : C5 HIO N2 02 S
IUPAC : N-[(methylcarbamoyl)oxy])ethanethioimidate de S-methyle
CA : methyl N-[[(methylamino)carbonyl]oxy]ethanimidothioate.

Les principales caractéristiques physico-chimiques sont données dans les tableaux.

6.4. Les précultures et les cultures

Les précultures et cultures sont conduites en mode batch sur milieu synthétique Galzy et
Solnimski (GS), additionné de glucose (5g/l) a pH 4,5, le milieu est réparti dans des fioles
d’Erlenmeyer de 250 ml a raison de 100 ml par fiole, I’ensemble est alors stérilis€¢ sous
pression vapeur saturante (20 mn a 120°C). L’inoculum (mycélium plus spores ou colonies de
bactéries ou de champignons) est prélevé des boites de Pétri et introduit de maniére aseptique
dans les fioles. Chaque essai est réalisé en triplicata (trois répétitions pour chaque souche et
trois répétitions pour le consortium bactérien constitué par la population mixte). L’incubation
se fait a une température 27°C sous éclairage de 1200Lux (12H/24H) et en condition agitée

(sur plague orbitale a une vitesse de rotation de 180 tr/mn) pendant deux jours.

Les molécules de fongicide et d’insecticide sont préparées dans un mélange DMSO/éthanol
(50/50, VIV) et stérilisées par filtration a travers une membrane de 0,22 um Millipore
(Bedford, MA), puis ajoutées dans les cultures d’une fagon aseptique a la concentration finale

de 100 mg/I.

Des témoins de dégradation abiotique (milieu + pesticide sans inoculum) sont inclus dans les
essais.

Les différentes phases de la méthodologie utilisée sont schématisées dans la figure suivante :
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Souches isolées de I’eau contaminé et non
contaminé entretenues sur milieu solide MEA

!

Préculture sur milieu MEA ou Czapeck 5 a 8
iours d’incubation a 37 C°

Ensemencement des souches dans 100 ml sur
milieu GS liquide additionné de 5g/lI glucose

Culture a 27 C°, agitation sur plaque a 180 tr/
minutes. sous lumiere continue pendant 48

Ajout de la molécule de pesticide (insecticide
et/ou fongicide)

v

Incubation a 27 C° sur plaque orbitale a 180
tr/minutes. sous lumiére nendant 120 heures

1

A partir de t 0 des prélévements sont réalisés tous les 24h

v v V v

Aprés 120 heures, filtration du milieu de Evaluation Evaluation Evaluation
culture sur membrane millipore : 0,45um de I’O2 du pH de la DO
Inoculum Filtrat
Evaluation de Dosage par
la biomasse CPG

Figure 8. Phases de la méthodologie utilisée pour 1’évaluation de la biodégradabilité des

molécules de pesticides
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6.5. Détermination de la tolérance des souches microbiennes vis-a-vis du pesticide a
travers leur croissance en mode batch (culture discontinu)

Les paramétres etudiés sont le pH, la Densité optique ou turbidité, le taux d'oxygene (DCO)et
le poids sec de l'inoculum. Les mesures sont prises a partir des prélevements sur milieu a
partir du temps to puis a tous les 24 heures. Les valeurs calculées ont permis ensuite de tracer

les cinétiques de croissance.

6.5.1. Mesure du pH

L’activité microbienne est largement influencée par le pH. Et par voie de conséquence, il peut
affecter le processus de biodégradation. Pour maintenir la survie de la bactérie dans le
milieu, il est nécessaire que le pH soit proche de la neutralité ou légérement basique , ceci
favorise évidemment la rupture des liaisons ester par hydrolyse . Le pH est déterminé a
I’aide d’un pH metre de type Wagtech 525043.

6.5.2. Détermination de la densite optique

La turbidimétrie est utilisee pour déterminer la croissance bactérienne en présence de
pesticides utilise comme source de carbone a temperature ambiante pendent 5 jours. La
densité optique est déterminée pendant la période d’incubation a des intervalles de temps de
24 h. Elle est mesurée a une longueur d’onde de 660 nm pour les bactéries et 630nm pour les
champignons sur un spectrophotometre (Jenway-6300). La courbe d’étalonnage réalisée
séparément permet de relier la densité optique obtenue au nombre réel de bactéries ou de

champignons.

6.5.3. Détermination du taux d'oxygene nécessaire a la dégradation des composés
organiques du milieu (DCO)

Ce test est particulicrement utile pour la caractérisation d’un milieu traité par voie
biologique ou physico-chimique. 1l détermine la quantité de I’oxygeéne nécessaire pour

oxyder la matiére organique (biodégradable ou non) du milieu a I’aide d’un oxydant puissant.

L’oxydabilité est utilisée dans le cas de faible concentration en matieres organiques (<40
mg/l). La technique utilisée est celle de Rodier (2005) qui utilise a froid le permanganate de
potassium comme oxydant. Elle consiste a introduire dans un erlenemeyer 50 ml
d’échantillon, 5 ml de solution d’acide sulfurique (?2), et 50 ml de solution de permanganate
de potassium (N / 80). Ce mélange est laissé pendant quatre heures a la température ambiante

du laboratoire. Puis décoloré par 10 ml de solution de sulfate de fer et
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d’ammonium.L’excesde sulfate de fer et titré par la solution de permanganate (N / 80) jusqu’a
apparition de la coloration rose. L’oxydabilité est déterminée par mesure de l’oxygene
nécessaire a 1’oxydation du carbone organique en molécule de CO> dans I’échantillon). Cette
mesure a I’avantage de fournir rapidement un résultat, et d’étre facilement reproductible, mais

ne renseigne pas directement sur la nature ou la quantité des composés du milieu.

6.5.4. Calcul du poids sec de I’'inoculum

Apres 120 heures, le contenu des fioles erlen-Meyer est récupéré, filtré a travers une
membrane de 0,45 um Millipore. Le filtrat est récupéré dans un tube en vue des dosages
chromatographiques pour la détermination du pourcentage de biodégradation du pesticide. Le
contenu de la membrane est mis a sécher a une température de 105 °C pendant 24 heures puis
pesé afin de déterminer son poids en mg/ml.

Le poids sec est calculé selon 1’équation suivante :

Ps = (M- MO0)

M : poids de la membrane aprés séchage

MO : poids de la membrane vide

7. Evaluation des taux de biodégradation des deux pesticides apres 5 jours a

partir des cultures batch en mode discontinu.

L’évaluation de la disparition du produit (pesticide) se fait par dosage en chromatographie en
phase gazeuse (CPG) de sa quantité résiduelle, quantité qui, par la suite, permet de déterminer
le pourcentage de disparition. Des prélevements (1ml) sont effectués a un temps (t0),c.a.d. au
moment de I’ajout du pesticide, et aprés 120h. Les fractions prélevées sont filtrées sur
membrane millipore (0,45um), extraites a I'hexane puis injectées. Trois injections sont

réalisées pour chaque échantillon.

7.1. Conditions chromatographiques
ColonneOV-1701, L =30 m, D = 0,32 mm, Ep = 0,25 pum, N2 = 2 ml/min- Detécteur Abs a
300 °C, débit N2, 30 ml/min — Injecteur SPI 50°C (30 sec) a 300°C, volume Injectable 1l —

Four 50°C a 280°C, avec un pas de température de 10°C/min.
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7.2. Le dosage

Pour déeterminer les concentrations résiduelles des différentes molécules testées, nous utilisons
pour chaque produit, un échantillon étalon de concentration connue dans le méthanol
correspondant & une concentration finale de 100 mg/l dans le milieu de culture. Le programme
de I’intégrateur, sur la base du temps de rétention, de la surface du pic donnée par I’étalon et
de la surface du pic donnée par I’échantillon, calcule la concentration restante du substrat

étudiée pour chaque échantillon.

53



CHAPITRE III
RESULTATS ET DISCUSSION

& J




CHAPITRE I11: RESULTATS ET DISCUSSION

CHAPITREII: RESULTATS ET DISCUSSION

1. Analyses physicochimiques des eaux superficielles agricoles

La température de I'eau est mesurée in situ et elle est compriseentre23,71°Cet 26,9°C .Les
échantillons témoins présentent une moyenne plus élevée avec26,9°C Les valeurs enregistrées
sont dans les normes et aucune de ces valeurs ne dépassent les normes.

La température de 1’eau est un élément essentiel dans le fonctionnement des écosystémes, elle
dépend de I’ensoleillement et des échanges avec 1’atmosphere. Les variations de la
température ont des effets importants car elle influent sur le développement des colonies de
micro-organismes (Liss et al., 1992).

28 -

ﬁi:: |
25 - ‘|'
s B H

23 ~

22 -
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Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Témoin

Figure 9. La température des eaux superficielles agricoles

Le pH de I’eau mesure la concentration des protons H* contenus dans I’eau. Il résume la
stabilité de I’équilibre établi entre les différentes formes de 1’acide carbonique et il est li¢ au
systeme tampon développé par les carbonates et les bicarbonate (El Blidi et al., 2003).La
FigurelOmontre que le pH est compris entre un minimum de 6.80 au niveau du site let un

maximum de 7,6au niveau du site Témoin, voisin de la neutralité.
Toutefois, il est a signaler que des valeurs de pH inférieures a 5 ou supérieures a 8.5 affectent

la croissance et la survie des microorganismes (Mara, 1980). La diminution du pH résulte de

’activité bactérienne de décomposition de la matiére organique (AnsaAnare et al., 1999).
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Le pH dépend de I’origine des eaux, de la nature géologique du substrat et du bassin versant
traversé (Dussart, 1966; Bermond et Vuichard, 1973). Ce parametre conditionne un grand
nombre d’équilibres physico-chimiques entre I’eau, le gaz carbonique dissous, les carbonates
et les bicarbonates qui constituent des solutions tamponnées conférant a la vie aquatique un
développement favorable. Dans la plupart des eaux naturelles, le pH est compris
habituellement entre 6 et 8,5 (Hceflcd, 2007).
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Figurel0. pH des eaux superficielles agricoles.

La conductivité donne une idée de la minéralisation d’une eau et a ce titre un bon marqueur de
I’origine d’une eau (Hceflcd, 2006).Elle est proportionnelle a la minéralisation de I'eau, ainsi
plus I'eau est riche en sels minéraux ionisés, plus la conductivité est élevée (Derwich et al.,
2010).

La conductivité électrique désigne la capacité de 1’eau a conduire un courant électrique et elle
est déterminée par la teneur en substances dissoutes, la charge ionique, la capacité
d’ionisation, la mobilité et la température de 1’eau. Par conséquent, elle renseigne sur le degré
de minéralisation d’une eau. Les valeurs de la conductivité électrique des eaux étudiées sont
trés élevées supérieures a 1000 pS/cmet dépassent la norme de 1’OMS(dans I’annexe
n°3)donc ces eaux sont de minéralisation élevée avec une valeur maximale de 5.7mS/cm au

niveau du site témoin et une valeur minimale de 0.9 mS/cm au niveau du site 4 (Figure 11).
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Figure 11. Conductivité électrique des eaux superficielles agricoles.

La figure 12montre des teneurs en oxygene dissous irréguliéres et faibles. Elles se situent
entre 2.53(site 5)et 3.16 mg/I(site témoin).Les valeurs enregistrées sont basses et sont
différentes des normes admissibles. Dans tous les cas, les teneurs en oxygene obtenues
peuvent encore diminuer des que la dégradation des matieres organiques et la multiplication

des micro-organismes aérobies s’amorcent (Meinck et al., 1977).
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Figure 12.Taux d’oxygéne dissous des eaux superficielle sagricoles.
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La DBOS traduit la quantité d’oxygéne moléculaire utilisée par les micro-organismes pendant
une période d’incubation de 5 jours a 20 °C pour décomposer la matiére organique, dissoute
ou en suspension, contenue dans un litre d’eau. D’aprés Chapman et al., 1996, la DBO5 des

eaux naturelles est inférieure a 2 mg/I.

La Figure 13montre que les valeurs de la DBO5 enregistrées sont comprises entre 2,00 mg/I
au niveau de sitel et 5.20mg/l au niveau de site3.1l est claire que les concentrations de la
DBO5 sont largement inférieures a la norme (30 mg/l dans ’annexe n°3). Ce qui montre
I’existence de microorganismes capables de bioépuration dans les échantillons d'eaux

prélevées.
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Figure 13.Teneurs de la DBO5 des eaux superficielles agricoles.

Concernant la demande chimique en oxygéne DCO et d’aprées la Figure 14,les résultats font
apparaitre clairement que le site 1présente la valeur minimale (15mg/l) et le site témoin la
valeur la plus importante (38.33mg/l), inférieure a la norme qui est fixée a 40 mg /1 selon les

normes (annexe n°3).
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Figure 14.Teneurs de la DCO des eaux superficielles agricoles.

Le rapport DCO/DBOS5 indique une biodégradabilité difficile des matieres organiques et
inorganiquesprésentes puisque toutes les valeurs DCO/DBO5 sont > a 3. En effet le rapport
DCO/DBO5 donne une premiére estimation de la biodégrabilit¢ d’un échantillon
donné.D’apres la Figure 15, la valeur maximale est enregistrée au niveau du site 1 (7.63), est
la valeur minimale est enregistrée au niveau du site 4 (5.65).Les valeurs sont supérieures ou
inférieures a la norme (annexe n°3).
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Figurel5. Rapport DCO/DBOS des eaux superficielles agricoles.
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L'ammoniac provient principalement de la dégradation des matieres organiques azotees, il
peut s’infiltrer avec 1’eau dans les sols vers les nappes (Boulanouar, 1986 ; Chapman et al.,
1996 ; Al gawati et al., 2015). La présence d’ammonium dans les eaux souterraines provient
d’une contamination de surface a partir d’effluents ou d’un phénoméne de réduction des
nitrates fréquent dans les nappes captives et nous donne un indice sur la pollution organique.
Elle peut également donner un indice sur une éventuelle pollution microbiologique (Baran et
al, 2004), la figure 16 montre que les teneurs d’ammonium des eaux analysent s’échelonnent

entre 0,45 mg/l au niveau du site 4 est 0,09 mg/l au niveau du site 5.
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Figure 16. Teneurs de NH4 des eaux superficielles agricoles.

La présence de chlorures dans les eaux est due le plus souvent a la nature des terrains
traversés. On les retrouve dans presque toutes les eaux naturelles (Degbey, 2011). Ainsi,

les eaux courantes exemptes de pollution ont une teneur généralement inférieure a 25mg/L.

Les valeurs de chlorure des eaux variant d’'un maximum de 1606.66 mg /I jusqu’a un

minimum de 61.66 mg /I (Figure 17).
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Figure 17. Teneurs des chlorures (CI) des eaux superficielles agricoles.

Dans les cours d’eau les phosphates proviennent soit de la décomposition de la matiere

organique soit du lessivage des terres agricoles (Khalaf et al., 2007).

Les différentes concentrations enregistrées en ortho phosphates au niveau des sites étudiés
sont comprises entre 1,02 mg/l au niveau de site témoin et 3.83mg/l au niveau de site 2
(Figure 18) inférieurs a la norme.
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Figure18. Teneurs de la PO4>des eaux superficielles agricoles.

Les teneurs des phénols mesurés durant la période d’étude varient entre 0,08 mg/l au niveau

du site témoin et 3,76 mg/l au niveau du site 4 et sont inférieures a la norme fixée a 350 mg/I

Le phénol est plus lourd que I'eau et tend a se déposer. 1l se dissout lentement et, méme dilué,

continue de former des solutions toxiques.

Phénols mg/I 5

LM o NN N

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Tér*oin

-1 -

Figure 19.Teneurs des phénols des eaux superficielles agricoles.

La présence de nitrates peut résulter de I’épandage excessif d’engrais ou de la lixiviation des
caux usées ou d’autres déchets organiques vers les eaux de surface et les eaux
souterraines (OMS, 2004).

Les valeurs de nitrates des eaux variant d’un maximum de 54,39mg/l au niveau du site 2
mg /1 jusqu’a un minimum de 19,89 mg /I au niveau du témoin (Figure 21).Alors que pour
les nitrites la valeur maximale est enregistrée au niveau du site2 (7,99mg/l) qui dépasse les

normes (annexe n°3).

Les ions nitrates (NOz’) représentent la forme la plus soluble de I’azote, sa présence dans les

eaux de surface est liée a I’utilisation intensive des produits fertilisants (Chapman et al.,1996).

Les Nitrates sont présents dans 1’eau par lessivage des produits azotés dans le sol, par

décomposition des matiéres organiques ou des engrais de synthése ou naturels (Samak, 2002).

Comme les nitrates, les nitrites sont trés répandus dans I’environnement, les uns et les autres

se retrouvent dans la plupart des produits alimentaires, dans I’atmosphére et dans une grande
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partie des eaux. Les fortes teneurs correspondent a la réduction des nitrates en nitrites par les
anaérobies sulfito-réducteurs. Elles peuvent également étre liées a 1’oxydation bactérienne de

I’ammoniac (Bengoumi et al., 2004).
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Figure 20.Teneurs NO: " des eaux superficielles agricoles.
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Figure 21. Teneurs NOz"des eaux superficielles agricoles.
2-Analyses physico-chimiques des molécules de pesticides étudiées

Les caractéristiques physico-chimiques des substances actives (mancozebe, méthomyl)
étudiées reflétent leur faible mobilité et leur absence de dissociation ainsi que leur faible
stabilité dans I'eau. Ces deux substances s'averent assez persistantes au niveau des différentes
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composantes de I'environnement. Ce type de comportement est dd a leur pouvoir élevé de

toxicité.

Tableau 9. Les caractéristiques physico-chimiques des substances actives étudiées.

Parametres physico-

o Mancozébe Methomyl
chimiques
_ e 6.73mPaa25°C
Pression de vapeur 13.3 pPa e 2154mPaad40°C
e 0.72mPaa25°C
Constante de henry <0.00059 Pa*m3/mole e 2.1e-9Pa*m3/mole
Solubilité dans 1’eau 2-20 mg/L e 58g/lLa25°C

Coefficient de partage n-
octanol / eau (Kow=(log

Pow)

1,34 entre 22°C et25°Cau pH7

0.09a20°CetaupHde7

Coefficients Koc et Kd

Kocnon mesurable car instable dans
I’eau

Koc min: 38
Koc Max: 238

Dissociation dans 1’eau

absence de dissociation

pKa:9.3a20°C

Stabilité dans I’eau

1 jour(s) a 22 °C et au pH

de 4 144 jour(s)a25°CetaupHde 5
(DT50) 2.2 jour(s)a 22 °C et au 0.02 jour(s) a25 °Cetau pHde 9
pH de 9
Mobilité Peu mobile Peu mobile
Dégradation dans le DT 50: 5j
systéme eau — sédiment / DT 90: 13-15j
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Les eaux superficielles agricoles analysées semblent contaminées par des polluants d'origines
organiques et inorganiques. L’analyse statistique montre 1’existence de différences trés
hautement significatives entre les 6 sites pour chacune des variables suivantes, T°, p H,
DBO5, DCO, NHai, orthophosphates, chlore, phénols; des différences hautement
significatives entre les 6 sites pour le teneur moyennes d’Oz et I’inexistence de différences

significatives entre les 6 sites pour la conductivité électrique.

L’estimation du degré de pollution d'un milieu par les facteurs physiques et chimiques est
difficile et manque souvent de précision compte tenu, de I'nétérogénéité et I’insuffisance des
données disponibles concernant les normes. En outre, les multiples interactions entre la nature
des composés polluants, l'eau et les facteurs climatiques de I’environnement rendent

I’évaluation de la qualité et le degré de pollution des milieux aquatiques plus difficile.

3. Evaluation de la microflore totale des eaux superficielles agricoles
La distribution de la microflore est irréguliere dans les différents prélevements des eaux
analyses. La figure 22 montre que le pourcentage total des différents sites étudiés des

champignons et des bactéries. La microflore dénombrée est constituée de 54% de

champignons et 46% de bactéries.

D Bactéries [ Champignons

Figure 22. Pourcentage de la microflore microbienne totale des sites étudiés.
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Figure 23. Microflore microbienne totale dénombrée au niveau des sites étudiés.

3.1. Les bactéries

Les eaux renferment une microflore microbienne riche avec 32521 isolats bactériens
dont 1558 au niveau du site 1, 8307 au niveau du site2, 4473 au niveau du site 3, 6902
au niveau du site 4, 1698 isolats dénombrés a partir des échantillons du site 5 et 9583

isolats détectés des eaux du site témoin (figure 24).
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Figure 24. La microflore bactérienne totale des sites étudiés.
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La figure 25 montre que le pourcentage d’isolats bactériens fluctue entre 5% et 29% avec un
taux maximal enregistré au niveau de témoin et un taux minimal au niveau du site 1 et 5.Le

site témoin est plus riche en charge bactérienne.

HSite1l mSite2 MBSite3 Site 4 mSite 5 Témoin

Figure 25. Pourcentage d’isolats bactériens des eaux superficielles agricoles.

Dix espéces bactériennes ont été identifiées dans les eaux analysées qui sont réparties d une
maniere a peu pres équitable sur I’ensemble des sites. La moitié des espéces identifiées sont
absentes au niveau du site témoin (tableau n°10).

TableaulO. La liste des especes bactérienne identifiées

* Sitel Site2 Site3 Site4 Site5 Témoin
Aeromonas hydrophila + + + +
Aeromonas salmonicida + + +
Chryseomonas luteola + + + + + +
Chryseobacterium meningosepticum + + +
Pasteurella Pneumotropica + + +
Pseudomonas aeruginosa + + + ¥
Sténotrophomonas maltophilia + + + + + +
Serratia marcescens + + + + +
Moellerella wisconsensis + + +
Burkholderia cepacia + + + +
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Tableau 11. Taxonomie des espéces bactérienne isolées

Régne | Division Classe Ordre Famille Genre Espéce
Aeromonanales Aeromonadaceae Aeromonas hydrophima
Aeromonas salmonicida
Pseudomonales Pseudomonaceae Pseudomonace aeruginosa
Bacteria | Protéobactérie | Gamma
Protéobacterie Chryseomonas Luteola
Xanthomonadales | Xanthomonadaceae | Sténotrophomonas maltophilia
Pasteurellales Pasteurellaceae Pasteurella pneumotropica
Enterobactériales Enterobactériaceae Serratia marcescens
Beta
Prooteobacteria | Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia cepacia
Vlavobacteria Vlavobacteriales Vlavobacteriaceae Chryseobacterium meningosepticum
Enterobacteriales Enterobacteriaceae Moellerella wisconsensis

3.2. Les champignons

La figure 26 montre la densité fongique totale des sites
fongiques dont 1784 sont détectés a partir des échantillons du site 1, 13235 du site 2, 9060 du
site 3, 12050 du site 4 et 1307 du site 5, 1296 du site 6.

échantillonnés, 37724 isolats
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Figure 26. La microflore fongique totale des sites étudiés.
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Le nombre total d’isolats fongiques des eaux superficielles agricoles est exprimé par la figure
(27), il indique que le site témoin est le plus pauvre en souches fongiques pendant que la
premiére position est occupée par le site 2.

Sitel mSite2 Site 3 Site 4 mSite5 Témoin

3% 3%

5%

Figure 27. Pourcentage d’isolats fongiques des eaux superficielles agricoles.

Dix espéces fongiques ont été identifiées dans les eaux analysées qui sont réparties d une
maniere a peu pres équitable sur I’ensemble des sites. La moitié des espéces identifiées sont

absentes au niveau du site témoin (tableau n°12).

Tableau 12. La liste des espéces fongiques identifiées dans chaque site

Souches Site 1 Site 2 Site 3 Site4 | Site5 | Témoin
Aspergillus flavus + + + +
Aspergillus fumigatus + + +
Aspergillus niger + + + + + +
Aspergillus versicolor + + + +
Aspergillus terreus + + + +
Penicillium notatum + + + +
Penicillium citreonigrum + + + + +
penicillium chrysogenum + + +
Trichoderma viride + + +
Rhizopus sp + + + +
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Tableaul3. Liste et taxonomie des especes bactérienne identifiées au niveau des eaux

Réne Classe Ordre Famille Genre Espece

Aspergillus niger

Aspergillus flavus

Fungi Eurotiomycetes | Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus Aspergillus fumigatus

Aspergillus terreus

Aspergillus versicolor

Penicillium citreonigrum

Penicillium Penicillium chrysogenum

Penicillium notatum

Sordariomycetes | Hypocreales Trichodermaceae Trichoderma Trichoder maviride
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L'importance des champignons microscopiques contribuent & la décontamination de
I’environnement pollué¢ par les pesticides. Cependant, rares sont les études qui se sont
intéressées a I’inventaire de la mycoflore et en particulier celles des eaux superficielles
agricoles. Pour cela, notre travail constitue I'un des premiers travaux pionniers dans ce

domaine.

Dans ce cadre, il a été question de quantifier, puis de répertorier la microflore totale
bactérienne et fongique présentes dans les eaux agricoles superficielles polluées par les
pesticides avant leur utilisation dans les essais de biodégradation. Dans les milieux pollués, la
diversité microbienne diminue et seule des souches capables d’utiliser les pesticides arrivent a
survivre (Huang et al., 2010). Cette hypothese avancée par de nombreux auteurs explique la
fréquence de notre inventaire ou préedominent les genres Aspergillus et Penicillium pour les
champignons et Chryseomonas et Aeromonas pour les bactéries sur le reste des populations,
mais sans pour autant négliger I’importance de chaque membre de la communauté

microbienne des sites étudiés.

L’¢évaluation quantitative de la microflore fongique isolée, indique une variabilité importante
de champignons filamenteux au niveau des sites contaminés par les pesticides. Cette
variabilite a été également enregistrée au niveau du site témoin avec une population non

négligeable.

La plupart des espéces de champignons inventoriées appartiennent notamment aux
genres Aspergillus, Penicillium, Trichoderma et Rhizopus. Ces especes sont probablement
parmi celles tolérantes a la présence de pesticides et celles qui ont des potentialités
d'adaptation aux conditions difficiles du biotope a partir duquel elles ont été isolées. Les
genres précités de cet inventaire appartiennent tous a la catégorie des agents efficaces,
réputés dans le domaine de la biodégradation. Les études sur l'isolement des champignons
filamenteux dans des environnements contenant les pesticides présentent une diversité de
genres trés similaire & celle trouvée dans notre étude. Il s’agit des études sur des sols
contaminés par des pesticides (Bhalerao et al.2007, Shivaramaiah et al.,2006,Tigini et al.,
2009,Lee et al., 2003, Teresa et al., 2012, Rani et al., 2014).Aussi, d’autres études ont été
menées sur les eaux et il s’agit de El Fels, 2014 ; BhupalRedd et al., 2012 ; Hai et al., 2012 ;
Biswas et al., 2015.

Parmi tous les champignons inventoriés, il semble qu’Aspergillus niger est I'espece la moins

affectée par la présence des pesticides dans les eaux agricoles. Sa capacité de résistance lui a
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permis de surmonter les conditions difficiles. Elle a été détectée avec une fréquence élevee
dans tous les échantillons d'eaux agricoles analysées. Cette prépondérance a été signalée
également dans des travaux antérieurs (Bordjiba et al. 2003, Bordjiba et al., 2001;Ramadevi
et al., 2012). Elle a été également signalée dans divers substrat de sols, eaux, sédiments,
(Mouchacca, 1982 ; Dunn et Baker, 1983 ; Guiraud et al., 1995 ; Chafai, 1996; Steiman et al.,
1997 Mukhtar et al., 2015 ; Jain et al., 2015 ;Geetha et al., 2016 ; Thirugnanam et al., 2016).
C'est un champignon tres tolérant aux différents types de polluants (pesticides, hydrocarbures,
métaux lourds) et supportent aussi les concentrations élevées de ces contaminants. Elle a été
isolée dans des milieux fortement contaminés par des doses élevées de divers pesticides et
notamment par les herbicides ((Domsch et al., 1980 ; Pitt, 1979).

Cependant, le genre Penicillium est représenté uniquement par trois souches a une fréquence
faible, avec des taux relativement faibles par rapport & ceux d’Aspergillus niger. Bien qu'il
soit tres réputé par sa présence au niveau des sols et des eaux voire méme dans tous les
écosystémes et tous les types de biotopes et considéré comme étant un genre fongique trés
résistant et trés reputé dans l'utilisation des polluants organiques en tant que source de carbone
et d'énergie dans la croissance et développement au niveau des substrats. Ce genre ubiquiste a
¢té en outre signalé comme I'une des especes de microorganismes du sol qui possede des
capacites de tolérance de certains polluants organiques les triazines. Cette rareté des
Penilliums dans nos sites pollués de la région de I'est algérien a été également rapportée par
Belaze(2015) et Hassaine (2016) dans les zones polluées respectivement par les pesticides et
les hydrocarbures. Les Penicilliums sont des champignons polyphages, ubiquistes qui sont

résistants a la plupart des substances toxiques et en particulier aux produits phytosanitaires.

Les populations de Trichoderma et de Rhizopus, sont également moins importantes que celles
des Aspergillus. Ces résultats ne concordent pas avec les études réalisées sur la microflore
fongique des sols, des eaux et des sédiments. Ils ont été isolés a partir de sol organique et
minéral par Balasooriya et Parkinson (1967), dans les régions du nord par Nespiak (1970) et

dans les régions du sud ou tropicales par Kobayasi et al., (1977).

La biomasse bacterienne totale inventoriée est importante et notamment du point de vue
quantitatif. Les eaux superficielles provenant des sols agricoles contaminés constituent un
biotope trés favorable ou l'activité biologique est intense entrainant la croissance de ces
communautés microbiennes. Toutefois, I'emploi de pesticides a permis la sélection des

souches microbiennes résistantes capables de se maintenir pendant plusieurs années a cette
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situation défavorable. Parallelement, les souches sensibles sont affectées, elles sont inhibées
voire méme détruites.
Nous avons inventorié 70245 isolats parmi lesquels un nombre de32521 especes
bactériennes dont les plus importantes sont celles affiliées aux genres : Burkholderia,
Pseudomonas, Serratia, Aeromonas, Pasteurella, Chryseobacterium, Moellerella,
Sténotrophomonas, Chryseomonas, appartenant aux principales familles :Aeromonadaceae,
Pseudomonaceae, Burkholderiaceae. La fréquence des espéces répertoriées est variable selon

la nature et le lieu de prélévement.

Les especes les plus abondantes sont Chryseomonas luteola ,Sténotrophomonas maltophilia,
Serratia marcescens. La premiére place est occupée par 1’espéce Chryseomonas luteola et la
derniére position est représentée par Moellerella. Toutes ces souches ont été adaptées a un
environnement complexe, et pourraient étre d’'une grande utilité en bioremédiation dans les
zones contaminées par les pesticides (Soulas, 1993 ; Buitronetal. 1996 ; Kargi et al., 2004 ;
Ortiz-Hernandez et al., 2010 ; Karishma Baishya et al., 2015).

Il'y a des especes recensées dans les eaux temoins mais qui n'ont pas été détectées au niveau
des sites contaminés. Il s'agit la des bactéries sensibles qui n'arrivent a s'adapter au milieu
pollué par les pesticides et sont ainsi tuées suite a l'effet bactéricide des pesticides.
Parallelement, d’autres espéces bactériennes nouvelles apparaissent au niveau des eaux
polluées.

Chryseomonas est I’'un des genres bactériens les plus ubiquistes dans le monde, et différentes
especes ont été isolées de niches écologiques diverses. Il est trés souvent dominant dans les
sites contaminés par les pesticides (Matsumura, 1988). Il semble étre impliqué dans les
premiéres phases des procédés de bioremédiation lorsque les polluants sont disponibles
(Kaplan et Kitt, 2004).

Par ailleurs, la plupart des souches bactériennes, caractérisées au cours de ce travail, avaient
déja été identifiées : c’est le cas du genre Pseudomonas qui est largement représenté dans
I’étude de la biodégradation des pesticides. Ainsi, on retrouve dans les travaux de
Tatianeetal., 2007 ; Anthony et al., 2008 ; Boricha et al., 2009 ; Sarkar et al., 2009 ; Amritha
et al., 2014 ; Kulkarni et al., 2015. , les travaux de Saadatullah et al., 2009 ; Yi-Cheng et al.,
2000 ; Laura et al., 2010 ; Agarry et al., 2013 ; Karabi et al., 2015 ont isolés et identifiés les
genres Serratia ; Stenotrophomonas ; Aeromonas ; Burkholderia du sol contaminé par les

pesticides.
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Parmi les especes rares de cette microflore bactérienne, nous avons constaté, une exhibition
modeste des especes de Moellerella wisconsensis dans les eaux superficielles agricoles des
sites contaminés. Les communautés de ces mémes especes au niveau du site témoin sont plus
abondantes. Ceci fait apparaitre également que certaines espéces bactériennes comme les
espéces fongiques sensibles sont influencées par I'effet toxique de ces molécules de
pesticides. Cette sensibilité accrue pourrait étre expliquée par un manque d'adaptation et une
faible induction des systemes enzymatiques de détoxification.

Les communautés de champignons et de bactéries ont des fonctions vitales dans
I'environnement, car elles ensemble dégrader et minéraliser les composés organiques (Frey-
Klett et al., 2011); La répartition de la microflore totale aussi bien microbienne que fongique
est généralement influencée par les caractéristiques du biotope qui se retrouvent souvent dans
les caractéres physiologiques des souches isolées. Ces caractéres sont variables selon les
especes et influencés par les parametres physiques et chimiques de ce biotope. Les
caractéristiques physico-chimiques influent énormément aussi bien quantitativement que
qualitativement, sur la répartition de la biomasse microbienne, mais deux sont prépondérants,
il s’agit de la teneur en matiere organique qui est un des parametres nécessaires a la vie des
microorganismes du sol, et en particulier les micromycétes. Il semble que 1’abondance de
certaines especes est liée a des taux élevés de matieres organiques et notamment pendant les
premiéres étapes de décomposition (Belaze, 2015). Le pH est aussi 1’un des facteurs a prendre
en compte parmi ceux qui engendrent une bonne activité biologique des microorganismes du
sol et de I’eau. La grande majorité se développe dans une zone de pH de 4,5 — 8,0 et les
optima se situent entre 5,5 et 7,5 (Botton et al., 1990).

La croissance des communautés microbiennes est liée a des restrictions tres séveres (en
particulier la pauvreté en aliments). Les eaux agricoles sont en en effet un biotope hétérogéne,
tant du point de vue physique et chimigue, que du point de vue biologique et, selon Skinner
(1968), il constituerait non pas un milieu permettant le développement des microorganismes
mais uniquement un environnement protecteur autorisant la survie de populations variées
(Arpin et al., 1986).

Les champignons et les bactéries isolés a partir des milieux pollués sont des microorganismes
acclimatés a la présence du produit phytosanitaire toxique ayant acquis des performances
considérables de détoxification et par voie de conséquence, ils deviennent capables de réduire,

séquestrer, ou de dégrader ces produits nocifs.
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De nombreuses études ont montré les capacités de survie des souches fongiques et
bactériennes dans des milieux contaminées par les pesticides (Tixier et al., 2000 ; Mukherjee,
2009 ; Adhikari, 2010 ; Harms et al., 2011 ; Singh et al., 2012). Certains chercheurs ont
constaté par ailleurs que le sol contaminé par des pesticides est éventuellement décontaminés

par inoculation avec des micro-organismes spécifiquement adaptés (Kamal et al., 2008).

4. Evaluation de la croissance des souches microbiennes sous D’effet des

pesticides (Tolérance de la souche vis-a-vis du pesticide)

4.1. Densité optique
En général, une grande fluctuation des valeurs de la Do démontrant ainsi une

augmentation de la concentration bactérienne au 5™ jour par rapport au 1 jour.

Aussi bien pour le mancozébe que pour le méthomyl la densité optique la plus élevee est
enregistrée avec Chryseomonas luteola; cette élévation de la D.O témoigne d’une bonne
croissance sous les différentes conditions testees. Chryseomonas luteola arrive également a
croitre normalement dans le milieu ; une variation réguliére dans le temps avec des densités
optique croissante. La croissance arrive a son maximum au bout de 120 h. La cinétique de la
courbe de croissance de la population mixte traduit également une bonne croissance avec des
densités optiques se rapprochant de celles de Chryseomonas luteola. Les autres souches
bactériennes affichent des courbes de croissance a allures tres similaires avec des densités

optiques moins importantes.
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Figure 28. Densité optique des souches bactériennes en absence du pesticide
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Figure 29. Densité optique des souches bactériennes en absence du pesticide
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Figure 30. Densité optique des souches bactériennes en présence de mancozébe
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Figure 31. Densité optique des souches bactériennes en présence de mancozebe
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Figure 32. Densité optique des souches bactériennes en présence de méthomyl
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Figure 33. Densité optique des souches bactériennes en présence de méthomyl

42.pH

Les résultats présentés dans les figures (33, 34, 35, 36) montrent que ’ensemble des souches
bactériennes entrainent une acidification du milieu et ce, pour les deux molécules de
pesticides. Les valeurs indiquent une baisse de pH pour tous les échantillons. En présence de
mancozebe la valeur la plus faible du p H est enregistré chez Chryseomonas luteola 3,06. Un

pH de 3,7 est obtenu au niveau du milieu inoculé avec Aeromonas hydrophila contenant le

méthomy!l.
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Figure 34. pH des cultures en présence des souches bactériennes et en absence du pesticide
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Figure 35. pH des cultures en présence des souches bactériennes et en absence du pesticide
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Figure 36. pH des cultures en présence des souches bactériennes et du mancozebe
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Figure 37. pH des cultures en présence des souches bactériennes et du mancozébe
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Figure 38. pH des cultures en présence des souches bactériennes et du méthomyl
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Figure 39. pH des cultures en présence des souches bacteriennes et du méthomyl

4.3. Taux d'oxygeéne

La teneur en oxygene (DCO) calculée correspond a I’oxygeéne nécessaire pour oxyder les
composes organiques restants dans le milieu. Plus la valeur est basse plus la quantité restante
de ces composés n’ayant pas subis de dégradation est élevée. Aprés 5 jours d’incubation, on
note une oxydation non négligeable des matieres organiques presentes. La teneur en oxygene
détectées dans les milieux de culture supplémentés de mancozebe ou de méthomyl et inoculés
avec la souche Chryseomonas luteola inférieure a celle des autres souches. Une diminution
progressive des concentrations en fonction du temps dont le taux le plus bas est atteinte a 120
h. Les concentrations d’oxygene détecté¢ aprés 120 h converties en pourcentage nous
indiquent plus clairement les taux de pesticides dégradés et les pourcentages des résidus
restant dans le milieu. Des valeurs plus élevées ont été décelées en présence des autres

souches et de la population mixte.
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Figure40. Taux d'oxygéne du milieu en présence des souches bactériennes en absence du

pesticide.
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Figure 41.Taux d'oxygéne du milieu contenant les souches bactériennes en présence du

mancozébe
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H Tinitiale ™ T finale
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Figure 42.Taux d'oxygéne du milieu contenant les souches bactériennes en présence du

méthomyl
4.4. Poids sec de I’inoculum

Les figures (43, 44) révelent qu’aprés 120 h d’incubation en présence de chacune des deux
molécules de pesticide. Dans tous les cas, le poids sec de I’inoculum bactérien obtenu a partir
des cultures contenant le pesticide est nettement supérieur par rapport a celui enregistré a
partir des cultures sans pesticides. Les souches testées s’averent tolérantes a la présence de
pesticide et montrent une affinité vis-a-vis de ces deux composés. Ces derniers constituent
une source de carbone assurant un bon développement pour I’ensemble des souches
bactériennes. Avec le mancozébe La biomasse bactérienne la plus élevée (331 mg) est celle de
Chryseomonas luteola suivisuivi par Aeromonas hydrophila (302 mg). Quant au poids de
I’inoculum le plus faible (131 mg) est celui de Moellerella wisconsensis(168 mg). Alor
qu’avec le méthomyl, la biomasse bactérienne la plus élevée (379 mg) est celle de
Chryseomonas luteola, suivi par la population mixte (364), tan disque le plus faible (187

mgq) est celui de Moellerella wisconsensis.
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Figure 43. Poids sec de I’inoculum bactérien en absence et en présence du mancozebe
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Figure 44. Poids sec de I’inoculum bactérien en absence et en présence du méthomyl

Les courbes de croissance des souches fongiques figures (47, 48, 49, 50), obtenues en présence du

pesticides ont une allure proche de celles des courbe de croissance en absence de pesticides figures (

45, 46); ce qui indique une bonne tolérance de toutes les souches pour la molécule testée.

Les densités optiques calculés a partir des milieux contenant les champignons sont hétérogénes. Elles

sont situées dans

un intervalle de0,28 - 2,29 pour les souches individuelles incubées, et 0,61 - 0,35
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pour le consortium en présence du mancozeébe. Les chiffres sont compris entre 0,09 et 1,80 pour les
souches testées séparément et situées dans un intervalle de 0,57 -0,97 en présence du méthomyl. La
L’espéce Aspergillus niger semble meilleur avec un développement important pour le méthomyl

tandis que pour le mancozébe, ¢’est I’espéce Penicillium citreonigrum qui semble 1I’emporter.
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Figure45. Densité optique des souches fongiques en absence du pesticide
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Figure46. Densité optique des souches fongiques en absence du pesticide
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Figure47. Densité optique des souches fongiques en présence de mancozébe
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Figure 48. Densité optique des souches fongiques en présence de mancozebe
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Figure 49. Densité optique des souches fongiques en présence du méthomyl
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Figure 50. Densité optique des souches fongiques en présence du méthomyl

Dans le milieu de culture, le pesticide est la seule source de carbone et d’énergie. Une bonne
croissance a été observée, accompagnée d’une acidification du milieu ; traduisant ainsi
une activité fongique par utilisation du mancozebe et du méthomyl. Les valeurs des pH des
milieux de culture des différents champignons additionnés de mancozébe ont une
tendance tres acide. Ils oscillent tous entre 4,07 et 1,09 pour les souches individuelles et
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3,71et 2,01pour la population mixte. Pour ceux additionnés de méthomyl, les valeurs oscillent
entre3,97 et 1,21 pour les souches individuelles et entre 3,67 a 1,23 pour le consortium.
L’augmentation de la biomasse qui est accompagnée par une diminution de pH est conforme a

la présence d’une activité microbienne.

=0—Aspergillus flavus == Aspergillus fumigatus == Aspergillus niger

== Aspergillus versicolor =~ === Aspergillus terreus
8
pH

6 .

24h 48h 72h 96h 120h

Figure 51. Evaluation du pH des souches fongiques en absence du pesticide
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Figure 52. Evaluation du pH des souches fongiques en absence du pesticide
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Figure53. Evaluation du pH des souches fongiques en présence du mancozébe
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Figure54. Evaluation du pH des souches fongiques en présence du mancozébe
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Figure 55. Evaluation de p H des souches fongiques en présence du méthomyl
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Figure 56. Evaluation de p H des souches fongiques en présence du methomyl

Aprés 5 jours d’incubation, on note une oxydation importante des matiéres organiques
présente figures (57, 58, 59).Pour ce qui est des souches pures individuelles, les teneurs
enregistrées dans les milieux de culture contenant le mancozebe et inoculés avec la souche
Aspergillus niger est inférieure a celle des autres souches. Les taux d’oxygéne affichent une
diminution progressive des concentrations en fonction du temps dont le taux le plus bas est
atteint a 120 h. Les résultats obtenus indiquent que les molécules ont été oxydées et
transformées aprés un temps d’incubation de 120 heures. Des valeurs plus élevées ont été
décelées en présence des autres souches et de la population mixte.
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Figure 57. Taux d'oxygene du milieu contenant les souches fongiques en absence du pesticide
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Figure 58. Taux d'oxygene du milieu contenant les souches fongiques en présence du

mancozeébe
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Figure 59. Taux d'oxygene du milieu contenant les souches fongiques en présence du

méthomyl

Les résultats présentés dans les figures (60, 61) montrent que le poids sec de ’ensemble des
souches fongiques est a son tour plus important en présences de pesticides qu’en son absence.
La biomasse fongique semble tolérer la présence des deux molécules utilisées et le maximum
de poids est enregistré par la population fongique (478 mg) en présence du mancozébe. Pour
le methomyl Aspergillus nigera marque 477 mg.

Le poids de I’inoculum le plus faible (199 mg) pour le mancozebe est celui Penicillium

citreonigrum et pour le methometyl est celui Trichoderma viride(202mg).
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Figure 60. Poids sec de I’inoculum fongique en absence et en présence du mancozébe
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Figure 61. Poids

sec de I’inoculum fongique en absence et en présence du méthomyl

Employés a doses modérees, les pesticides n'affectent pas trop la croissance de la microflore.

Cependant, lorsqu'ils sont utilisés a de doses dépassant les normes admissibles, ils peuvent

inhiber la croissance de la plupart des microorganismes, car ils s’accumulent dans les cellules

et affectent leur membrane cellulaire (Inoue et Horikoshi, 1989; Sikkemaet al., 1995).

Les paramétres de croissance calculés en mode batch discontinue (pH, densité optique, taux

d'oxygene du milieu,

poids de l'inoculum) montrent qu’il y a un bon développement de la
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plupart des souches bactériennes et fongiques avec une biomasse microbienne qui augmente
en fonction du temps et ce, en présence du fongicide mancozébe ajouté au milieu de culture
lors de la phase exponentielle. Cette augmentation est plus accentuée pour Chryseomonas
luteola et Aspergillus niger Cette augmentation du poids de 1’inoculum peut s’expliquer par
le fait que les espéces en question possédent une bonne tolérance vis—a—vis du pesticide

¢tudi¢ et peuvent s’adapter aux conditions difficiles des milieux inoculés.

Des pH bas sont relevés aprés 120 H d’incubation a partir des milieux contaminés par le
pesticide et ensemenceés par les bactéries. Cette baisse de pH est enregistrée notamment avec
Chryseomonas luteola et Aspergillus flavus et la population mixte. L’acidification du milieu
peut étre engendrée par le processus de la biodégradation, suite aux différentes réactions de
biodégradation. Nos résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus par Gillian et
al., 2001, Ketif, 2008 qui signalent des modifications de pH du milieu durant le processus de
biodegradation des herbicides, fongicides et insecticides par Aspergillus niger et Aspergillus

clavatus.

Si I'on se référe au poids sec de 1'inoculum apres 120 heures, on note qu’il existe une parfaite
corrélation entre I’augmentation du poids sec et la baisse du pH. Les milieux acides a neutres
favorisent la croissance des nombreux microorganismes. Le pH reste un parametre important

pour le développement et le maintien de la biomasse microbienne du milieu.

Il est a noter aussi que les taux d’oxygene calculés sont relativement bas apres cing jours par
rapport au taux calculés au début de I'expérimentation (temps:T0). Ceci indique que les
souches microbiennes testées sont tolérantes a la présence de pesticide et sont capables de
l'oxyder et de le biotransformer. Ceci est vrai notamment pour les souches Aeromonas
hydrophila, Chryseomonas luteola et Aspergillus flavus, Aspergillus niger en présence du
méthomyl et pour les souches Chryseomonas luteola, Serratia marcescens et Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus pour le mancozébe. En revanche, Les valeurs d’O2 déterminées
a partir des milieux ensemencés par les souches Stenotrophomonas maltophilia et Aspergillus
versicolor en présence de methomyl ; Moellerella wisconsensis et Penicillium citreonigrum
en présence du mancozebe et du méthomyl sont plus importantes. Ces chiffres révelent la
présence de quantités importantes de matieres organiques non dégradées dans le milieu apres
les 120 h d’incubation. Ceci est dii au fait que le consortium bactérien ne soit pas tout a fait
capable de biodégrader ou de minéraliser completement le pesticide du milieu, malgré son

développement au cours des premiéres phases de croissance.
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Les potentialités métaboliques des consortiums microbiens ne sont pas meilleures que celles
des souches pures. Dans notre cas, la population mixte s’est révélée peu efficace a 1’égard des
deux molécules. Nos résultats confirment ceux obtenus par Belaze (2015) mesosulfuron-
méthyl, 1’iodosulfuron-méthyl, propinébe et cymoxanil et Hassaine (2016) qui montrent la
déficience des consortiums microbiens pour les hydrocarbures (kéroséne et le pétrole brut).
Nos résultats ne concordent cependant pas avec les travaux de Melgarejo et Martinez 1992 ;
Gillian et al., 2001 qui affirment que certaines molécules toxiques sont mieux oxydées et
parfois minéralisées complétement lorsqu’elles sont mises en contact avec un consortium de
souches. Selon ces auteurs, les populations mixtes sont trés efficaces et possédent de hautes
potentialités ; elles agissent alors en synergie, détoxifient le produit et le convertissent en
composé plus simple et moins toxique que le produit initial. Cette hétérogéneité dans le
comportement du consortium des populations microbiennes mixte serait due probablement au
temps d'incubation. Au cours de notre expérimentation, les microorganismes sont mises en
culture pendant 120 heures uniquement, alors que les taux de biodégradation les plus
importants ont été enregistrés a partir des cultures incubées pendant 15 a 30 jours. (Das et al.,
1995 ; Melgarejo et Martinez 1992).

Ce type de comportement de la part de ces souches individuelles ou les populations mixtes,
pourrait s’expliquer par I’hypothése du co-métabolisme avancée par (Soula, 1985) qui
démontre que certains microorganismes, dégradent un pesticide donné avec accumulation
concomitante d'un métabolite. De tels microorganismes ne peuvent donc continuer a se
développer que dans la mesure ou ils trouvent dans le milieu un autre substrat plus
facilement accessible que le pesticide et servant de source de carbone. La deuxiéme
hypothése est celle avancée par Kilbane et al.,, 1982 ; Chatterjee et al., 1982 in Belaze
(2015) qui précisent que ces microorganismes sont pourvus d’équipements enzymatiques

incomplets et par conséquent, ne peuvent pas mener a terme le processus de biodégradation.
5. Evaluation des taux de biodégradation du mancozebe par CPG

Les pourcentages de la biodégradation du mancozébe par les souches bactériennes et
fongiques sont indiqués par les figures (62, 63). Le taux de biodégradation varie entre 16% et

56,36% pour les bactéries et 10% ; et 54,03% Pour les champignons.
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Figure 62.Pourcentage de biodégradation du mancozébe par les souches bactériennes
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Figure63. Pourcentage de biodégradation du mancozebe par les souches fongiques

Les profils des chromatogrammes de la biodégradation du fongicide, le mancozebe par les

bactéries (64, 65, 66, 67, 68, 69) font apparaitre des pics majeurs (picsl, 2, 4, 5) et mineur

(pic3) constituant des métabolites secondaires issus de la biodégradation.

Les mémes

métabolites secondaires issus de la biodégradation du mancozebe avec les mémes temps de

rétention de 10min5sec, 10min 9sec, 14min5sec, 14min8sec, 14min2sec pour les souches

chryseomonas, Pasteurella pneumotropicae, Aeromonas hydrophila. Aussi, les mémes

métabolites secondaires représentés par des pics mineurs avec les mémes temps de rétention
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(10min7sec, 10min9sec, 14minlsec, 14min6sec, 15min) sont issus de la biodégradation du

mancozébe par Serratia marcescens et Burkholdeia cepacia.

Pour ce qui est de la biodégradation des champignons, les résultats sont présentés dans les
figure 67 a 70,I'espece Aspergillus niger semble la meilleure avec un taux de biodégradation
important (54,03%), 4pics majeurs (pic 1, pic2, pic4, pic5) représentant les mémes
métabolites secondaires formés aprés la transformation du mancozébe avec des temps de
rétention successifs de 10min7sec, 10min9sec, 4min7sec, 15minlsecet 1 pic mineur avec un
temps de rétention de 14minlsec. Les deux especes de Penicillium (Penicillium citreonigrum
et Penicillium chrysogenu mont montré un pouvoir de biodégradation médiocre avec
apparition de pics mineurs uniquement. L'espéce Aspergillus flavus semble la moins efficiente

car son pouvoir de biodégradation est trés faible (10%).
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Figure 64. Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Stenotrophomonas maltophilia
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Figure 65. Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Pasteurella pneumotropica
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Figure 66. Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Aeromonas hydrophila
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Figure 67. Chromatogramme des taux de biodegradation du mancozébe par

Serratia marcescens
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Figure 68. Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Burkholdeia cepacia
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Figure 69. Chromatogramme des taux de biodegradation du mancozébe par

Chryseomonas luteola

Figure 70. Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Aspergillus flavus
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Figure 71. Chromatogramme des taux de biodegradation du mancozébe par

Aspergillus niger

Figure 72. Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Penicillium citreonigrum
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Figure 73.Chromatogramme des taux de biodégradation du mancozébe par

Penicillium chrysogerum

Dans ce présent travail, les profils de la CPG ont révelé la présence de métabolites dans les
extraits de milieu de culture a partir de toutes les souches fongiques étudiées. Les résultats
sont illustres par les figures (68, 69, 70, 71). Ceci indique que la disparition du mancozébe est
au moins due a sa biotransformation. Aspergillus niger 1’a presque complétement transformé
(54,03 %) suivi de Penicillium citreonigrum (49,09 %), et Penicillium chrysogenum
(48,71%). Cinq pics apparaissent ayant des temps de rétention respectifs de 11min, 12 min
13 sec, 14, min et 15 min. Ces pics Le pic 1 et le pic 4 représentent des métabolites
secondaires issus de la biodégradation du mancozébe par les différentes souches fongiques.

Le mancozeébe ajouté en mode batch discontinu ne semble pas trop toxiques pour les souches
testées et pourrait étre assimilé en tant que source de carbone et d'énergie. Les especes
bactériennes et fongiques ensemencées dans le milieu liquide contenant le mancozebe servant
comme source de carbone, sont susceptibles de provoquer la modification de sa concentration
initiale. Le mancozébe est un carbamate dérivé de I'acide dithiocarbamique; c’est un fongicide
systémique qui agit en inhibant la germination des spores. Il a donc comme organismes cibles
principaux les champignons, les protozoaires et les végétaux. Il est utilisé pour lutter contre
un large éventail de maladies des plantes sur une grande variété de cultures. Il appartient au
groupe des fongicides communément appelés les éthylénes bis (dithiocarbamates) (EBDC), au
méme titre que les matiéres actives manebe, métirame et nabame qui ne sont pas persistants

au niveau des sols mais qui ne devraient pas atteindre les eaux souterraines et les nappes
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phréatiques. Les dithiocarbamates et dérivés se dégradent rapidement dans le sol par I'action
microbienne, mais leur taux de dégradation est fonction du taux d'humidité du sol, ce qui en
fait une substance Iégérement & modérément persistante dans ce milieu. En regle générale,
I'ETU ne se lie pas fortement aux sols, ou sa mobilité est élevée a tres élevée; il peut donc
atteindre les eaux de surface et les eaux souterraines.(Agence de réglementation de la lutte
antiparasitaire . ARLA, 2013).

La majorité des profils des différents chromatogrammes de la CPG ont révél¢ ’apparition de
nouveau pics pendant la disparition de ces composés, indiquant leur biotransformation par les
bactéries et les champignons. Cependant, a partir de nos résultats, il n’est pas exclu qu’un
autre processus comme celui de la bioaccumulation soit impliqué dans les processus de
disparition des composés. Des métabolites secondaires majeurs et mineurs sont également
révelés par les différents chromatographes qui prouvent que la biodégradation de mancozebe

n’est que partielle. Ces métabolites sont représentés par les pics majeurs et mineurs apparus
par les différents chromatogrammes (figure 61-70) lors de la biodégradation ayant

pour temps de rétention : 11 min, 12 min, 13 min, 14 min, 15 min.

Le fongicide mancozebe est biodégrade par les especes bactériennes et fongiques avec des
pourcentages non négligeables. Toutefois le pouvoir de catabolisation des souches testées est
assez mediocre puisqu'il ne dépasse pas les 57% aussi bien pour les souches bactériennes que
les souches fongiques. Les meilleurs pouvoirs dégradants sont ceux de Chryseomonas
luteolaavec 56,36 %et du Aspergillus niger avec 54,03%. Ces deux espéces microbiennes
sont réputées pour leurs hautes potentialités cataboliques vis-a-vis de divers polluants de
I’environnement les plus récalcitrants, tels que les organophosphorés, les organochlorés, les
pyréthrénoides ou encore les dithiocarbamates comme le mancozebe. Ces souches se sont

révélées dans notre cas, moins efficientes avec une métabolisation partielle avec des taux de
biodégradation dépassant a peine les 50%. (Dileep, 2008). Ces résultats font allusion a un

pouvoir de dégradation difficile di a la persistance et la récalcitrance de la molécule de

mancozébe testée.

Nos résultats sont également divergents avec ceux obtenus a partir des travaux de Lyman et
Lacoste (1975) ou le mancozebe semble rapidement décomposé, par hydrolyse, en complexe
polymérique formé de chaines polymeéres variables et de faible masse moléculaire (fragments

de polymeéres), d'especes monomeres et intermédiaires, de produits de transformation, et
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d'autres matieres non identifiées. En milieu liquide, il est Iégérement persistant dans des
conditions aérobies. En milieu liquide anaérobie, la transformation semble étre ralentie. 1l est
modérément persistant a persistant dans des conditions anaérobies. Les demi-vies pour
mancozébe dans L'eau a pH 5-9 a été signalée comme moins d'un jour. La minéralisation est

respectivement de 50 et 90 jours pour 20 et 10 ppm.

Contrairement a nos investigations, de nombreuses autres études ont rapporté également que
de nombreuse espéces fongiques sont d’excellents biodégradeurs du mancozeébe
(Donecheetal., 1983 ; Cernohlavkov et al., 2009 ; Ahlawat et al.2010 ; Fawole et al., 2010 ;
Abhishek et al., 2014).

En revanche, nos résultats obtenus a partir des cultures batch sont en parfaite concordance
avec les informations signalées par L’Institut National de I’Environnement Industriel et des
Risques (INERIS, 2014) indiquant une biodégradabilité difficile du mancozébe au niveau des

différents composantes de I'environnement.

Cette biodégradabilité moyenne obtenue dans notre présente étude pourrait s’expliquer par les
conditions d’incubation auxquelles sont soumises les cultures. Dans nos essais, les souches
ont été soumises a une tempeérature de 27°C pendant que les taux de biodégradation les plus
importants, ont été enregistres a partir des experiences conduites a une température de 37°C
(température optimale de développement de la plupart des microorganismes) bien que cette
température ne refletent pas les conditions réelles des écosystéemes naturels. Les mémes
constations ont été également mentionnées par Mougin et al.,, (1994) concernant
Phanerochaete chrysosporium. Ce microorganisme pourtant réputé pour ses hautes
potentialités cataboliques vis-a-vis de divers polluants de ’environnement et méme les plus
récalcitrants s’est révélé peu efficient, et a montré des capacités médiocres en réduisant

seulement 21% de la concentration initiale des substrats testés.

Par ailleurs, on pourrait évoquer la nature et le nombre des substituant de la substance
chimique pour expliquer la biodégradabilité des molécules. Le mancozebe est formé de la
combinaison de 2 autres dithiocarbamtes: I'étyhyléne-bis- dithiocarbamate de manganese et de
zinc ou maneébe et I'éthylene-bis-dithiocarbamate de zinc ou zinébe. Cette substance active
constituée de groupements N-H et des doubles liaisons qui pourraient avoir une grande
influence sur la transformation et augmenter la résistance de la décomposition de la
substance active de la part des bactéries et des champignons. La nature chimique du

mancozebe semble jouer un r6le important dans sa biodégradation.
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Les potentialités métaboliques des consortiums microbiens ne sont pas meilleures que celles
des souches pures. Dans notre cas, la population mixte s’est révélée peu efficace a I’égard des
deux molécules. Nos résultats confirment ceux obtenus par Belaze (2015) mesosulfuron-
méthyl, 1’iodosulfuron-méthyl,propinébe et cymoxanil;etHassaine (2016) qui montrent la
déficience des consortium microbiens pour les hydrocarbures (kérosene et le pétrole brut).
Nos résultats ne concordent cependant pas avec les travaux de Melgarejo et Martinez 1992 ;
Gillian et al., 2001 qui affirment que certaines molécules toxiques sont mieux oxydées et
parfois minéralisées completement lorsqu’elles sont mises en contact avec un consortium de
souches. Selon ces auteurs, les populations mixtes sont trés efficaces et possédent de hautes
potentialités ; elles agissent alors en synergie, détoxifient le produit et le convertissent en
composé plus simple et moins toxique que le produit initial. Cette hétérogéneité dans le
comportement du consortium des populations microbiennes mixte serait due probablement au
temps d'incubation. Au cours de notre expérimentation, les microorganismes sont mises en
culture pendant 120 heures uniquement, alors que les taux de biodégradation les plus
importants ont été enregistrés a partir des cultures incubées pendant 15 a 30 jours. (Das et al.,
1995 ; Melgarejo et Martinez 1992).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Notre travail visait a étudier les potentialités cataboliques de la microflore autochtone des
eaux superficielles agricoles vis a vis de deux pesticides: un fongicides, le mancozébe et un
insecticide, le méthomyl.

En Algérie, tres peu de travaux ont été réalisés sur ces deux produits agropharmaceutiques et
leur bioremédiation in vitro par la microflore fongique et bactérienne.

Avant d'entamer I'isolement et I'identification de la microflore totale des eaux superficielles
étudiées, nous avons jugé nécessaire d'apprécier leur degré de pollution en déterminant les
caractéristiques physico-chimiques des paramétres hydriques principaux. Les analyses
montrent que la qualité des eaux contaminées et quelque peu affectée. Les valeurs du rapport
de biodégradabilit¢é DCO/DBO5 sont supérieures aux normes internationales au niveau de
tous les sites étudiés. Par ailleurs, les teneurs en nitrites, en ions ammonium et en chlorures
dépassent les chiffres limites; ce dépassement découle de I'évidente présence des pesticides
dans les eaux des parcelles étudiées. Toutefois nous devons signaler que I'évaluation de la
contamination des eaux soumises a l'effet des divers polluants reste souvent difficile a
apprécier compte tenu de linteraction entre les parametres des eaux, des pesticides, et

également les facteurs climatiques du milieu environnant.

En se référant aux résultats physico-chimiques des échantillons d'eau analysées, on releve un
retentissement important sur la composition de la microflore aussi bien quantitativement que
qualitativement. Les populations microbiennes isolées sont tres diversifiées avec une
biomasse importante au niveau de tous les sites contaminés. La microflore fongique est
particulierement marquée par une abondance d'Aspergillus (Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor, Aspergillus terreus ) peu de Penicillium
(Penicillium notatum, Penicillium citreonigrum, Penicillium chrysogenum). La flore
bactérienne isolée appartient a plusieurs familles dont les principales especes sont:
Chryseomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas hydrophila, Sténotrophomonas
maltophilia, Serratia marcescens. Toutefois, on dénote une meilleure performance des
familles des Pseudomonaceae, des Aeromonadaceae et une présence faible de la famille des
Enterobacteriaceae.

La flore microbienne des échantillons d'eau témoin est également assez importante et

hétérogene avec une baisse relative par rapport a celles du site témoin. Toutefois, les espéces
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inventoriées présentent des dissimilitudes avec leurs homologues des sites contaminés du
point de vue fréquence.

La plupart des espéces identifiées sont des especes ubiquistes retrouvées dans de nombreux
milieux tels que les sols, les effluents, les eaux usées, etc. Ce sont des espéces tolérantes aux
divers polluants de l'environnement (pesticides, hydrocarbures, métaux lourds) et qui
possedent par ailleurs des capacités de croissance méme dans les milieux les plus pauvres en
nutriments. Ces espéces inventoriées constituent une liste de microorganismes résistants
susceptibles de survivre dans les conditions particuliéres de substrats fortement contaminés
par la présence de plusieurs herbicides, fongicides et insecticides. Nous tenons a signaler ici,
que les techniques d'isolement ne permettent pas a chaque fois d’obtenir toutes les espéces
vivantes dans un milieu, ou il est difficile de satisfaire les exigences physiologiques de toutes
les espéces fongiques et bactériennes présentes dans un échantillon donné. Le nombre et la
nature des espéces microbiennes sont influencés par des facteurs tels que la durée de la
période d’incubation, la concentration partielle en oxygene, le pH du milieu, la présence de
matieres nutritives spécifiques dans le milieu de culture, la compétition entre les bactéries et

les champignons pour les nutriments, etc.

Pour ce qui est des capacités de croissance des souches soumises a l'effet des deux pesticides,
il semble d'une maniere évidente que les souches testées sont en mesure de croitre dans les
conditions difficiles des milieux liquides pollués. En effet, dans les condition de nos
expérimentations, la présence des deux substances actives ( Méthomyl et Mancozébe)
ajoutées lors de la phase exponentielle du développement n'affecte pas les cinétiques de
croissance de nos souches. Les potentialités de croissance microbiennes évaluées a partir des
différents parametres physiques et chimiques (densité optique, pH, taux d'oxygene, poids de
I'inoculum) mettent en évidence la tolérance de la plupart des souches testées. Si I'on compare
maintenant les potentialités de développement et de croissance des souches pures
individuellement avec celles du consortium ou population mixte, on releve une adaptation
Iégerement meilleure des souches de Chrysemonas luteola et d'Aspergillus niger utilisées
individuellement. Les conditions de nos expériences n'‘ont pas permis aux especes
bactériennes et fongiques formant le consortium d'agir en synergie pour pouvoir survivre aux
conditions difficiles, et d'accéder facilement au pesticide afin de I’utiliser comme une source
de carbone et d’énergie pour une éventuelle oxydation. Cette déficience du mélange des
souches en consortium microbien semble probablement liée a un équipement enzymatique

non hautement actif de son génome.

106



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Par ailleurs, I'évaluation de la biodégradation et des potentialités cataboliques des souches
testées par la chromatographie en phase gazeuse fait ressortir une différence de comportement
entre les souches. Ceci illustre que la présence de pesticides favorise chez les bactéries et les
champignons la sélection des systéemes enzymatiques efficaces et leur stimulation dans les
réactions de biodégradation. Il parait que les espéces Aspergillus flavus et Burkholderia
cepacia sont celles qui sont sensibles, ne possédant pas de systémes enzymatiques efficients;
leur pouvoir de biodégradation est par conséquent faible pour le mancozebe et le méthomyl.
En face, nous retrouvons les espéces résistantes telles que: Chryseomonas luteola et
Aspergillus niger; ces derniéres semblent beaucoup plus intéressantes face aux deux
pesticides. Ceci pourrait s'expliquer par leur possession d'un patrimoine génétique pourvu
d'un équipement enzymatique actif vis - a-vis des ces deux substances chimiques. Cette
dynamique de leurs complexes enzymatiques se traduit par la catalyse de différentes réactions
de biodégradation et de bioconversion d’un grand nombre de substances pesticides
chimiquement différentes.

Les profils des chromatogrammes ont révélé la présence de métabolites dans les extraits des
milieux de culture étudiés. Les principaux pics mineurs et majeurs des chromatogrammes des
meilleures souches bactériennes et fongiques representent probablement les mémes
métabolites issus de la biodégradation de la molécule initiale. D’ores et déja, nous pensons
que Chryseomonas luteola et Aspergillus niger sont des microorganismes possedant les
caractéristiques demandées d’agents biologiques de dépollution. Néanmoins, pour envisager
leur utilisation dans la bioremédiation des sites contamines, il faut d'abord approfondir les

recherches sur les réactions de métabolisation et de biodégradation.

Mais avant  denvisager [I'application sur terrain de ces processus biologiques de
bioremédiation, il faudrait tout d'abord limiter les risques de pollution par une politique de
protection de 1’environnement notamment par:

- la mise en place d’un systéme d’évaluation des risques liés a I'utilisation sans aucun controle
de ces produits biocides.

- la mise en place d'un organisme responsable des analyses systématiques régulieres des
résidus de pesticides dans les différentes composantes de I'environnement (sol, eau, plantes
denrées alimentaires, etc.)

- I'identification de la nature des résidus

- I'établissement des normes nationales et locales des doses de pesticides admissibles au

niveau des différentes matrices environnementales.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Enfin pour pouvoir envisager la bioremédiation par les bactéries ou les champignons des eaux
contaminés, il serait pertinent :

- d'améliorer les méthodes et les conditions de réalisation des cultures batch en optimisant les
conditions d’incubation.

- d'étudier la diversité génétique par I’identification moléculaire des souches autochtones
ayant un fort pouvoir de biodégradation

- d'identifier les enzymes impliquées et déterminer les genes responsables de la dégradation
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