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Résumé :
Les pesticides sont des substances chimiques utilisées pour lutter contre les bio-agresseurs des

cultures. Cependant, I’emploi des pesticides est tres dangereux a cause des différents effets de
toxicité environnementales et sanitaires qu’ils induisent.

La bio-remédiation pourrait constituer un moyen efficace afin d’éliminer ces polluants. Cette
alternative biologique se base sur les capacités dégradatives de certains microorganismes y
compris ceux des communautés microbiennes indigénes aux sols pollués. L’objectif principal
du présent travail est la description de la diversité et des fonctionnalités des communautés
bactériennes compétentes du sol pouvant dégrader efficacement les résidus des pesticides
toxiques.

Mots clés : Biodégradation, microorganismes, pesticides, toxicité.

Abstract :

Pesticides are chemical substances used to fight against crop pests. However, the use of
pesticides is very dangerous because of the various effects of environmental and health
toxicity that they induce.

Bio-remediation could be an effective way to eliminate these pollutants. This biological
alternative is based on the degradation capacities of certain microorganisms including those of
microbial communities indigenous to polluted soils. The main objective of this work is the
description of the diversity and functionalities of competent bacterial communities in the soil
that can effectively degrade toxic pesticide residues.

Key words: Biodegradation, microorganisms, pesticides, toxicity.
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Introduction

Il y’a environ 10 000 a 15 000 ans I’augmentation continue de la population mondiale a
fait que les sociétes préagricoles (chasseurs-cueilleurs) n’assurent pas 1’apport quotidiens en
nourriture. Suite a cette diminution alimentaire, les humains ont commencé a modeler la nature
pour leurs besoins et 1’agriculture a émergé dans plusieurs endroits de la planéte qui sont la
Meésopotamie (Iraq, Turquie, Jordanie, Syrie), la Chine, I’Amérique de sud et I’Afrique
subsaharienne (Khan, 2016 ; Unsworth, 2010).

La densification des populations humaines, des plantes cultivées et le stockage des récoltes
a rendu la cohabitation entre la société humaine et les populations de ravageurs, moisissures et
insectes pas tolérée (Bajard, 2016), a ce propos les agriculteurs ont employé les pesticides
comme remede a ces fléaux (Kaur, 2019). Les premiéres traces d’utilisation de ces composés
phytopharmaceutique sont des cocktails minéraux et organique toxiques qui remonte a
I’antiquité (4500 ans), qui sont retrouvé en Gréce antique adoptés pour les cultures végétales
(Bajard, 2016 ; Unsworth, 2010 ; Riera et al., 2016).

Par ailleurs, 1’agriculture qui a subi une crise profonde (manque de la matiére premiere des
produits phytosanitaire) entre 1930 et le milieu de 1940, a pu la surmonter grace a 1’évolution
importante des pesticides au cour des deux conflits mondiaux par ’apparition des composés
agrochimiques de synthése, ainsi qu’une forte progression de leur consommation pendant la

seconde guerre mondiale (Assouline, 1989 ; Bajard, 2016).

Ce développement remarquable des pesticides a permis une élévation de rendement
agricoles par la favorisation des récoltes régulieres (protéger les cueillettes des maladies) et de
stock nutritionnel par le maintien de la qualité des aliments et la quantité suffisante (Koenigue
etal., 2014). Toutes ces atouts limitent la famine humaine propagée dans la plupart des pays en
guerre (Riera et al., 2016). Le revers de la médaille n’a pas tardé a apparaitre car les limites et
les dangers de ces substances sont montré de facon spectaculaire par le phénomene de la
pollution de I’environnement et des écosystemes (pollution de I’air, des sédiments, de 1’eau et

de sol) et I’empoisonnement des étres humains (Riera et al., 2016 ; Serra, 2015).

La surutilisation des pesticides et la difficult¢ de s’en débarrasser a cause de leurs
persistances dans I’environnement et dans les organismes vivants supérieurs a incité la
communauté scientifique a élaborer des techniques physicochimiques et biologiques permettant

I’élimination totales ou partielles des pesticides contaminant I’environnement.




Introduction

Notre travail se focalise principalement sur deux Chapitres essentiels :

Dans cette étude, on va s’intéresser au traitement biologique de deux insecticides de la famille
des pyréthrinoides de synthese qui sont la cyperméthrine et la lambda-cyhalothrine en faisant
appel aux microorganismes indigenes de sol, qui ont la capacité d’utiliser ces insecticides

comme nutriment (source de carbone, d’azote, etc.) afin de les ¢liminer de 1’environnement.

Le premier chapitre consiste a la discussion des généralités sur les pesticides portant sur leur
classification, utilisation et toxicité. Tandis que dans le deuxieme chapitre on va développer les

différentes méthodes d’élimination des pesticides par des techniques abiotiques et biotiques.




Historique

Les pesticides ne sont pas une récentes inventions, plusieurs civilisations anciennes ont eu

recours a 1’usage des pesticides pour protéger leurs cultures (Byju, 2018) :

A T’antiquité ou 1000 ans avant Jésus-Christ (notre ére) : L’usage de soufre comme agent de
fumigation pour les cultures en Grece ; et I’enregistrement de la premiére utilisation des
insecticides par les sumériens antique (population de la Mésopotamie a 1’antiquité) qui
emploient du soufre ¢élémentaire pour lutter contre les insectes et les acariens. L utilisation de
mercure et des composés arsenicaux par les chinois afin de lutter contre les poux de corps
(Bajard, 2016 ; Unsworth, 2010).

Au premier siécle : L’utilisation de I’arsenic autant qu’insecticide qui est recommandé par
Pline I’ancien (écrivain et naturaliste romain), et I’application des huiles minérales contre les
ravageurs et les problémes de phyto-toxicité par les Grecs et les Romains (Duval, 1994).

Au moyen age (fin de V¢ siécle jusqu’a la fin de XV*®siécle) : Les agriculteurs médiévaux ont
expérimenté des produits chimiques constitués de I’arsenic de plomb sur les cultures
communes. La découverte et utilisation de nombreuses plantes qui présente des propriétés
toxiques comme pesticides tel que les aconits contre les rongeurs (Byju, 2018).

Au XVI° siecle : Des produits arsenicaux ou a base de plomb sont utilisés en Chine et en
Europe. Extraction et 1’utilisation de la roténone des racines des fabacées (Dorris et
Lanchocarpus) comme insecticide a la fin de XVI°¢ siecle en Inde ; également les propriétés
insecticides du tabac sont connues en 1690 (Riera et al., 2016).

Au XIXE® siécle : Le développement de la microbiologie au milieu de cette époque est une
avancée déterminante dans la transmission des maladies, donc la recherche des traitements
possibles. A ce propos un rapport de Gustave Heuzé sur 1’oidium de la vigne rend compte des
incertitudes de I’époque. A la fin de cette époque, 1’utilisation plus généralisée des pesticides
a eu lieu avec le développement de la chimie minérale qui fournit les traitements fongicides a
base de sulfate de cuivre (bouillie bordelaise) pour lutter contre les invasions fongiques de la
vigne et de la pomme de terre. Enfin en 1874 la synthése de DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane) par Zeidler (Bajard, 2016 ; Riera et al., 2016).

Au XX°€ siécle : A son début provient le traitement des semences avec des sels de mercure,
suivi par I’apparition des insecticides tels 1’arsénite de cuivre, I’acetoarsénite de cuivre et
I’arséniate de plomb. Au milieu de cette arsenal minéral, le pyréthre une poudre provenant de
fleurs séchées de Chrysanthemum cinerariae folium est introduit comme insecticide
(Unsworth, 2010)




Historique

-En 1939, les propriétés insecticides de DDT sont découvertes, ce qui annonce par la suite son
début d’utilisation en médecine préventive avec le DDD (détruire le moustique responsable
de la malaria) et en agriculture (élimination du doryphore) (Bajard, 2016 ; Riera et al., 2016).
-En 1944, Production de premier herbicide de synthéese a partir d’une phytohormone, le 2,4-
D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acide), qui est sélectif des graminées (In Bajard, 2016).

-En 1945, la famille des organophosphorés a vu le jour grace aux recherches de gaz de combat,
effectue au sein de deuxieme conflit mondial (In Riera et al., 2016).

-De 1950 a 1955, La mise en valeur aux Etats-Unis, des herbicides de la famille des urées
substituées (linuron, diuron), ainsi que ceux du groupe ammonium quaternaire et triazines (In
Riera et al., 2016).

-En 1966, le marché mondial a vu I’arrivée des fongicides du type benzimidazole et pyrimides,
accompagné un peu plu-tard par les inhibiteurs de la synthése des stérols (imidazoliques et
triazoliques) (Bajard, 2016).

-En 1970-1980, I’apparition d’une nouvelle classe d'insecticides, les pyréthrinoides qui
dominent par la suite le marché des insecticides (Riera et al., 2016).

-En 1962 et 1967, publication des premiers manuscrits et livres qui évoquent les risques
irréversibles que les pollutions chimiques dus aux pesticides font courir a I’environnement et
la santé humaine par Rachel Carson et Ratcliffe (Bernardes et al., 2015 ; Bajard, 2016).

-En 1970, I’apparition de résistances des ravageurs au pesticides et I’accumulation des preuves
sur les impacts des pesticides (Bernardes et al., 2015).

-En 1972, interdiction d’usage de DDT aux Etats-Unis, et par la suite prés de 86 autres pays
I’ont interdit de leur marché (Byju, 2018).




CHAPITRE 1 :

GENERALITES SUR
LES PESTICIDES




Chapitre 1 : Geneéralites sur les pesticides
—

I. Définition

Le terme pesticide dérive du préfixe "Pest", mot anglais désignant tout organisme vivant
(virus, bactéries, champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs) susceptible d'étre
nuisible a I'homme et/ou a son environnement, et de suffixe "cide™ qui est aussi un terme anglais
qui signifie tuer. Les pesticides dans la traduction étymologique se définie autant que des "tueurs
de fléaux", sont des molécules dont les propriétés toxiques permettent de lutter contre les

organismes nuisibles (Khan, 2016).

Selon la FAO, 1996 (Food and Agriculture Organisation : Organisation des nations unis pour
I’alimentation et I’agriculture) les pesticides sont toute substance ou association de substances
qui est destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de
maladies humaines ou animales, les espéces indésirables de plantes ou danimaux causant des
dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, la transformation, le
stockage, le transport ou la commercialisation des denrées alimentaires, des produits agricoles,
du bois et des produits ligneux, des aliments pour animaux, ou qui peut étre administrée aux
animaux pour combattre les insectes, les arachnides et autres endo ou ectoparasites. Le terme
comprend les substances destinées a étre utilisees comme régulateurs de croissance des plantes,
comme défoliants, comme agent de dessiccation, comme agent d'éclaircissage des fruits ou pour
empécher la chute prématurée des fruits, ainsi que les substances appliquées sur les cultures, soit
avant, soit apres la récolte, pour protéger les produits contre la détérioration durant lI'entreposage
et le transport.

1. Composition des pesticides :

Un pesticide comprend une ou des substances actives (matieres actives) et des matieres
additives. Les substances actives ne sont pas utilisees telles qu’elles mais elles sont formulées.
Selon (Fournier et al., 2002), la formulation des pesticides vise a assurer une efficacité optimale
a la substance active et a en faciliter I’application pour 1’agriculture. Le produit commercial est
donc un mélange de plusieurs composants il contient la substance active associée a divers

formulant :
- Les diluants (solvants, charges).

- Les additifs (matiére colorante ou odorante).

-,
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- Les adjuvants (produits destinés a améliorer la performance de la substance active) qui peuvent
eux-mémes présenter une certaine toxicité pour la plante traitée et 1’utilisateur (Fournier et al.,
2002).

2. Les propriétés d’un pesticide idéal :

¢+ 1l devrait étre disponible sur le marché sous une formulation différente.

% Il doit étre toxique et tue le ravageur qui doit étre controlé.

% 1l ne doit pas étre phyto-toxique pour les cultures sur lesquelles il est utilise.
% 1l ne doit pas étre toxique pour les especes non ciblées comme les animaux.

< Il devrait étre moins nocif pour les étres humains (Hemingway et al., 2009).

Il. Classification :
Les pesticides peuvent étre classés selon leur composition chimiques, leur cible, leur

structure ou leur mode d’emploi (Kearney et Kaufman, 1988).
1. La composition chimique :
1.1. Pesticides organiques :

Ce sont des composés qui contiennent de carbone pur, ils sont subdivisés en trois groupes
principaux qui sont intitulés, les pesticides naturels (d’origine animale et vegétale), de synthese
(développés au laboratoire et produient en usine) et les micro-organismes (Cottineau, 2010 ;
Charrette, 2018).

- Pesticides d'origine animale : Néréistoxines isolés des anneaux marins, savon colophane

d'huile de poisson, etc.

- Pesticides d'origine végétale ou pesticides botaniques : Nicotinoides, pyréthrinoides,

rétinoides etc.

- Pesticides organiques synthétiques : organochlorés, organophosphorés, carbamates, etc.

- Huiles d’hydrocarbures etc.
1.2. Pesticides inorganiques :

Ce sont parmi les premiers produits chimiques utilisés pour combattre les fléaux, composés de
carbone uniquement sous forme de carbonate ou de cyanure (Cottineau, 2010 ; Charrette, 2018),
ils sont dérivés de composés d'origine minérale et du soufre élémentaire, ce qui rend leur

dégradation trés lente et difficile (Moukhtari, 2012). Ce groupe comprend les composés

-,

d’arséniate, fluor et du plomb comme insecticides.
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2. Lacible:
Face a la grande profusion des pesticides et selon les spécialités commerciales, les
producteurs et les utilisateurs des pesticides les classent selon leur cible, les principales

classes sont :
2.1. Les insecticides :

Ce sont principalement des matiéres organiques de synthése. L’utilisation de
certaines substances minérales ou molécules organiques d’origine naturelle existe toujours,
mais d’une fagon trés marginale, c’est le cas de la roténone et des dérivés de la nicotine a

titre d’exemple (Mazzafera et al., 2011).

Des molécules insecticides tres efficaces ont été développées durant la deuxiéme moitié
du XXe siecle. Il s’agit notamment des substances appartenant a la famille des
organophosphorés (malathion, diméthoate), des carbamates (aldicarbe, carbofuran) et des
pyréthrinoides. VVoici des exemples d’insectes traités par les insecticides approprié (Dhawan,
2008) (Figure 1- Figure 4) :

Figure 2 : Puceron cendré du pommier traité par la cyperméthrine et [’acetamiprid.
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Figure 3 : Mineuse de tomate traitée par lambda-cyhalothrine, I’abamectin.

Figure 4 : Cochenille du murier traitée par la bifenthrin, deltamethrin.

2.2. Lesfongicides :

Ces molécules ciblent les différents types de champignons afin de protéger les cultures, les
stocks des récoltes ou méme les semences. Le mildiou de la pomme de terre ou de la vigne,
la rouille ou le charbon sont des maladies cryptogamiques contrdlées grace a des fongicides
tels que les carbamates (carbendazime, mancozebe), les triazoles (bromuconazole,
triconazole), les dérivés du benzéne (chlorothalonil, quintozene) ou les dicarboximides
(folpel, 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), voici ci-dessous des

exemples de moisissures et leur fongicides appropriés (figure 5-figure 8) :
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Figure 5 : a: Mildiou, b : Anthracnose, ¢ : Oidium traités par le soufre et ses dérivés (la
bouillie bordelaise).

-

Figure 6 : Tavelure du pommier traité par le triazole.

T TN )

Figure 7 : Pourriture grise traitée par le benzene.
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Figure 8 : Taches noires du rosier traitées par le triazole.

2.3. Les herbicides :

IIs sont utilisés pour lutter contre les adventices des cultures ou « mauvaises herbes ». Ces
derniéres rentrent en compétition avec les plantes sur la lumiére, ’eau, ’espace et
les ressources nutritives. Lorsqu’elles sont mélées aux récoltes, les mauvaises herbes
peuvent également étre toxiques pour le bétail (renoncules, colchiques et cigué dans les
fourrages secs), donner du godt au lait (achillée, millefeuille) voire rendre 1’ensilage
dangereux (DeSilva, 2009).

Apres la deuxiéme guerre mondiale, les herbicides ont connu un trés grand développement.
La deuxiéme moiti¢ du XXe sic¢cle a ainsi connu I’utilisation de nombreuses nouvelles
molécules qui étaient trouvées et proposées a I’agriculture. Entre 1950 et 2000 sont apparues
les triazines, les urées substituées, les carbamates, les toluidines, les aminophosphonates et
les sulfonylurées. Voici quelques exemples de mauvaises herbes traitées par les herbicides
appropriés (Siddiqui, 2007) (figure 9 — figure 10) :

Figure 9 : Chiendent traité par le glyphosate, cyhalofop-butyl.
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Figure 10 : Adventices traitées par le diclofop-méthyl, |’acide sulfurique.

3. Structure chimique :
Il s'agit d'un classement technique a partir de la molécule principale utilisée. On distingue

3.1. Lesorganochlorés :

Sont considérés comme tout composé organique auquel on a substitué un ou plusieurs
atomes d’hydrogéne par des atomes de chlore, dont le fameux DDT déja évoqué. lls sont
surtout utilisés comme insecticides en agriculture, lls étaient couramment utilisés
auparavant, mais maintenant de nombreux pays 1’ont retirés de leur marché en raison de
leurs effets sur la santé et I'environnement et de leur persistance (par exemple, le DDT, le
chlordane et le toxaphene). Leur structure chimique est représentée dans la figure ci-dessous
(Gordon, 2001) (figure 11) :

H
Cl é’PI

Figure 11 : Structure de noyau de base des organochlorés.

3.2. Les organophosphorés :

Les organophosphorés (également connus sous le nom d'esters de phosphate ou OPE) sont
une classe de composés organophosphorés de structure générale O = P (OR) 3 (voir

figure 12). lls peuvent étre considérés comme des esters d'acide phosphorique. Comme la
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plupart des groupes fonctionnels, les organophosphorés se présentent sous une large gamme
de formes, avec des exemples importants comprenant des biomolécules clés telles que
I'ADN, I'ARN et I’ATP (Gribble, 2000).

Les (OP) sont une classe d'insecticides, dont plusieurs sont hautement toxiques. Jusqu'au 21°
siecle, ils figuraient parmi les insecticides disponibles les plus largement utilisés. Les
organophosphorés sont utilisés dans I'agriculture, les maisons, les jardins et les pratiques
vétérinaires ; cependant, au cours de la derniére décennie, plusieurs OP notables ont été
abandonnés, y compris le parathion, et le chlorpyrifos, qui peuvent potentiellement causer

une toxicité aigué et subaigué (Alzieu, 2002).

O
1

R10 - ~ORS3
R20

Figure 12 : Structure chimique de base des organophosphores.

3.3. Les carbamates :

Les carbamates ou uréthanes sont une famille de composés organiques porteur d'une
fonction R-HN-(C=0) O-R' (figure 13). Il s'agit en effet des esters substitués de l'acide
carbamique ou d'un amide substitué. Ils sont similaires aux organophosphorés, ils different
cependant par leur origine. Les organophosphorés sont des dérivés de l'acide phosphorique
(H3POa4), tandis que les carbamates sont dérivés a partir d'acide carbamique (CH3zNO>). Les
Pesticides carbamates sont similaires aux pesticides organophosphorés en affectant la
transmission des signaux nerveux entrainant la mort du ravageur par empoisonnement
(Raymond, 1999).

Figure 13 : Noyau de base des carbamates.

@
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3.4. Les pyréthrinoides :

Ce sont des composes organochlorés, organofluorés ou organobromés, dont la structure
génerale est similaire aux pyréthrines, les radicaux carbonés étant remplacés par des
composés halogénés (figure 14). les pesticides pyréthrinoides synthétiques ont un pouvoir
insecticide agissant par contact et ingestion sur une gamme tres étendue d’insectes, sur toutes
les cultures, traitées a des doses tres faibles.
Les pyréthrinoides ont représenté dans les années 1970 une alternative aux molécules plus
anciennes (organochlorés, organophosphorés, carbamates, etc.), dont 1’écotoxicité
commencait a étre dénoncée. Les pesticides pyréthrinoides comme les composés
organochlorés sont aujourd’hui parmi les insecticides les plus utilisés (Jimenez ,2019).
Les pesticides pyréthrinoides sont utilisés contre une grande variété d’insectes en agriculture
(Cappello et al., 2016).

‘R @f O

1
O

Figure 14 : Structure de base des pyréthrinoides de synthese.

4. Mode de penétration :

Systémique : Ce type de pesticides est introduit dans le sol pour qu'il soit absorbé par les racines
des plantes. Une fois que l'insecticide pénétre dans les racines, il se déplace vers des zones
externes telles que les feuilles, les fruits, les brindilles et les branches. Il forme une couche sur la
surface de la plante et agit comme un poison pour tout insecte qui vient macher la plante
(Goldowitz, 2013). Exemples de pesticides systémiques : Acétamypride, méthyl déméton,
phosphamidon, acéphate.

Ingéré : Les pesticides appliqués sur les feuilles et autres parties des plantes, lorsqu'ils sont
ingérés agissent sur le systeme digestif de l'insecte, par exemple : arséniate de calcium, arséniate
de plomb (Agris, 2011).

Contact : Ces pesticides sont capables d'entrer dans le corps de I'insecte soit par les stigmates et

la trachée, soit par la cuticule elle-méme. Par conséquent, ces poisons peuvent tuer les insectes

3

en entrant simplement en contact avec le corps des insectes. Exemple : DDT (Lefigaro, 2014).
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Les fumigeant : La fumigation est une méthode de lutte antiparasitaire dans laquelle un gaz ou

une vapeur de pesticide est libéré dans l'air ou injecté dans le sol pour tuer ou éliminer les

ravageurs. Cette méthode de lutte antiparasitaire remplit I'espace aérien d'une structure avec un

gaz toxique. Une bache ou une tente est utilisée pour piéger le gaz a l'intérieur de la zone a

traiter. Les fumigeant agricoles sont injectés dans le sol et se déplacent dans l'air du sol et se

dissolvent dans I'eau du sol ou ils tuent les ravageurs. Les pesticides fumigeant sont également

utilises sur les céréales et les cultures apres la récolte pour réduire les insectes, les tiques, les

acariens, les nématodes, les limaces, les escargots et les maladies fongiques (Sorensen, 2019).

5. Mode d’action :

5.1. Modes d’action des insecticides :

Ces pesticides agissent sur les fonctions vitales de 1’insecte, tels que la transmission de I’influx

nerveux et la respiration (Mokhtari, 2012).

5.1.1. Action sur le systéme nerveux :

La neurotoxicité de ces insecticides se manifeste par le blocage de la propagation de I’influx

nerveux (sa transmission est maintenue par des différences de concentrations en ions Na*,

K* et CI', intra et extracellulaires) au niveau des neurones et des synapses (accumulation de

I’acétylcholine dans I’espace inter-synaptique et provoque une hyperexcitation menant a la

mort), tant qu’au niveau du systéme nerveux central que périphérique (figure 15) (Gherrabi

et Merah, 2016). Parmi les pesticides responsables on a les pyréthrinoides de synthese,

dicofol, DDT, les organophosphorés et les carbamates (Siegwart, 2017).

(A)

Pyréthrinoides

/ Oxadiazines

Présynaptique

Organochlorés,

ACh

‘ @{ «g» NAChR

Néonicotinoides,

Spinosad

&/

uu"g*

* ®°
Postsynaptique
@

0ACh E

Organophosphorés
Carbamates

Figure 15 : Schéma explicite de [’action de certains insecticides au sein de systéme

nerveux des insectes (Emaze, 2016).
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5.1.2. Action sur le systeme respiratoire :

Ils agissent par inhibition du site | de la chaine mitochondriale (familles quinazolines,
pyridazinones, pyrazolcarboxamides, phénoxypyrazoles) ou le complexe cytochrome bcy
(hydraméthylnon), ainsi que I’inhibition de la phosphorylation oxydative (dérivés
stanniques) cité au sein de la figure suivante (figure 16) (Siegwart, 2017).

COMPLEXE | COMPLEXE Il COMPLEXE Il COMPLEXE IV COMPLEXE V

f [ | L

intermembranaire

-----
L.

&t membrane
mitochondriale:
B inteme

------------------------
.............

.....
ORI TR R ARy

matrice
mitochondriale

NAD*
Succinate Fumarate

Pyridabéne Hvdran st Dérivés ADP 3H' ATP
Fenpyroximate Pool ydrametnyinon ; +Pi +H,0
Py quinone stanniques E
NADH Fumarate Complexe Cytochrome ¢ ATP synthase
déshydrogénase réductase cytochrome bct oxydase

Figure 16 : Sites d’action de certains insecticides au sein de la chaine respiratoire

mitochondriale (Le Ruyet, 2017).

5.1.3. Action sur les régulateurs de la croissance des insectes :

On distingue des perturbateurs de la mue qui possede une structure analogue a celle des
hormones juvéniles (fénoxycarbe et pyriproxyfene) et agissent en perturbant la physiologie
de reproduction de I’insecte, le développement embryonnaire et sa méta-morphose. Ainsi
que des inhibiteurs de la chitine qui bloque la production de chitine, qui est un élément

constitutif majeur de 1’exosquelette des insectes (benzoyl-urées) (Siegwart, 2017).

5.2. Modes d’action des herbicides :
Ils agissent sur les adventices en concurrence avec une culture donnee en inhibant les

mécanismes ou les métabolites de survie des mauvaises herbes (Mokhtari, 2012).

5.2.1. Perturbation de la photosynthese :

Blocage de transfert d’électrons au niveau du PSII, dont la conséquence est I'arrét de
synthese de composés sucres, ainsi que des réactions de photo-oxydation et de la production
de formes réactives de 1’oxygeéne, amenant a la mort des cellules (phénylcarbamates,

phényl-pyridazines, triazines, uraciles, urées substituées) (Hugh, 2000).
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5.2.2. Perméabilisation de la membrane :

Les membranes végetales, cellulaires et aussi mitochondriales sont perforées et perdent leur
ions H* par I’action des phénols nitrés ou desoxynils. La synthése d’ATP n’est donc plus
possible, le pH de la cellule ne pouvant plus étre régulé, la cellule meurt rapidement (Hugh,
2000).

5.2.3. Inhibition de la synthése des lipides et des acides aminés :
IIs agissent par inhibition de I’acétylcoenzyme A carboxylase (aryloxyphénoxypropionates,

cyclohexane-diones) qui intervient dans les étapes initiales de la synthése des acides gras.

Il existe plusieurs mécanismes pour empécher la synthése des acides aminés des plantes on
distingue parmi eux les inhibiteurs de la glutamine synthétase (famille des acides
phosphoniques), inhibiteurs de la synthése des acides aminés aromatiques (glyphosate) et
les inhibiteurs de ’acétolactate synthase (sulfonylurées, triazolopyrimidines), (figure 17)
(Hugh, 2000).

On distingue d’autres modes d’action des herbicides tel que :

v' L’inhibition de la synthése de cellulose.

v" Inhibition de la synthése des pigments.

v Perturbation de la division cellulaire.

v' Perturbation de la régulation de 1’auxine et I’inhibition de son transport.

v" Inhibition de la 7,8-dihydroproteroate synthase (Hugh, 2000).
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des plantes
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Figurel? : Différents modes d’action de glyphosate (herbicide) sur les plantes. (Martinez
etal., 2019)

5.3. Mode d’action des fongicides :
Controle les champignons en affectant leur respiration et/ou leur division cellulaire, ainsi que

la biosynthese des entités nécessaire a leur continuités (Mokhtari, 2012).

5.3.1. Action sur le processus respiratoire :

Ils agissent sur différentes étapes du catabolisme oxydatif des molécules organiques
(glucides, lipides) et ils affectent en particulier la chaine respiratoire mitochondriale. Ces
molécules sont aussi capables d’inhiber la germination des spores des champignons, de
bloquer 1’élongation du filament mycélien, et aussi d’immobiliser les zoospores des
oomycetes (Bonnemain, 2002).

Cependant ils existent au sein de cette catégorie des fongicides qui peuvent étre minéraux
ou de synthése, et d’autre qui sont uni-sites qui agissent que sur une seule cible (inhibiteurs
du complexe 1l mitochondrial, inhibiteurs du complexe 111 mitochondrial, perturbation de
la biodisponibilité de I’ATP) (Bonnemain, 2002).

5.3.2. Action sur la biosynthese :
IIs bloguent la formation de toutes les molécules du mycélium en commencant par les acides
nucléiques jusqu’a la paroi (inhibiteurs de la biosynthése des glucides, ADN ARN, acides

aminés, membrane et la paroi) (figure 18) (Bonnemain, 2002).
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Figurel8 : Mécanisme d’action des fongicides sur la germination et la croissance des
champignons (Berrah, 2011).

5.3.3. Action sur les microtubules :

Les substances interférant avec la formation et le fonctionnement des microtubules
entrainent un arrét de I’élongation des hyphes et induisent d’importantes déformations,
parmi eux I'empéchement de la polymérisation de I’a avec la B tubuline (familles des

benzamides, phénylcarbamates et benzimidazoles) (Bonnemain, 2002).
1.  Utilisation des pesticides :

1. Dans le monde :
Le marché mondial des pesticides devrait passer d'environ 75 milliards de dollars en 2017
a 90 milliards de dollars d'ici 2023. La croissance du marché est prévue en raison de la
réduction des superficies cultivées, ce qui entrainera une augmentation de la productiviteé par
acre et une demande croissante des produits alimentaires nutritifs, globalement. L'attention
croissante portée a I'éradication des pertes de la production agricole et a I'amélioration des
qualités nutritionnelles du produit devrait en autre favoriser la croissance du marché dans les

années a venir (Bharmal, 2020).

2. En Algérie:

La fabrication des pesticides en Algérie est assurée par des sociétés autonomes de gestion
des pesticides (Asmidal, Moubydal, Alphyt). Tandis qu’avec I’économie de marché actuelle,
plusieurs entreprises se sont spécialisées dans 1I’importation des produits phytosanitaires, ce
qui a provoqué 1’augmentation de la disponibilité des pesticides. En effet, environ 400 produits
phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont une quarantaine de substances sont utilisees

largement par les agriculteurs. Cette élévation énorme des fournisseurs de ces composés a
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accélérer 1'usage des pesticides en se multipliant dans de nombreux domaines et en quantités

ascendantes (Bouziani, 2007).

C’est le milieu agricole qui occupe la téte de 1’application des pesticides, car I’utilisation se
mesure par des centaines de tonnes chaque année, qui sont consacrés en majorité pour le
traitement des cultures, la lutte contre les rongeurs et pour augmenter la production agricole

(Bouziani, 2007). La figure ci-dessous représente 1’utilisation annuelle des pesticides (figure

19) :
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Figure 19 : Utilisation annuelle des pesticides en Algerie entre 1998 et 2017(FAO, 2020).

IV. La toxicité des pesticides :

L’apparition des pesticides sur le marché dans les années 40 a contribuée a la protection des
cultures et récoltes des bio-agresseurs (champignons, insectes et mauvaises herbes), ainsi que
I’augmentation de rendement agricole (Werf et Hayo, 1997 ; Louchahi, 2015), cependant vingt
ans plus tard (en 1962) les premieres preuves de la nocivité des pesticides sont publiées par
Rachel Carson dans son livre « Silent Spring » (Bernardes et al., 2015). Par la suite diverses
études sont suivies, confirmant la présence de nombreux risques associés a ces substances
phytosanitaires a 1’égard de la composition biotique et abiotique des compartiments

environnementaux, qui se manifeste par des pollutions et des maladies (Louchahi, 2015).

1. Definition de la toxicite :
C’est la mesure de la capacité d’une substance chimique, organique ou minérale

(xénobiotique) a pénétrer dans un compartiment environnemental ou un organisme vivant, ce

.




Chapitre 1 : Geneéralites sur les pesticides
—

qui cause |’apparition d’effets nocives sur I’environnement et la diversité biologique, ainsi que

des dangers sur la santé humaine (Laurin, 2007).
Elle est subdivisée en deux classes principales :

1.1. Toxicité aigué :

C’est une toxicité qui se manifeste en générale immédiatement ou peu de temps (quelques
minutes, heures, jours) aprés une exposition unique et massive ou de courte durée a un
pesticide (Moukhtari, 2012).

La mesure de sa valeur au laboratoire s’effectue par la détermination sur I’animal de la
DL50 (dose létale 50) ou la CL50 (concentration 1étale 50) (c’est I’indicateur quantitatif de
la toxicité qui évalue la dose de produit administré en une seule fois entrainant la mort de
50% de la population animale testée) (Batsh, 2011).

1.2. Génotoxicité :

C’est le résultat qui survient suite a I’absorption répétée de faibles doses de pesticides,
dont les effets néfastes ou les symptdémes ne se manifestent que quelques mois a plusieurs
années plus tard (Mokhtari, 2012 ; Belmehel, 2019). Les pathologies peuvent apparaitre
durant I’exposition ou apres sa cessation, ou étre le résultat d’une exposition conjuguée a
plusieurs produits toxiques, parfois difficile a déceler, ainsi que la substance toxique peut

avoir un mécanisme d’action complexe et indirect (Belmehel, 2019).

2. Voies de pénétration des pesticides :
Le manque de la sélectivité des pesticides envers leurs cibles est a 1’origine de
I’accumulation de leurs résidus, ces derniers peuvent pénétrer dans I’environnement et les
étres vivants selon différentes maniére (Hayo et Werf, 1997 ; Kaur, 2019).

2.1. Dans ’environnement :

Selon la solubilité, les pesticides pénetrent dans les écosystemes naturels par deux moyens
différents (Isra, 2016) :

Les pesticides solubles dans [’eau : se dissolvent et pénétrent dans le sol ou se dispersent
(Isra, 2016) par (Figure 20) :

= Volatilisation : C’est la principale cause de transport et de dépbt aérien des pesticides sur

terre, les fuites sont maximales apres une application sur un sol ou sur les feuillages

E
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humides, qui peut atteindre la perte de 80 a 90% du produit en quelques jours
d’applications (Isra, 2016 ; Hayo et Werf, 1997).

= Ruissellement : Correspond au mouvement d’eau et des matiéres dissoutes a la surface de
sol, cet écoulement peut entrainer des proportions annuelles de 1 & 5% de pesticides
dessous ou en suspension au rivieres, ruisseaux et lacs (Hayo et Werf, 1997).

= Lixiviation : c’est le transfert d’eau et des substances dissoutes a des profondeurs plus
importantes, ce qui peut causer la pollution des eaux souterraines, ou son importance
dépend des propriétés de sol ainsi que la vitesse d’infiltration et I’épaisseur de la zone
non saturée ; ainsi que celles des pesticides (persistance, 10 ans pour le DDT) (Hayo et
Werf, 1997).
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Figure 20 : Mécanismes de dispersion des pesticides dans [’atmosphere, le sol et ['eau

(Laoubi, 2012).

Les pesticides liposolubles pénétrent dans les écosystemes par les trois moyens précédents,
et dans les corps des animaux par un processus appelé :

= La bioamplification : Qui est I’absorption des pesticides dans les tissus adipeux des
animaux d’ou la persistance de ces matieres actives dans les chaines alimentaires pendant
de longues périodes (figure 21), ce qui affectent directement les prédateurs (Isra, 2016).
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Figure 21 : Processus de bioamplification des pesticides liposolubles (Ursula Bauer, 2020).
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2.2. Chez les humains :

L’empoisonnement ou I’intoxication de 1’organisme humain par les pesticides peut
s’effectue par exposition cutanée (contact), par inhalation (pulmonaire) ou par ingestion
(digestive) (Bourgogne, 2009) (figure 22).

2.2.1. Exposition cutanée :

C’est la pénétration des substances a travers la peau, accelérée par des formulations
huileuses ou additionnées de solvants (Berrah, 2011). Cette modalité d’exposition est
démontrée comme étant la voie majeure de passage des pesticides a I’organisme humain
dans le milieu professionnel agricole (Baldi et al., 2013).

2.2.2. Exposition pulmonaire :

C’est I’absorption des composés toxiques par les poumons en passant par les
muqueuses nasales et/ou buccales lors d’inhalation des poussiéres, substances en forme
d’aérosol ou de gaz (Berrah, 2011 ; Charrette, 2018), cette voie est plus intense dans
certaines conditions particuliéres telles que la fumigation (cigarettes), la préparation ou
I’application dans des milieux fermés (serres, silos, batiments d’élevage) (Baldi et al.,
2013). Ce mode de contamination est le plus redoutable parce qu’il cause des
intoxications directes et plus rapides, puisque les substances sont acheminées rapidement
au sang par I’intermédiaire de 1’air pulmonaire (Charrette, 2018 ; Berrah, 2011).

2.2.3. Exposition digestive :

C’est I’absorption par la bouche de produits phytosanitaires, qui est liée au contact des
mains, gants ou matériels souillées a la bouche apres avoir manipulé des pesticides
(sources direct), ou bien a 1’ingestion des produits alimentaires (fruits, légumes, eau)

contenants des résidus de pesticides (sources indirect), (Charette, 2018). Dans la
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population générale, cette voie est souvent considérée comme étant la plus dangereuse, a

cause de I’omniprésence et I’invisibilité des substances auquel la population est soumise

(Baldi et al., 2013).
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Figure 22 : Différentes modalités de contamination par les pesticides (Smira, 2015).

3. L’impact des pesticides sur I’environnement :

Les risques associés a I’utilisation incontrolée des pesticides ne peuvent étre négligés, car en
plus de lutter contre les espéces cibles, elles visent directement ou indirectement la biodiversité
animale et végétale en menacant la survie de plusieurs espéces, ainsi que leurs capacités
d’affecter les réseaux trophiques, les écosystémes terrestres et aquatiques (Isra, 2016 ; Houyvet,
2019).

» Menaces des pesticides sur la biodiversité terrestre :

Malheureusement, tous les pesticides épandus sur les champs ne remplissent pas leurs
taches respectives, une grande partic d’entre eux entrainent des impacts nuisibles sur les

plantes terrestres (tableau I) (Isra, 2016), qui se manifestent par :

- La réduction de la croissance des plantes, en perturbant la fixation d’azote (cas de
rhizobium des légumineuses soja et luzerne).

- La perturbation de fonctionnement de la photosynthése des plantes non-visées.

Les effets de ces composés phytopharmaceutiques pourraient en partie expliquer la mort

inattendue de certaines cultures ainsi que les baisses de rendements des cultures de soja

observées par certains chercheurs américains (Dumas, 2007).
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Tableau I : Exemples des impacts de la toxicité aigué de certains pesticides sur les plantes.
(Isra, 2016).

Nom chimique  Familles des

de pesticides pesticides Effets sur les plantes
Phénoxy Herbicides Nuire aux arbres et arbustes a proximités.
Glyphosate Herbicides Augmenté la sensibilité des plantes aux
maladies.
Réduire les semences de qualité.
Solfonyl-urées Herbicides Impact dévastateur sur la productivité des
Sulfamides cultures non cibles.

Détruit les communautés végétales naturelles
Imidazolinones et la faune.

Les composés phytosanitaires n’ont méme pas épargnés les populations d’insectes
bénéfiques pour la pollinisation et ceux qui agissent comme ennemis des ravageurs, tels que
les abeilles et les coléopteres. Cependant on constate que les populations d'insectes sont tres
réduites dans les fermes non biologiques, a cause de I’usage des insecticides a large spectre
tels que I’imidaclopride (néonicotinoides), qui influence le comportement de recherche de
nourriture chez les abeilles et la réduction de la capacité d'apprentissage, ce qui a conduit a
la chute des populations d’abeilles de 29 a 36% chaque années depuis 2006 (Isra, 2016).

Les risques des pesticides ne s’arrétent pas a ce niveau mais atteint aussi les oiseaux et
les mammifeéres indirectement par le processus de bioaccumulation citée au-dessus. Alors
parmi les conséquences de ces produits toxiques sur eux on énumere, les troubles de
reproduction qui peut entrainer la ponte d'ceufs a la coquille trés mince (Hayo et Werf, 1997),
changements de comportement chez les oiseaux a cause de I’atteinte de leurs systeéme
nerveux, ou bien causé leurs mort suite a cette accumulation (diminution des populations
d’oiseaux de 20 a 25% depuis 1’époque préagricole), ou le déclin de leur source de nourriture
(vers de terre) par le traitement avec les fongicides (Isra, 2016).

La mort des mammiféres attribuables aux pesticides est couramment la conséquence de
I’ingestion d’une nourriture contaminée (bioamplification) (Imadi, 2016), ou d’autre part des
études ont montrées que 1’exposition péri et néo-natale des mammiféres a ces produits
chimiques comme 1’aldrine, 1’atrazine, le chlordane et la dieldrine pouvait perturber de

diverses facons leurs différenciation sexuelle (Hayo et Werf ,1997).
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Le principal probléme de I’abus d’usage des pesticides est leurs lessivage (transport de
substances phytosanitaires en direction des couches plus profondes de sol « nappes
phréatiques ») dans le sol, ce qui affecte les micro-organismes (tableau 1) qui réside dedans
et qui aident 1’absorption des nutriments par les plantes, dégradation de la matiére organique

et ’augmentation de la fertilité du sol (Isra, 2016).

Tableau 11 : Certains effets des pesticides sur les micro-organismes du sol (Isra, 2016).

Nom chimique  Famille des Dangers sur les micro-organismes de sol

des pesticides pesticides

Chlorothalonil  Fongicides Perturbent le processus de nitrification et

Dinitrophényl dénitrification qui est dépendants des bactéries.

Triclopyr Herbicides Inhibe les bactéries de sol impliquées dans la
transformation de I’ammoniac en nitrite.
Toxique pour certaines espéces de champignons
mycorhiziens.

Glyphosate Herbicides non Réduit la croissance et I’activité des bactéries
sélectif fixant 1’azote dans le sol.
2,4-D Herbicides Inhibe la transformation de 1’ammoniac en
nitrate transportés par les bactéries de sol.
Trifluraline Herbicides Inhiber la croissance des symbiotiques
. champignons mycorhiziens qui contribuent a
Oryzoline I’absorption de nutriments

4. L’impact des pesticides sur la santé humaine :
La dissémination et I’utilisation élargie des pesticides depuis plus d’un demi-siecle et
leur persistance dans plusieurs organismes notamment chez les populations humaines, a
provoquées des effets graves sur la santé, principalement pour les personnes fragiles tels
que les nourrissons et les enfants (Kaur, 2019 ; Isra, 2016). Cependant la quantification
avec exactitude de toutes les nuisances des composés phytosanitaires sur la santé est
difficile, mais beaucoup de ces dommages sont déja connus (Houyvet, 2019).

4.1. Conséquences de la toxicité aigué :

Les effets immédiats de 1’exposition aux pesticides parviennent généralement suite a une
exposition cutanée et/ou pulmonaire et rarement par ingestion de ces substances (lIsra, 2016),
le délai d’apparition de ces impacts dépend aussi de la fonction de la toxicité intrinseque, le
produit utilisé et la susceptibilité de I’individu. Ce qui déclenche des symptomes ou des

singes chez les personnes atteintes (Leonard, 2018).
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Parmi ceux qui sont plus souvent diagnostiqués on site (Figure 23) :

v Irritation oculaire ou cutanée (réponses allergiques quelquefois).
v' Maux de téte (céphalées).

v' Troubles gastriques (nausées, vomissements).

v' Etourdissement.

v’ Fatigue.

v" Perte d’appétit (Leonard, 2018 ; Villard, 2017 ; Charrette, 2018).

\
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Figure 23 : Proportions des intoxications aigues chez les populations humaines provoquées
par les pesticides (Cherin et al., 2012).

Les principales connaissances sur les effets aigues des pesticides chez I’homme sont issues
d’observations rapportées en milieu professionnel, les produits les plus souvent incriminés sont
par ordre décroissant : les insecticides, les fongicides puis les herbicides (Pflieger, 2009).
Certains pesticides appartenant a ces classes et leurs effets respectives sont cités au sein de

tableau ci-dessous (tableau I11) :
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Tableau 111 : Intoxications aigues provoquées par les pesticides sur les humains (Leonard,

2018 ; Favaro et al., 2019 ; Bernardes et al., 2015 ; Dufaune, 2012).

Pesticides Famille de Exposition Les intoxication provoqué
pesticide
(cibles)
Organochlorés Insecticides = Peau, poumons | Toxicité cardiaque sévere
et et tractus gastro-

fongicides | intestinale
Organophosphorés | Insecticides = Peau, poumons
conjonctive,
tractus gastro-
intestinale

. Inhibition de ’action de
I’acétylcholinestérase dans les
cellules nerveuses

. Toxicité cérébrale avec
manifestations cholinergiques
(responsable de vomissement,
bronchospasme, fasciculation,
détresse respiratoire)

. Troubles de conduction
pancréatique (complications rares)

Pyréthrinoides Insecticides = Peau, poumons, . Troubles digestifs (nausées,
gastro- vomissements, gastralgies)

intestinaux . o
. Conjonctivité, érytheme de
contact, géne respiratoire et toux

. Bronchospasme (sujets
sensibles)

4.2. Conséquences de la génotoxiciteé :

La génotoxicité ou les actions chroniques des pesticides sont souvent mortelles et leur délai
d’apparition est tres long (dizaine d’années). En effet c’est difficile de faire le lien entre une
exposition a ces produits toxiques et les symptdmes observés, ainsi la mise en évidence des
pathologies résultantes de 1’'usage de ces substances ne peut se faire qu’a posteriori, par le

biais d’¢études épidémiologiques (Imadi, 2016 ; Batsh, 2011).
Les principales pathologies suspectées d’étre dues a 1’utilisation des pesticides sont :

» Lescancers:

Les cancers associés a I’emploi des pesticides constituent le risque sanitaire le plus
emblématique et médiatiseé, parce que des études expérimentales ou épidémiologiques
ont montrées la présence des résidus de pesticides dans la circulation sanguine des
patients cancéreux par rapport aux individus normaux (tableau 1V) (Imadi, 2016). On

estime que la proportion de la mortalité par le cancer attribué a des expositions

@
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professionnelles aux pesticides représente 2 & 8% de la mortalité totale par le cancer
(Batsh, 2011).

Tableau IV : exemples des cancers diagnostiqués en association avec [ 'usage des pesticides
(Batsh, 2011 ; Bouziani, 2007).

Cancers observees Organes ou cellules Pesticides responsables
ciblées

Hémopathie Lymphomes Cellules Herbicides  Phénoxy
malignes malins non lymphocytes B ou 2,4-D
hodgkiniens rarement T Mécoprop
(LMNH) Dicamba
Insecticides Carbamates
Organophosphorés
DDT ; Aldrin
Lindane

Tetrachlorine
Fongicides Fongicides amines

Composés soufrés
Captan
Maladie Prolifération de Chlorophénoxy ; phénoxy
hodgkin celles atypiques 2,4-D ; 2,4,5-T ; dioxines
(MH) (celles de Sternberg)  Chlorophénols
Leucémies Cellules de lamoelle  Organophosphorés
osseuse Crotoxyphos ; dichlorvos

Famphur ; pyrethrines
Methoxychlor

Myélomes Prolifération maligne DDT
multiples de plasmocytes
(Maladie de
Kahler)
Cancer de la peau La peau Arséniate de plomb
Arséniate de sodium
Cancer d’estomac Estomac et colon Les fumigants
Atrazine
Cancer de prostate Prostate Composés chlorés
Methylbromide
Cancer de cerveau (gliome) Cerveau Organochlorés
Cancer de sein Les seins DDT et ces Métabolites
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Chapitre 2 : Elimination des pesticides

. Introduction :

Le marché du vente et du consommation mondiale des pesticides ne cesse d’augmenter
(Drogui et Lafrance, 2012). En 2011, le marché mondial des importations des pesticides
représentait 300 milliards $ US et celui des exportations 280 milliards $ US (FAO, 2014).

L’utilisation abusive des pesticides peut étre a 1’origine du développement de formes de
résistance chez les adventices (Délye et al., 2013 ; Devine, 1997 ; Powles et Matthews, 1992)
et chez les insectes (Harris et al., 2010 ; Tirello et al., 2012). A la suite de cette utilisation
abusive, le lessivage des terres agricoles entraine les résidus des pesticides et leurs sous-produits
de dégradation dans diverses matrices environnementales comme les eaux de surface
(Ensminger et al., 2013), les eaux souterraines (Lamers et al., 2011) et les sédiments de rivieres
(Kuranchie et al., 2012).

Au regard des conséquences environnementales et sanitaires liées a 1’utilisation des
pesticides, la mise en ceuvre de techniques efficaces de dépollution pour le traitement des eaux

et autres matrices environnementales contaminées par les pesticides s’aveére nécessaire.
Il. Méthodes de traitement de pesticides :

1. Traitement physico-chimique (dégradation abiotique) :

La dégradation abiotique des pesticides est un phénomeéne bien connu. Elle est souvent liee
a l'action de la lumiere notamment les rayons ultra-violet (U.V) du soleil, a la température, au
pH, & I'humidité du sol et de I'air, a la volatilité du pesticide, a certains ions et la structure du
sol (Coulibaly et Smith, 1990).

1.1.La photo-décomposition :

Aussi bien dans I’air, a la surface du sol, dans 1’eau ou sur la plante, les liaisons chimiques
entre les atomes des pesticides peuvent étre détruites par photo-dégradation par les rayons
ultraviolets et les rayons X (Calvet et al., 2005). Les réactions photochimiques englobent
différents types de réactions telles que des oxydations, des hydroxylations, des
polymérisations, déchlorinations, etc. Ces réactions se produisent soit directement par
I’excitation du pesticide, Soit par I’intermédiaire d’un autre composé susceptible lui aussi

d’étre excité facilement (Schiavon et al., 1995).

—
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1.2.La dégradation chimique :

Dégradation chimique ou abiotique se produit par des réactions incluant 1’hydrolyse,
I’oxydoréduction et 1’ionisation (Beltran et al., 2001). Les réactions d'hydrolyse sont
catalysées par la présence d'hydrogéne ou d’ion hydroxyde, d'ou un taux de réaction
fortement dépendant du pH (Gavrilescu, 2005). Il existe plusieurs procédés qui sont
généralement utilisés, par exemple : Procédé Fenton et électro-Fenton, Procédé d’électro-

oxydation, 1’ozonation, etc.

Cependant, ces méthodes physico-chimiques sont colteuses et non respectueuses de
I'environnement en raison de la libération de matieres dangereuses en tant que sous-produits
(Shaouhua, 2015). Récemment, la biodégradation est apparue comme une approche alternative
intéressante pour contrdler les résidus de pesticides en raison de ses propriétés économiques et

respectueuses de l'environnement (Jianuan, 2015).

2. Traitement biologique (dégradation biotique) :

La dégradation biotique des pesticides dans le sol et dans les eaux, est réalisée par la
microflore présente dans ces milieux et consistes-en des transformations chimiques dues a leurs
systéemes enzymatiques. Les réactions de dégradation des pesticides peuvent se dérouler a

I'intérieur et/ou a I'extérieur des microorganismes (Calvet et al., 2005).

I11. Les critéres de la biodégradation :
Pour une biodégradation réussie du pesticide dans le sol, les aspects suivants doivent étre

pris en considération (Guézennec, 2017).

e Les organismes doivent avoir l'activité catabolique nécessaire a la dégradation
rapide du contaminant afin de réduire sa concentration.

e Le contaminant cible doit étre bio disponible.

e Les conditions du sol doivent étre co-géniques pour la croissance microbienne /
vegétale et l'activité enzymatique.

e Le colt de la biodégradation doit étre inférieur a celui des autres technologies
d'élimination des contaminants.

V. Méthodes de traitement biologique des pesticides :

Pour une dégradation réussie d'un contaminent, les stratégies suivantes sont nécessaires :

e Bioremédiation passive : c'est la bioremédiation naturelle d'un contaminant par des

microorganismes indigénes et la vitesse de dégradation est tres lente.

@
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e La bio-stimulation : Pratique de l'ajout d'azote et de phosphore pour stimuler les
microorganismes indigénes du sol.

e Le bioventing : Processus de biostimulation par lequel des gaz stimulants comme
I'oxygeéne et le méthane sont ajoutés ou forcés dans le sol pour stimuler l'activité
microbienne.

e La Bio-augmentation : C'est I'inoculation / introduction de microorganismes dans le
sol contaminé pour faciliter la biodégradation.

e La minéralisation : Conversion compléte d'un contaminant organique en ses
constituants inorganiques par une espéce ou un groupe de microorganismes (Peréz et

al., 2013).

V. Exemples de biodégradation de pesticides :
1. Lacyperméthrine :

1.1. Généralités :

La cyperméthrine est une substance de synthése employée comme produit insecticide : cette
substance appartient a la famille des pyréthrinoides. De formule C22H19CI2NOs3 (figure 24), cet
insecticide se présente sous la forme d’un liquide visqueux jaune-brun faiblement soluble dans
I’eau : 0,009 mg.L-1 a 20°C et soluble dans la plupart des solvants organiques (Chen et al.,
2011).
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Figure 24 : structure chimique de la cyperméthrine.
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1.2.Utilisations

La Cyperméthrine est utilisée pour de nombreuses applications biocides, aussi bien sur
insectes volants que sur insectes rampants, tant en aérosol qu’en solution a pulvériser. Agissant
par contact et par ingestion, elle est efficace contre une grande variété d’insectes (mouches et
autres dipteres, moustiques, guépes, frelons, blattes, poux, puces, perce-oreilles, fourmis,

coléoptéres, larves de lépidopteres, aphides, insectes xylophages etc.).

Selon I’index phytosanitaire ACTA 2019, I'utilisation de la cyperméthrine comme insecticide

est destinée a une grande variété de cultures comprenant :

- Les grandes cultures : blé, seigle, triticale, céréales a paille, cruciferes oléagineuses, épeautre,

féveroles, mais, pois ;

- Les cultures légumiéres : ail, échalote, oignon, bette, betterave potagere, choux, haricots,

lentilles, mais doux, navet, rutabaga, pois de conserve, pomme de terre, radis, tomate ;
- Les cultures fruitiéres : cognassier, nashi, poirier, néflier, pommette, pommier ;

- Les cultures ornementales : arbres et arbustes d’ornement, cultures florales, rosiers ;
- La viticulture

1.3. Elimination de la cyperméthrine
Ces dernieres années, l'utilisation de la cyperméthrine a fortement augmentée dans le domaine

agricole pour la protection des cultures (Negi et al., 2014 ).

En examinant les faits de toxicité et de persistance de ce pesticide, il est urgent de développer
des stratégies pour éliminer la cyperméthrine et ses métabolites de I'environnement. La diversité
microbienne est le principal facteur déterminant le devenir de nombreux composés
xenobiotiques / recalcitrants dans un environnement contaminé. Le processus de
biodégradation implique l'utilisation de micro-organismes vivants pour détoxifier ou dégrader
les polluants en formes moins toxiques. Jusqu'a ce jour, plusieurs especes bactériennes telles
que Pseudomonas  aeruginosa (Zhang et  al., 2011), Streptomyces  sp. (Lin et
al., 2011 ), Stenotrophomonas sp. (Chen et al.,2011) et Serratia marcescens (Cycon et

al., 2014) ont été signalés comme capables de dégrader les pesticides pyréthrinoides.

—
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1.3.1. Exemple 1 : Biodégradation par la souche Bacillus subtilis (SG2) :

Dans I’étude rapportée par Pankaj en 2016, la souche Bacillus subtilis (SG2) capable de
dégrader la cyperméthrine a été isolée a partir d’un sol contaminé par des pesticides dans
I'Uttarakhand (Inde). Les produits de biodégradation de la cyperméthrine ont été analysés et la
voie de biodégradation possible de la cyperméthrine par Bacillus subtilis (SG2) est proposée

si-dessous (figure 25) :

Cypermethrin

H o Cl
(o)
Cl
o
OH
3-(2,2-Dichloroethenyl)-2,2-dimethyl cyclopropanecarboxylate

2- Hydroxy-3- phenoxy- benzene acetonitrile

l o

o o

o OH
©/ H
3-Phenoxybenzoic acid

l

3-Phenoxybenzaldehyde

o OH
OH COOH o
@ )@V R 7
f———
Benzoix acid 2,5 Dimethyl Phthalic acid

J The benzene ringe cleavage

Oleic acid, 2-Pentadecanone, Hexadecanoic acid methyl ester
Figure 25 : Voie de biodégradation de la cyperméthrine (Pankaj, 2016).
Les résultats ont révelé que la cyperméthrine était initialement dégradée en deux métabolites :
e 3-(2,2-dichloroéthényl) -2,2-diméthylcyclopropanecarboxylate

e 2-hydroxy-2 (3-phénoxyphényl) acétonitrile.

Le 2-hydroxy-2 (3-phénoxyphényl) acétonitrile a ensuite été converti en 3-
phénoxybenzaldéhyde, qui est considéré comme un marqueur intermédiaire métabolique de la
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cyperméthrine et de la dégradation des pyréthrinoides. Des études antérieures ont rapportées

que cette étape est catalysée par I'oxynitrilase.

Le composé intermédiaire 3-PBAId peut étre converti en acide 3-phénoxybenzoique en utilisant
I'enzyme aldéhyde déshydrogénase. L'acide 3-phénoxybenzoique peut étre transforme en
acide phtalique, qui peut en outre étre converti en acide benzoique 2,5-diméthyle en utilisant
I'enzyme de la famille des transférases. Cet acide benzoique 2,5-diméthyle est ensuite converti
en acide oléique.

1.3.2. Exemple 2 : Biodégradation par la souche Serratia marcescens 1D :

Dans une autre étude menée par Saurabh (2018), des échantillons de sol contaminé par des
pesticides ont été collectés dans les champs agricoles d'Udham Singh Nagar, New Delhi, (Inde).
La souche Serratia marcescens 1D isolée dans cette étude a presque complétement métabolisé

la cyperméthrine en 15 jours dans des conditions de laboratoire.

Sur la base des produits intermédiaires rapportés aprés 15 jours d'incubation de la souche
bactérienne avec la cyperméthrine, une nouvelle voie a été proposée pour la biodégradation de

la cyperméthrine (figuabusivep

O/C’\O)\DJKYZZL,

CH=CCl,
Cypermethrin
NH, (of I cl o
HaC' CHs 3_(2 2.dichloroethenyl 2,2-
Cyclododecylamine . dimethyl cyclopropane
OH carboxylate

O
S NN

Chloroacetic acid
Phenol

Cyclopentane
)o.l\

HSC OH Acetic acid

Figure 26 : Voie de dégradation de la cyperméthrine utilisée par la souche Serratia
mercescens 1D (Saurabh, 2018).
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L'hydrolyse de la liaison ester de la cyperméthrine a donné du :

o 3-(2, 2-dichloroéthényl) -2,2-diméthyl-cyclopropanecarboxylate

e Lacyclododécylamine.
La cyclododécylamine instable dans I'environnement est oxydée pour former du phénol.

D’autre part, I'hydrolyse du 3-(2,2-dichloroéthényl) -2,2-diméthyl-cyclopropanecarboxylate a

former l'acide chloroacétique.

Par la suite, le phénol réagit avec l'eau et forme le cyclopentane qui est un composé instable et

se transforme en composés aliphatiques comme l'acide acétique et l'acide décanoique.
1.3.3. Exemple 3 : Biodégradation par la souche Micrococcus sp. CPN1 :

Une bactérie capable d'utiliser la cyperméthrine, comme seule source de carbone (substrat de
croissance), a été isolée a partir d’un sol contaminé en Karnataka, Dharwad (Inde) est identifiée
comme Micrococcus sp souche CPN1. Cette étude est rapportée par Harichandra,

2008. L'organisme a dégradé la cyperméthrine par hydrolyse de la liaison ester pour donner du :

e 3-phénoxybenzoate, conduisant a la perte de son activité insecticide.

e Le 3-phénoxybenzoate a ensuite été métabolisé par clivage par le diphényléther pour
produire du protocatéchuate et du phénol.

1.3.4. Exemple 4 : Biodégradation par Rhodobacter sphaeroides S 10-1 :

La recherche suivante est proposée par LB Yin (2013), son but était d'identifier une
souche microbienne potentielle capable d'utiliser la cyperméthrine provenant d'un sol
contamineé. Dans cette étude, un échantillon de boues activées a été collecté dans la piscine
de traitement des eaux usées d'une usine de pesticides située a Changsha (Hunan, Chine),

qui produisait de la cyperméthrine depuis 5 ans.

La cyperméthrine était dégradée par la souche Rhodobacter sphaeroides S 10-1 dans des
températures d'incubation allant de 10 °Ca 40 °C. Ces résidus ont été détectés apres 7 jours

de traitement.

Les métabolites de cette dégradation par la souche Rhodobacter sphaeroides S 10-1 sont 4 :

e Le Cyclopropanéméthanol
e L’acide 5-méthoxy-2-nitrobenzoique

e Le 3,5-diméthoxybenzamide
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e [L’acide 5-aminoisophtalique

1.3.5. Exemple 5 : biodégradation par la souche Eurotium cristatum ET1 :

Les microbes jouent un réle important dans la dégradation des contaminants
xénobiotiques (produits phytosanitaires) (Cao et al.,2009). Cependant, les
champignons offrent une application potentielle bien meilleure en biorestauration en

raison de leurs systéemes oxydases.

La dégradation du cyperméthrine et du 3-PBA par les mycetes des fleurs n’a pas
encore été signalée, et la plupart de ces souches signalées ont été isolées dans des sols

contaminés par des pesticides ou des eaux usées.

Dans la présente étude rapportée par Kaidi Hu (2018), Plusieurs échantillons de
champignons de fleurs dorées ont été isolés du thé fu brick collectés dans différentes
usines de thé situées dans la province du Hunan, en Chine, par lequel la biodégradation
de la cyperméthrine et du 3-PBA a été évaluée, ce qui s'est avérée que la

souche Eurotium cristatum ET1 avait la plus grande capacité.

L’hydrolyse de la cyperméthrine a donner de lI'alcool a-cyano-3-phénoxybenzylique, qui
était tres instable et se réarrangeait spontanément en 3-phénoxybenzaldéhyde suivi d'une

déshydrogénation en 3-PBA.

e Le 3-PBA est directement dégrade en acide protocatéchuique et phénol en raison
de I'action de la dioxygénase.

e Le composé parent est hydroxylé pour produire de I'acide 3-hydroxy-5-phénoxy
benzoique suivi d'un métabolisme supplémentaire par clivage diphényléther pour

donner de l'acide gallique et du phénol.

2. Lalambda-cyhalothrine :
2.1. Généralités :

La lambda-cyhalothrine est une substance active insecticide de la famille des pyréthrinoides.

C'est un deérive fluoré de la pyréthrine . Sa formule chimique est : C23sH19CIF3NOs (figure 27).

C’est un solide incolore a beige, il est peu soluble dans 1’eau et soluble dans la majorité des
solvants organiques comme : I’acétone, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle, le toluene et le

méthanol. Il a une certaine action répulsive sur les insectes (Ghumro et al., 2017).
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Figure 27 : structure chimique de Lambda-Cyhalothrine.
2.2. Utilisation :

L’utilisation de la lambda-cyhalothrine en agriculture est largement abondante (Bouchard,
2015). Il s’agit d’une molécule a large spectre contre les insectes ravageurs des cultures (Fetoui,
2009). Citons par exemples : Les pucerons, la cécidomyie des fleurs, les altises, le doryphore,
le charancon de la tige, la phaléne, les noctuelles, le bruche, la tordeuse, la chenille bourrue, la
petite mineuse, le lyda, la drosophile, le balanin, les noctuelles désolatrice, etc.

Selon I’index phytosanitaire ACTA 2019, I'utilisation de la lambda-cyhalothrine comme

insecticide est destinée a une grande variété de cultures, Voici quelques exemples :

e Grandes cultures : betteraves, céréales, cruciferes oléagineuses, mais, luzerne, pomme

de terre, sorgho, vigne, etc.

e Arbres fruitiers : abricotier, agrumes, amandiers, figuier, cerisier, cassissier, noyer,

olivier, pommier, etc.

e Cultures légumieres : ail, asperge, aubergine, carotte, choux, courge, épinard, fenouil,

radis, poivron, etc.
2.3. Traitement de la lambda-cyhalothrine :
2.3.1. Exemple 1 : Biodégradation par la souche Bacillus thuringiensis ZS-19 :

La cyhalothrine est un polluant environnemental courant qui présente des risques accrus pour

les organismes non cibles, y compris les étres humains. Une souche bactérienne hautement
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efficace dégradant la cyhalothrine, appelée ZS-19, a été isolée a partir d'un échantillon de boue
activée prélevé dans une zone contaminée aux pyréthrinoides (Grande plaine du Nord de la
Chine) en utilisant une technique de culture d'enrichissement (Shaohua Chen, 2015). La bactérie
a transformé la cyhalothrine par clivage a la fois de la liaison ester et de la liaison diaryle pour
donner six produits intermediaires. De plus, une nouvelle voie de dégradation de la cyhalothrine
dans la souche ZS-19 a été proposée sur la base des métabolites identifiées (figure 28). En plus
de la dégradation de la cyhalothrine, cette souche s'est avérée capable de dégrader l'acide 3-

pheénoxybenzoique, un meétabolite commun des pyréthrinoides.

hydrolyiic site

5 K40, 050 0,0 . gty

3 -phenoxybenzylalcohol (3-PBAIc) ~ Cyhalothric BCId
lambda-cyhalothrm

CYP450 Alcohol dehydrogenase

CYP450s
OHC\/@ @ " 100C

Aldehyde dehydrogenase

Figure 28 : Voie de la biodégradation de Lambda-Cyhalothrine (Shachua, 2015).

Il convient de mentionner que la souche ZS-19 a utilisé la cyhalothrine comme source de
carbone et d'azote et a completement dégradé le pesticide en 72 h. Une autre caractéristique
importante de cette bactérie particuliére est qu'elle dégrade rapidement la cyhalothrine jusqu'a

une concentration de 800 ug - ml * sans phase de latence.

La cyhalothrine était initialement dégradée par hydrolyse, entrainant le clivage de la liaison
ester et forment 1’acide cyhalothrique et le 3-phenoxybenzyl alcool (3-PBAIc). Ensuite, le (3-
PBAIc) a subi une transformation par clivage de la liaison diaryle en 3-phénoxybenzaldéhyde
(3-PBAId) grace a I’enzyme Alcool déshydrogénase, suivie de la dégradation de se composé
par I’enzyme Aldéhyde déshydrogénase en 3-phénoxybenzoic acide (3-PBA). Finalement, le
(3-PBA) est transformé en 3-phénoxybenzoate et phénol.
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2.3.2. Exemple 2 : Biodégradation par le champignon Aspergillus sp. CBMAI 1829 :
Plusieurs études sur la biodégradation des pyréthrinoides par des bactéries ont éte décrites dans
la littérature (Wang et al., 2011, Chen et al., 2012, Birolli et al., 2016, Meira et al., 2016 ),
alors que d’autres ont été réalisées avec des champignons, comme Trichoderma viride (Saikia
et Gopal, 2004 ). Dans une étude rapportée par Alvarenga (2017), on S’est intéressé a la
biodégradation du pesticide lambda-cyhalothrine par des champignons d'origine marine qui
ont été collectés a partir d'éponges. Une voie de biodégradation a été proposée pour le pesticide
étudié par la souche Aspergillus sp. CBMAI 1829 (figure 29) :

Do X en
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Figure 29 : Voie de biodégradation du lambda-cyhalothrine par Aspergillus sp. CBMAI 1829
(Alvarenga, 2017).

La lambda-cyhalothrine a probablement été hydrolysé par une carboxylestérase produisant

du:

e 2-hydroxy-2- (3-phénoxyphenyl) acétonitrile et du CPC Acid.

Le 2-hydroxy-2- (3-phénoxyphényl) acétonitrile peut ensuite étre converti en PBAId par une

oxinitrilase, enzyme qui transforme les cyanohydrines en aldéhydes (Birolli et al., 2016). Le

métabolite PBAId est oxydé par une aldéhyde-déshydrogénase produisant une PBAc. Ce
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dernier est bio-transformé en hydroxy-PBAc, probablement par une mono-oxygénase (Wang

etal., 2011 ). Le métabolite hydroxy-PBAc est finalement transformé en benzoate du benzyle.

2.3.3. Exemple 3 : Dégradation par la souche Raoultella ornithinolytica-ZK4 :

La lambda-cyhalothrine qui a une forte activité insecticide et une large gamme d'applications,
a soulevé des préoccupations concernant la toxicité et I'accumulation.

Cependant, selon une étude faite par Zhang et al., (2019), la dépollution microbienne de la
lambda-cyhalothrine peut étre assurée par une souche bactérienne appelé Raoultela
ornithinolytica ZK4 qui est isolée des sédiments du sol dans un canal de décharge d'une usine
de pesticides abandonnée dans la ville de Kaifeng, Henan Province.

La souche ZK4 utilise la lambda-cyhalothrine comme source de carbone en produisant une
enzyme intracytosolique, cette derniére fonctionne dans un pH optimal de 6,5 et une
température de 37 c°, le taux de dégradation qu’elle atteint dans ces conditions est 55% au sein

de trois jours d’incubation.

2.3.4. Exemple 4 : Dégradation par la souche Pseudomonas fluorescens GMMC1 :

Dans I’étude rapportée par Manigandan et al., (2019), le but est d’évalué la capacité des
bactéries a dégrader la lambda-cyhalothrine d'une riziére (sol de la culture de riz). Donc, la
tolérance des isolats bactériens a été testée a différentes concentrations.

La souche Pseudomonas fluorescens GMMCL s'est avérée étre la bactérie dominante qui
tolere les pesticides jusqu’a une concentration de 500 ppm. La dégradation de ce pesticide est
réalisée dans des conditions aérobies pendant 72h en milieu salin minérale. Les résultats averent
que cette souche utilise ce polluant comme seul source de carbone, Le taux de croissance est
plus rapide sur un milieu minimal avec Lambda-cyhalothrine, car la DO maximale de 1,72 a

été enregistrée avec GMMCL.

2.3.5. Exemple 5 : Dégradation biotique par Bartonella elizabethae S2B :

La recherche rapportée par Ghumro et al., (2017), a mis en évidence une autre souche
bactérienne capable de dégradée la lambda-cyhalothrine appelé Bartonella elizabethae S2B,
qu’elle est isolée d™un sol pollué des champs de culture de coton du district Khairpur. La souche
en question est incubée pendant 20 jours a 30 ° C avec agitation 200 rpm dans des conditions

de laboratoire expérimentales.

—
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Les résultats de croissance et biodégradation indiquent que la souche S2B utilise ce pesticide
pyréthrinoide comme source de carbone et d’énergie. Par ailleurs, la DO de croissance de S2B
a démontré une croissance rapide avec une DO de 0,93 + 0,03 au sein de quatrieme jour
d’incubation qui ne cesse d'augmenter et atteigne une croissance maximale avec une DO de
1,13 + 0,09 pendant 16 jours d'incubation.

Ainsi, le taux de dégradation de la lambda-cyhalothrine par Bartonella elizabethae S2B est de
30,78% au cours du 4éme jour d'incubation, ce qui a révélé une meilleure croissance et
biodégradation de lambda-cyhalothrine avec une réduction de concentration qui atteint 40%

apres 20 jours incubation.
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Conclusion
—

Les pesticides sont des composés phytosanitaires et phytopharmaceutiques qui existent sous
plusieurs formes (organochlorés, organophosphorés, carbamates, pyréthrinoides, etc.) et
agissent sur différent ravageurs (insectes, mauvaises herbes, moisissures, etc.) en inhibant leurs

fonctions vitales.

Avec la demande nutritionnelle qui augmente de jour en jour, ’agriculture a largement
évoluée, ceci a engendré une surutilisation des produits phytosanitaires afin d’assurer les

disponibilités quantitatives des récoltes (arbres fruitiéres, cultures maraichéres etc.).

Du fait de leur composition chimique diversifiée et leur large spectre d’action, les pesticides
représentent des dangers aussi bien que pour ’homme (la surexposition aux pesticides peut
engendrer certains troubles neuropsychiatriques et méme des cancers), ainsi que les

compartiments environnementaux et les organismes qui y vivent.

La pollution des sols par les résidus des pesticides est la cause initiale de la mise en ceuvre
des techniques de lutte contre ces contaminants, qui peuvent étre physico-chimiques
(abiotiques) et biologiques (biotiques). Dans notre étude on s’est intéressé aux méthodes de
traitement biologiques par 1’utilisation des microorganismes indigeéne de sol car les techniques
physico-chimiques sont délicates a manipuler, couteuses et les composes finaux apres la
dégradation ne sont souvent pas assimilés par le sol, tandis que la dégradation biotique génére
des métabolites finaux simples le plus souvent de toxicité nulle. On s’est ainsi focalisé sur la
biodégradation de deux pesticides de la famille des pyréthrinoides de synthese (cyperméthrine
et lambda cyhalothrine). Le choix de ces deux derniers est motivé en raison de leur utilisation

intensive dans les milieux agricoles algériens.
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Annexe 1 :
Pesticides
A 4
A 4 A 4
Inorganique Organiques
A 4 l l \4
Organophosphoreés Organochlorées Carbamates Pyréthrinoides
Le malathion KDDT \ Le carbofuran, /La cyperméthrine
Acétamipride b
Le chlorpyriphos L’aldicarbe, Lambda-
Le chlordane cyhalothrine
L hi
e parathion L heptachlore Le carbosulfan \_
kL’endosulfan /

Figure 30 : Schéma récapitulatif de la classification des pesticides et certains exemples de
chaque classe chimique.
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Annexe 2 :

LES PAYS GROS CONSOMMATION DES PESTICIDES
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Figure 31 : Les pays les plus utilisateurs des pesticides et leurs consommations respectives en
2016 (Kg/ha) (Garnier, 2019)
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