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Introduction

L'usage des pesticides a constitué une avancée importante dans la maitrise des
ravageurs, des maladies parasitaires et des mauvaises herbes en agriculture. Ces produits ont
largement facilité les conditions de travail et de production des agriculteurs et ont permis une
sécurisation incontestable de la production alimentaire. La France est actuellement le premier
consommateur européen de produits phytosanitaires et le quatrieme a 1’échelle mondiale
(apres les Etats-Unis, le Japon et le Brésil) avec une quantité vendue voisine de 63 000 tonnes
en 2011 (soit 5,1 kg de pesticide a I’hectare), dont prés de 55 % d'herbicides et 35 % de
fongicides [UIPP, 2012]. Cependant l'usage de ces produits est aussi a l'origine de nuisances
induites : pollutions des eaux, induction d'organismes résistants, impact sur la faune et la
flore, appauvrissement des sols ... La contamination des eaux de surface et des eaux
d'alimentation par des micropolluants organiques est un probleme récurrent. A I’heure
actuelle, 91% des eaux de surface (a partir de 2889 stations de surveillance) et 70% des eaux
souterraines (a partir de 2321 stations de surveillance) sont contaminées par au moins un
pesticide [Dubois et Lacouture, 2011]. En absence de méthode de lutte alternative applicable
rapidement a grande échelle, l'usage des pesticides en agriculture devrait perdurer encore
pendant plusieurs décennies. Cependant, la prise de conscience sociétale des dangers des
pesticides a poussé les Autorités a adopter différentes réglementations au niveau européen ou
national: Directive Cadre sur 1’eau qui a pour objectif d’atteindre en 2015 « un bon état
chimique et écologique des eaux » (2006/118/CE ; 2000/60/CE, DCE), Directive « Ecophyto
2018 » visant « a réduire de 50% I’apport de pesticides d’ici 2018 » mise en place suite au
Grenelle de ’Environnement de 2007 .... Cependant on peut constater que les ventes ont
continué de grimper de 2,6 % entre 2008 et 2011, ce qui rend les objectifs fixés de plus en
plus inatteignables... Seules les substances les plus dangereuses ont fortement diminué... parce

que I'Union Européenne (UE) a imposé le retrait du marché de 53 d'entre elles.

Il reste donc beaucoup de travail de terrain pour convaincre les agriculteurs — et aussi

les jardiniers et services municipaux - de moins consommer, mais aussi beaucoup de
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recherche plus fondamentale a effectuer pour comprendre en détail les mécanismes des
différents processus qui régissent leur devenir dans I’environnement en fonction du milieu,
d’identifier les produits de dégradation potentiellement formés et d’étudier la toxicité de
I’ensemble de ces composés dans différentes situations. Si maintenant de nombreuses études
ont été publiées sur le devenir et la toxicité ou €cotoxicité, notamment d’herbicides, tous les
facteurs n’ont pas été pris en compte. En effet, depuis les directives visant a diminuer les
doses de pesticides épandues, plusieurs stratégies se sont développées pour atteindre cet
objectif en augmentant 1’efficacité des matiéres actives par du « design » de formulation ou
par l'utilisation de cocktails de pesticides lors d’un épandage unique ou dans une
programmation séquentielle rapprochée dans le temps. Ainsi les adjuvants et les additifs des
formulations sont prévus par exemple, pour augmenter la solubilité, diminuer la taille des
gouttelettes lors de la pulvérisation et avoir ainsi une meilleure répartition sur la cible ou
éviter la dégradation trop rapide de la matiére active dans les conditions environnementales,
mais 1’impact de tous ces composés présents dans la formulation ne sont que rarement pris en
compte lors des études de devenir. De méme, pour les nouvelles pratiques agricoles visant a
pulvériser des mélanges de pesticides ou a les épandre de maniére séquentielle rapprochée
afin d’augmenter I’efficacité en élargissant la gamme de nuisibles cibles, les effets
synergiques, inhibiteurs ou neutres de ces mélanges de pesticides, épandus en méme temps ou
retrouvés dans les sols et/ou les eaux simultanement du fait de la persistance de certains, ne

sont que tres rarement pris en compte.

Notre travail de these s’est partiellement inscrit dans le cadre d’une action de
recherche du CPER Environnement intitulée « Devenir et impact de produits phytosanitaires
en Limagne ». Cette plaine agricole, proche de Clermont Ferrand, est une terre de cultures
céréalieres (mais et blé) trés fertile avec des rendements comparables a ceux de la Beauce et
de la Brie. Dans le cadre de ce programme de recherche, plusieurs produits phytisanitaires
d’intérét ont été choisis pour leur large utilisation et le peu de données disponibles dans la

littérature.

Notre travail de these s’est donc focalisé sur deux de ces pesticides : la mésotrione
herbicide sélectif du mais, appartenant a la famille des tricétones, commercialisé depuis 2001
en France et le tébuconazole, fongicide du blé, appartenant a la famille des triazoles. Il a eu
pour objectif, apres avoir établi les voies métaboliques de biodégradation de ces deux

pesticides, par des souches isolées dégradantes, d’étudier I'impact des formulations et du
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mélange de ces deux composes, sous forme de matiere active ou de formulations, sur leur
biodégradation et sur la croissance de microorganismes (toxicité). En effet, la biodégradation
est un processus essentiel du devenir de pesticides dans I’environnement, pouvant conduire a
des produits de dégradation (métabolites) ayant des propriétés physico-chimiques et
biologiques (toxicité) complétement différentes de la molécule mere. 1l est donc essentiel de
connaitre les potentiels métabolites toxiques qui pourraient s’accumuler dans le milieu et

impacter les communautés microbiennes.

Au cours de notre travail de thése, nous nous sommes tout d’abord intéressés a la
généralisation du mécanisme de biodégradation de la mésotrione, décrit précédemment dans
le cadre de la thése de S. Durand au sein de notre laboratoire avec la souche Bacillus sp. 3B6,
a plusieurs autres souches de Bacillus mais aussi a des souches Gram négatif. Un schéma
métabolique de biodégradation du tébuconazole par différentes souches bactériennes
dégradantes a également été mis en place. Nous avons voulu, au cours de notre travail de
these, essayer de généraliser le schéma métabolique proposé pour d’autres souches
bactériennes Gram positif et négatif, isolées de sols ou issues d’un criblage de notre
souchotheque. Le tébuconazole, lui, est un des fongicides les plus efficaces pour lutter contre
les fusarioses, maladies courantes du blé, causées par certains champignons décomposeurs
présents dans les sols. Il est également largement utilisé dans le traitement des bois. Ce
fongicide est connu pour sa persistance dans 1’environnement. Peu d’études ont porté sur sa
biodégradation et aucun schéma metabolique de biodégradation par des bactéries n’a été

détaillé jusqu’alors.

Une fois les schémas métaboliques de chaque pesticide caractérisés, nous nous
sommes focalisés sur 1’impact des formulations sur leur biodégradation respective, en termes
de cinétiques et de modulation des voies métaboliques de dégradation, mais aussi sur la
croissance de différents microorganismes dégradant ou non. Nous avons terminé cette étude
en testant les effets du mélange de ces deux pesticides, purs ou formulés, sur leur

biodégradation en utilisant des souches deégradant un seul de ces pesticides ou les deux.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Sol_(p%C3%A9dologie)
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La famille des benzoylcyclohexane-1,3-diones
(tricétones) : cas de la mesotrione

I. Origine de la famille des benzoylcyclohexane-1,3-diones

En 1977, des chercheurs de la firme agro-pharmaceutique Zeneca (Californie) se sont
intéressés a D’activité herbicide naturelle d’une plante ligneuse ornementale d’origine
australienne de la famille des Myrtacées sous laquelle trés peu d’adventices poussaient :
Callistemon citrinus. Aprés analyses du sol et des diverses parties de la plante, ils ont mis en
évidence la présence d’une phytotoxine naturelle dans des exsudats de sol (provenant trés

certainement des racines de la plante): la leptospermone, composé tétracétonique (Figure 1).

0 o) CHj
H3C\ k
HsC— CHa
o~ > o)
HsC \CH3

Figure 1 : Structure de la leptospermone présente dans la plante Callistemon citrinus

Cette molécule, efficace sur de nombreuses especes d’adventices mais pas sur le mais,
ne présentait cependant qu’une activité herbicide modérée (1000 g/ hectare). Elle a été
brevetée en 1980 [Gray et al., 1980]. D’autres tricétones naturelles ont été isolées depuis lors,
toutes synthétisées par des plantes de la famille des Myrtacées : flavesone, isoleptospermone
et grandiflorone (Figure 2). Ces molécules comptent pour une part significative des huiles de
ces plantes. Leur(s) role(s) naturel(s) n’a(ont) pas encore été clairement établi(s) [Owens et
al., 2013] mais ces phytotoxines présentent une grande variété d’activités biologiques, telles
que fongicides, antimicrobiens, insecticides ou anti-mollusques [Christoph et al., 2000 ;
2001 ; Reichling et al., 2005 ; van Klink et al., 2005], qui pourraient protéger la plante les

produisant contre divers stress biotiques.




Etude bibliographique

) ) (0] O
— \
@) ) (6] @] 7

Flavesone Isoleptospermone Grandiflorone

Figure 2 : Structures de tricétones naturelles

De maniére concomitante a la découverte de ces phytotoxines naturelles, des études
menées chez Zeneca sur la synthése d’inhibiteurs de la carboxylase acétyl-CoA, dérivés du
séthoxydime, ont conduit de maniere inattendue a un dérivé tricétonique ayant une activité

biologique (Figure 3) [Lee et al., 1998].
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7 0 NS

HsC

Figure 3 : Structures du séthoxydime attendu et du composé tricétonique obtenu

De nombreux analogues, dérivés de cette structure tricétonique, ont été synthétisés et
des études structure-activité, afin d’optimiser I’efficacité des propriétés herbicides, ont mis en
évidence [Lee et al., 1998 ; Beaudegnies et al., 2009] :

e T’obligation d’avoir un substituant en position 2 (X) sur la partie benzoyle mais aussi
un en position 4 (Y), ces deux groupements devant avoir un fort caractére inductif électro-
attracteur (Figure 4) ;

e une corrélation positive entre la constante d’acidité (pKa) et ’activité herbicide ;

e une préférence pour I’absence de substituant sur la partie cyclohexanedione. Il s’agit 1a
d’un compromis, la présence de substituants, en particulier méthyle, améliorant I’activité
herbicide mais entrainant une perte de sélectivité vis-a-vis du mais et/ou une persistance

excessive dans les sols [Mitchell et al., 2001].
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Figure 4 : Structures des composés de la famille des benzoylcyclohexadiones [Mitchell et al., 2001]

Ces travaux de recherche ont conduit a la naissance de la famille des herbicides

tricétoniques parmi laquelle quatre molécules actives ont été commercialisées.

La premiére était la nitisinone [2-(2-nitro-4-trifluorométhylbenzoyl)cyclohexane-1-3-
dione] [Michaely et Kraatz, 1988] (Figure 5). La surprise est venue du fait que cette molécule
s’est révélée étre un excellent agent thérapeutique [Lindstedt et al., 1992] pour lutter contre la
tyrosinemie |, maladie génétique qui peut conduire a la mort suite a une insuffisance
hépatique. Tres efficace, le traitement a base de nitisone (Orfadin®) permet depuis 1992 aux
patients de vivre normalement en évitant une transplantation du foie indispensable auparavant
[Santra et Baumann, 2008 ; Larochelle et al., 2012].

@) @) NO, o O Cl
® [
(0] 7 CF; ¢} = SO,CHg
Nitisone (1988) Sulcotrione (1993)
O O NO, o o
o Z SO,CH, ¢} SO,CHg
Mésotrione (2003) Tembotrione (2007)

Figure 5 : Structures des herbicides de la famille des tricétones commercialisées

La sulcotrione [2-(2-chloro-4-méthylsulfonylbenzoyl)cyclohexane-1,3-dione] est le
premier herbicide commercialisé de la famille des tricétones en 1993 par la société Bayer
CropScience (Figure 5). Il s’agit d’un herbicide sélectif du mais pour contrdler notamment les

dicotylédones, commercialisé sous les noms de Mikado® et Sulko*® [Wilson et Foy,
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1990]. Ces suspensions concentrées contenant 300 g/L de sulcotrione, sont
généralement utilisées en post-levée des adventices au stade 5-6 feuilles du mais, mais
peuvent étre utilisées en pré-émergence ou méme en pré-semis. Les doses appliquées
varient entre 300 et 450 g /ha. La sulcotrione agit principalement par voie foliaire mais peut
également agir par voie racinaire.

En 2003, la mésotrione (Figure 5) est mise sur le marché par la firme Zeneca
(devenue Syngenta Crop Protection) comme nouvel herbicide pré-et post-émergence pour le
controle d'un éventail beaucoup plus large d’adventices que la sulcotrione (herbes a feuilles
larges et graminées) du mais avec un taux d’application de 100 a 225 g/ha et de 70 a 150 g/ha,
respectivement. Sa triple action racinaire, anti-germinative et surtout foliaire, en fait un
herbicide en progression en termes d’utilisation. Rapidement absorbée par les mauvaises
herbes aprés application, cette molécule active est immédiatement métabolisée par le mais, la
rendant inoffensive. Le Callisto® produit formulé commercial, contient 100 g/L de
mésotrione [Béraud et al., 2001].

En 2007, la tembotrione (Figure 5) prend sa place comme molécule de la famille des
tricétones la plus réecemment enregistrée et mise sur le marché dans plusieurs pays dont la
France. L'introduction d’un substituant -O-CH,-CF3 en position 3 de la partie benzoyle de la
sulcotrione offre de nouvelles propriétés de solubilité permettant a la fois le passage facile des
barriéres hydrophiles et lipophiles depuis son dépét a la surface des feuilles jusqu’aux sites
d'action a l'intérieur des cellules végétales (Santel, 2009). Herbicide de post-levee utilisable
sur toutes les variétés de mais, ayant un spectre d’action toujours plus large (van Almsick et
al., 2009), elle est commercialisée sous le nom de Laudis® OD par la société Bayer
CropScience (44 g/L). La formulation se présente sous forme d’une dispersion d’huile
(oil dispersion — OD) dans laquelle elle est associée a un phytoprotecteur,

I’éthylisoxadiféne (22 g/L), pour garantir une compléte innocuité vis-a-vis du mais.

Toutes ces molécules présentent un caractére d’acide faible (pKa ~ 3) et sont
susceptibles d’étre trouvées sous différentes formes céto-enoliques suivant les conditions
du milieu. Deux conformations sont généralement considérées comme dominantes en
solution aqueuse : il s’agit de la forme exocyclique et de la forme endocyclique, cette
derniere apparaissant comme la plus stable [Huang et al., 2002 ; Owens et al., 2013]

(Figure 6).
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Figure 6 : Formes tautoméres dominantes des benzoylcyclohexanediones en solution aqueuse

Il. Mode d’action des composés de la famille des

cyclohexanediones

L’originalité des composés de la famille des benzoylcyclohexanediones est la cible
visée et le mode d’action. Ces composés inhibent de maniére compétitive une enzyme, la 4-
hydroxyphénylpyruvate dioxygénase ou 4-HPPD, intervenant lors de la seconde étape du
catabolisme de la tyrosine. Cette enzyme est commune a la quasi-totalité des organismes
aérobies mais elle est également spécifiquement requise pour la biosynthése des caroténoides.
La diminution de la concentration en caroténoides dans la plante entraine une destruction
rapide de la chlorophylle et un blanchiment visible des végétaux, dus a I’altération de la
structure cellulaire par production non contrélée de radicaux libres, qui précéde une nécrose et

la mort des plantes sensibles en quelques jours (Figure 7).
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Figure 7 : Développement des symptémes de blanchiment chez Chenopodium album (haut) et Echinochloa
crus-galli (bas) aprés application de Laudis OD®. A: apreés pulvérisation ; B: blanchiment des tissus les
plus jeunes ; C : Mort de la plante (d’aprés Santel, 2009)
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La 4-HPPD, oxygénase non hémique, fer 1l dépendante, catalyse la transformation du
4-hydroxyphénylpyruvate en homogentisate (Figure 8). Cette conversion comprend une
décarboxylation de la chaine latérale 2-oxoacide, I’hydroxylation du cycle aromatique et le
réarrangement 1,2 du groupe carboxyméthyle lors d’un méme cycle catalytique [Moran,
2005].
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Figure 8 : Catabolisme de la tyrosine chez les plantes et les organismes aérobies

Chez les plantes, ’homogentisate est un précurseur clef dans la synthése des

tocophérols (anti-oxydants neutralisant les composes toxiques formés lors de la
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photosynthése) et des plastoquinones (cofacteurs pour la phytoéne réductase, enzyme
intervenant lors de la biosynthése des caroténoides). La 4-HPPD inhibée, le taux de
plastoquinone diminue, provoquant I'épuisement des caroténoides et I’apparition des
symptdmes de blanchiment [Mayonado et al., 1989]. Chez les mammiféres, I’homogentisate
intervient dans la dégradation des acides aminés aromatiques, en particulier dans la voie

catabolique de la tyrosine.

Cette enzyme constitue donc une cible de choix aussi bien en agriculture qu’en

traitement thérapeutique.

I11. La mésotrione

I11.1. Caracteéristiques et utilisations agronomiques

La mésotrione [2-(4-méthylsulfonyl-2-nitrobenzoyl)cyclohexane-1,3-dione] (Figure 9)
est un acide faible (pKa = 3,12 a 20°C), dont la solubilité dans I’eau passe de 2,2 g/L a pH 4,8
4 22g/L & pH 9. Trés peu volatile (Ky = 5,1x10" Pa.m*/mol a 20°C), elle est stable dans I’eau

dans une gamme large de pH et de températures.
o) 0 NO,

X

o) 7 SO,CHs

Figure 9 : Structure de la mésotrione

L’application agricole de cet herbicide ne cesse d’augmenter en France depuis sa
commercialisation en 2003 pour la protection des cultures de mais, notamment en

remplacement de ’atrazine (Figure 10).
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Part des surfaces traitées en post-
levée avec les principales matiéres
actives
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Figure 10 : Culture de mais en France et principaux herbicides utilisés en post-émergence
(Données Agreste Aquitaine, 2008)

Sutton et al. (2002) ont montré que certaines especes adventices appartenant aux
genres Chenopodium, Amaranthus, Polygonum ou Solanum, présentes dans les cultures de
mais et résistantes aux triazines, sont sensibles a la mésotrione. Trois a cing jours apres son
application, les symptomes initiaux de blanchiment deviennent visibles chez les plantes
sensibles, et aprés deux semaines environ, un blanchiment et une nécrose apparaissent sur
toute la plante. Le métabolisme de la mésotrione est un des principaux facteurs contribuant a
sa sélectivité puisque le mais n’est pas affecté par ce traitement, sa dégradation métabolique
étant trés rapide chez cette plante, notamment grace a des enzymes de la famille des
cytochromes P 450 [Béraud et al., 2001 ; Creech et al., 2004].

Il faut noter que les doses requises pour 1’élimination des mauvaises herbes en post-
levée varient suivant I’espece a éliminer. Pannacci et Covarelli (2009) ont déterminé la dose
minimale qui donne une efficacité satisfaisante en déterminant, par des courbes dose-réponse,
les ED 95 (95% de controle des mauvaises herbes). Ainsi, une dose d’un sixie¢me de la dose
maximale recommandée pour la mésotrione (150 g/ha) suffit pour le contrble des espéces
Abutilon theophrasti, Chenopodium album, Solanum nigrum et Xanthium strumarium. Le
contréle des espéces Amaranthus retroflexus et Polygonum persicaria nécessite 1/4 de la dose
maximale. Par contre, Echinochloa crus-galli et Portulaca oleracea se développent, méme
pour la dose maximale. La mésotrione, a toutes les doses d'application testées, est sans effet
notoire et durable sur le rendement de culture. C’est pourquoi la mésotrione a également été
testée en combinaison avec d’autre(s) herbicide(s) ayant des cibles d’action différentes pour
¢largir le spectre d’action du traitement attendu : on peut citer ’atrazine, inhibiteur du

photosysteme Il [Creech et al., 2004] ; atrazine et S-métolachlore, inhibiteur de la biosynthese
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des acides gras [Vyn et al., 2006] ; nicosulfuron, inhibiteur de 1’acétolactate synthase
[Skrzypczak et al., 2011] ; prodiamine, inhibiteur de la division cellulaire [McCurdy et al.,
2008]...

La mésotrione est donc un herbicide efficace pour contrdler plusieurs especes de
plantes caractérisées par une haute compétitivité avec le mais, une faible susceptibilité aux
herbicides de pré-émergence et qui ont montré des résistances vis-a-vis de nombreuses autres
familles d’herbicides. Cependant, des premiers cas de résistance ont €té décrits sur un biotype
d’amarantes rugueuses (Amaranthus tuberculatus) [Hausman et al., 2011], traité en post-levée
par des inhibiteurs d’HPPD. Il faut souligner que les amaranthes ont des mécanismes
Séme

d’adaptation particulierement efficaces puisqu’il s’agit du mode d’action d’herbicide

pour lequel elles développent des résistances.

Les effets potentiels des résidus de la mésotrione a différentes doses, sur la croissance,
le rendement ou les défauts de diverses espéces végetales cultivées en rotation avec le mais
ont été etudiés, cette problématique étant cruciale en termes de systémes de production
agricole [Felix et al., 2007 ; Soltani et al., 2007]. Plusieurs critéres ont été mis en évidence, le
principal étant le taux de résidus en mésotrione qui est lié a la dose appliquée, a la date
d’épandage (pré-ou post-levée) mais aussi au type de sol (argileux, taux de matiére organique,
pH..) et aux précipitations. Les différentes especes testées ont également des réponses
différentes méme lorsqu’elles sont cultivées dans les « mémes » conditions : par exemple, le
rendement (T/ha) des haricots verts a diminué de 13% et 31% pour un épandage de
mésotrione 1’année précédente, a 420 g/ha en pré et post-levée respectivement ; celui de la
tomate de 32% et 28% tandis que d’autres especes ne sont pas ou seulement passagerement
affectées (le chou et les cornichons) [Felix et al., 2007]. De méme, des canneberges et des
haricots cultivés un an apres le mais présentent une diminution de rendements, notamment
dans le cas d’utilisation de la mésotrione en post-eémergence. Apreés un intervalle de deux ans,

aucun effet significatif n’a été observé sur ces mémes cultures [Soltani et al., 2007].

I11.2. Meétabolisme de la mésotrione chez le rat et la souris

Le métabolisme de la mésotrione chez les rats male et femelle et chez la souris a été
étudié par Gledhill et al. [2001] en vue d’une éventuelle application thérapeutique dans le

traitement de la tyrosinémie 1. Aprés administration de la mésotrione radiomarquée a des
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doses croissantes (1 a 100 mg/kg) par voies orale et intraveineuse, les auteurs ont observé une
rapide absorption, puis excrétion dans l'urine sans transformation d’au moins 95% de la
mésotrione chez les deux espéces. L’analyse des urines, fécés et de la bile a permis
d’identifier plusieurs métabolites par LC/MS, bien que la mésotrione représente plus de 90%
de la radioactivité dans ces fluides (Figure 11). Ces métabolites sont communs chez le rat et la
souris et ne sont pas dépendants des doses utilisées. Les principaux métabolites résultent de
I’hydroxylation en positions 4 ou 5 de la partie cyclohexanedione de la mésotrione ou de la
rupture oxydative entre les deux cycles (MNBA et AMBA). Le pourcentage de ces différents
métabolites varie en fonction du fluide étudié.
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Figure 11 : Schéma métabolique de la mésotrione proposé chez le rat et la souris
(d’apreés Gledhill et al., 2001)
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La mésotrione a été testée en tant que traitement potentiel de le tyrosinémie | et ses
effets pharmacocinétiques ont été comparés a ceux de la nitisone (NTBC) chez des adultes
volontaires sains et en administration orale [Hall et al., 2001]. Si la mésotrione s’avére étre un
bon inhibiteur de la HPPD, rapidement absorbée et bien tolérée, son effet, tres atténué par
rapport a celui de la NTBC, et son temps de demi-vie trés court dans le plasma (1 h contre 54
h pour la NTBC) ne peuvent pas en faire un traitement de choix. Par contre, I’augmentation
du taux de tyrosine et la durée de celle-ci suite a ’absorption « accidentelle » de mésotrione

n’est pas suffisante pour causer des effets néfastes [Lewis et Botham, 2013].

111.3. Devenir de la mésotrione dans I’environnement

Aprés épandage, les pesticides subissent deux grands types de processus: le
transport/transfert entre les trois compartiments de I’environnement (I’air, I’cau et le sol) et
les transformations. Le transport des pesticides dépend de leurs caractéristiques : la
volatilisation dans I’air, la solubilité dans 1’eau, les processus d’adsorption-désorption dans le
sol contrélant leur infiltration jusqu’aux nappes phréatiques. Les processus de transformation
comprennent : 1- les réactions déclenchées par la lumiére solaire (photodégradation) et 2-
I’absorption et la métabolisation par les organismes vivants, principalement les

microorganismes (biodégradation).
Processus de rétention dans les sols

Le temps de demie-vie de la mésotrione dans les sols est variable selon le type et les
propriétés physico-chimiques des sols étudiés: de 2 a 8 jours [Béraud et al., 2001; Otto et al.,
2012 ; Sun et al., 2013], de 5 a 32 jours [Dyson et al., 2002 ; Chaabane et al., 2008] ou méme
de 34 a 50 jours [Rouchaud et al., 2000]. Des essais en plein champ ont montré qu’elle n’est
plus retrouvée au-dela de 10 cm [Béraud et al., 2001] et ce dans des temps relativement courts
[Barchanska et al., 2012].

Des mesures de coefficients d’adsorption (Kg), réalisées sur plusieurs sols européens
et américains ayant des pH trés différents (4,4 a 8,1) et des teneurs en matiere organique (0,6
a 3,35%) et en argiles (6 a 39%) trés variables ont donné des valeurs relativement faibles
allant de 0,13 45,0 L.kg™, indiquant une faible rétention de cet herbicide dans les sols [Dyson
et al., 2002 ; Chaabane et al., 2008]. Des Kq plus élevés, allant jusqu’a 12,5 L.kg'l, ont été
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reportés dans des sols brésiliens tres fortement argileux (56 a 65%) [Martinazzo et al., 2011].
Par contre, les paramétres clefs jouant sur les processus d’adsorption de la mésotrione dans
les sols, méme si ils restent les mémes, sont plus ou moins considérés comme majeurs ou
mineurs suivant les études. Ainsi Dyson et al. [2002] mettent en avant le pH et la teneur en
carbone organique. En effet, une forte diminution de 1’adsorption de la mésotrione est
observée avec 1’augmentation du pH du sol, la forme dissociée étant moins adsorbée. Pour
Chaabane et al. [2008] et Martinazzo et al. [2011], le paramétre majeur est le pourcentage de
fraction argileuse, la teneur et la composition en matiere organique (adsorption favorisée par

un fort pourcentage en fonctions carboxyliques de la MO) n’étant qu’un facteur secondaire.

Transformation par voie photochimique

La lumiere solaire peut agir directement sur les contaminants organiques (photolyse
directe) ou indirectement en générant des especes radicalaires réactives a partir de composés

photoréactifs du milieu (matiere organique dissoute, nitrates..).

La mésotrione est relativement peu réactive vis-a-vis de la photolyse directe. Ainsi il a
¢té montré que sous irradiation a A = 365 nm (correspondant a 94% de 1’énergie rayonnante),
une solution de mésotrione 0,1 mM pH = 6,5 était tres lentement photolysée (moins de 10%
aprés 30 jours) et conduisait a la formation de 3 photoproduits principaux, qui ont pu étre
identifiés par HPLC-ESI-MS [Ter Halle et Richard, 2006] (Figure 12). lls correspondent au
produit de photohydrolyse (MNBA = Acide 4-méthylsulfonyl-2-nitrobenzoique), a celui
d’hydrophotolyse (P2) et a un B-cétoacide (P3).
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Figure 12 : Photoproduits de la mésotrione obtenus par photolyse directe
(d’aprés Ter Halle et Richard, 2006)
D’autres études réalisées sous irradiation de haute énergie avec des lampes UV-B
(Amax = 313 nm) ont également montré une photolyse tres lente de la mésotrione avec un
temps de demie-vie de 165h dans 1’eau Milli-Q® [Chaabane et al., 2007].

La photolyse indirecte de la mésotrione a également été testée en présence de matiere
organique naturelle dissoute ou d’ions nitrates dans des conditions proches de celles de
I’environnement aquatique [ Ter Halle et Richard, 2006]. La vitesse de phototransformation de
la mésotrione est multipliée par 10 en présence de 30 mg/L de matiére organique. Cependant,
I’ajout d’une concentration faible (5 mg/L) I’inhibe de maniére surprenante. Les mémes
observations sont faites en présence d’ions nitrates, ceux-ci n’ayant qu’un réle négligeable

lorsqu’ils sont en présence de matiére organique dissoute car piégés par celle-Ci.

Les plantes, et surtout les feuilles, sont un autre siége de photodégradation des
herbicides. L’irradiation de la mésotrione sur des films de cire cuticulaire reconstituée (cire
qui recouvre les feuilles des plantes) a montré que sa transformation photolytique est
beaucoup plus rapide que dans I’eau, et que 'utilisation de la formulation multiplie encore par
15 la vitesse de photodégradation (temps de demie-vie = 2,2h) par rapport a la molécule pure
(temps de demie-vie = 14,5h) [Lavieille et al., 2008 ; Ter Halle et al., 2010]. Cet effet
accélérateur est essentiellement dii aux surfactants, qui n’ont pas une activité photochimique

mais une action physique en modifiant la distribution de la mésotrione a la surface de la
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feuille [Lavieille et al., 2009]. Sur ces films de cire, quatre photoproduits ont été identifiés
par HPLC-ESI-MS a partir de la molécule pure (Figure 13). Pl et P2, issus de la
photohydrolyse, sont identiques & ceux observés en solution aqueuse. P4 est issu d’une
réaction de photocyclisation conduisant a un dérivé du xanthéne. P3, lui, est formé par
photoréduction du groupement -NO, en hydroxylamine, suivie d’une cyclisation

intramoléculaire et d’une déshydratation.
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Figure 13 : Structures proposées pour les photoproduits de la mésotrione apreés irradiation sur de la cire
cuticulaire reconstituée (d’aprés Ter Halle et al., 2010)

Des travaux plus récents ont porté sur la mise au point de traitements des eaux en vue
de I’élimination compléte de la mésotrione [Bensalah et al., 2011 ; Murati et al., 2012]. Les
procédés d’oxydation avancée (AOPs), et notamment de Fenton ou d’¢lectro-Fenton, ont été
testés conduisant a une élimination quasi-compléte de la mésotrione en des temps variables
suivant les concentrations en H.O, et Fe?*. On peut ainsi citer une disparition totale de la
mésotrione 0,2 mM (pH = 3,5) en 15 minutes et une minéralisation compléte en 90 minutes

pour des concentrations en H,O, de 16 mM et en Fe** de 1 mM [Bensalah et al., 2011]. Un
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mécanisme de dégradation a été proposé par analyse HPLC de prélevements réalisés au cours
de la réaction. Le processus de minéralisation commencerait par I’attaque des radicaux
hydroxyles sur un des groupements carbonyles conduisant au clivage des deux cycles (1,3-
cyclohexanedione et MNBA), suivie de 1’ouverture oxydative des cycles et/ou de la libération
de groupements nitro et/ou sulfonyle conduisant a la formation d’acides carboxyliques
simples (oxalique, pyruvique...). Ces acides seraient finalement transformés en dioxyde de

carbone et en ions inorganiques.
Transformation par voie biologique

Si le sol constitue le réceptacle primaire des pesticides aprés leur épandage, ils sont
également tres souvent retrouvés dans les zones aquatiques connexes. Quel que soit le
compartiment, un des processus dominants régissant leur devenir est I’action des organismes

vivants, notamment des microorganismes.

Les metabolites issus de la biodegradation de la mésotrione dans le sol, généralement
décrits dans la littérature et recherchés lors des analyses d’caux, de sols ou de céréales, sont
I’acide 4-méthylsulfonyl-2-nitrobenzoique (MNBA) et ’acide 2-amino-4-
méthylsulfonylbenzoique (AMBA) (Figure 14) [Alferness et Wiebe, 2002].

Des études plus poussées visant a mettre en place un schéma détaillé des voies
métaboliques impliquées lors de la biodégradation de la mésotrione ont été réalisées,
notamment dans notre laboratoire. Apres un large criblage de notre souchothéque, Durand et
al. (2006a) ont isolé et caractérisé la premiére souche dégradant la mésotrione : Bacillus sp.
3B6. Cette bactérie est capable de biotransformer complétement la mésotrione, méme a de
trés fortes concentrations (jusqu’a 5 mM), en conduisant a I’accumulation d’acide 2-amino-4-
méthylsulfonylbenzoique (AMBA). Des analyses systématiques par RMN (in situ *H, RMN
2D) mais aussi par LC-ESI-MS ont permis de mettre en évidence deux voies métaboliques de
biodégradation (Figure 14) [Durand et al., 2006b ; 2010]:

e une voie majoritaire correspondant a la réduction de la fonction nitro de la
mésotrione en hydroxylamine M2. Ce métabolite est en équilibre avec le métabolite M3
formé par cyclisation intramoléculaire suite a une addition nucléophile de la fonction -OH de

I’hydroxylamine sur le groupement carbonyle exocyclique. M2 et M3, relativement instables
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notamment en conditions aerobies, sont dégrades en AMBA (voie favorisée). M3 peut aussi

se transformer en M4 (isoxazole) par perte d’une molécule d’eau.

e la deuxiéme voie, minoritaire, conduit au MNBA aprés rupture oxydative entre les

deux cycles et réduction rapide du groupement nitro.

La formation d’acide glutarique a également été observée. Composé facilement
assimilable par la bactérie, il provient sans doute de la rupture oxydative de la partie
cyclohexanedione libérée lors de la coupure entre les deux cycles.
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Figure 14 : Schéma métabolique de biodégradation de la mésotrione par la souche Bacillus sp. 3B6.
(d’apreés Durand et al., 2010)

Batisson et al. (2009) ont plus récemment isolé, des bactéries dégradantes a partir d’un
sol noir de Limagne (Puy de Déme, France), vierge de toute contamination par la mésotrione,
par technique d’enrichissement. Des analyses par technique de fingerprint TTGE (Temporal
Temperature Gradient gel Electrophoresis) ont mis en évidence un impact de la mésotrione

sur la structure de la diversité microbienne uniquement a forte dose (100 mg/L). Deux isolats
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bactériens, correspondant a des souches adaptées a la mésotrione, ont été caractérisés : une
souche d’Arthrobacter sp. non-dégradante et une souche de Bacillus sp. Mesll(= 1B11),
capable elle, de biodégrader complétement et rapidement la mésotrione. La voie de
biodégradation semble trés similaire a celle observée avec Bacillus sp. 3B6 et 3 métabolites
communs ont pu étre identifiés (M1 = AMBA, M2 et M3) (Figure 15). L’AMBA est la
encore le métabolite terminal, qui s’accumule dans le milieu. Un métabolite supplémentaire
transitoire, différent de M4, a été observé par RMN *H et LC-MS.
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Figure 15 : Schéma métabolique de la mésotrione par Bacillus sp. Mes11 (d’aprés Batisson et al., 2009)

Une autre souche dégradant la mésotrione, Pantoea ananatis, a été isolée d’un lac du
Brésil entouré de champs de mais traités avec cet herbicide [Pileggi et al., 2012]. Seule
souche dégradante parmi les 359 souches isolées, cette bactérie a Gram négatif n’utilise pas la
mésotrione comme source de carbone mais la dégrade en donnant trois métabolites identifiés
par LC-(-)ESI-MS/MS (Figure 16). Aucune trace d¢ MNBA et AMBA n’a été détectée.

On peut cependant se poser des questions sur la stabilité de ces métabolites peroxydés

et plus généralement sur leur identification.
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Figure 16 : Schéma métabolique de la mésotrione par Pantoae ananatis
(d’aprés Pileggi et al., 2012)

I11.4. Impact de la mésotrione - Toxicité

L'utilisation intensive d'herbicides dans l'agriculture est accompagnée d’un risque
potentiel de contamination, notamment des écosystémes aquatiques, qu’il faut évaluer.
L’impact de la mésotrione, molécule pure ou formulée, a été testé sur plusieurs organismes

cibles ou non cibles par différentes approches.

Sur sa fiche sécurité, la mésotrione est classée dans les composés dangereux pour
I’environnement aquatique en termes de toxicité aigiie (catégorie 1) et chronique (catégories 1
et 2). Par exemple, sa LCs a été évaluée a 532 mg.L™ chez un poisson-chat d’Amérique du
Sud (Rhamdia quelen) [Kreutz et al., 2008]. Chez le rat, la DLsy par voie orale a été
déterminée & 5 g.kg™® [Béraud et al., 2001], son ICs, & 13,1 et 56,1 mg.L™ pour les
microalgues Amphora coffeaformis et Ankistrodesmus fusiformis, respectivement [Valiente
Moro et al., 2012]. Une étude, incluant la mésotrione formulée, a été réalisée par Bonnet et al.
(2008) sur des microorganismes modeéles eucaryote (Tetrahymena pyriformis) et procaryote
(bactérie marine luminescente : Vibrio fischeri = test standardisé Microtox®). Aucun effet
toxique de la molécule pure n’a été observé sur la croissance de T. pyriformis contrairement
aux résultats obtenus sur le métabolisme de V. fischeri (ICso = 43,6 mg.L™). Des effets
beaucoup plus importants sont observés avec la formulation, Callisto®, avec des 1Csq de 4,0
et 1,1 mg.L™?, respectivement. Dans toutes ces études, la mésotrione pure présente une toxicité

aiglie modérée.
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D’autres travaux ont tenté de mettre en évidence de potentiels impacts de cet herbicide
en utilisant différentes stratégies. Une approche par métabolomique (empreintes RMN H)
réalisée sur la petite lentille d'eau (Lemna minor) a montré, par comparaison d’extraits bruts
de plantes traitées et non traitées par la mésotrione suivies d’analyses multivariées des
résultats par PLS, des différences dans la formation de composés possédant des groupements
meéthyle, méthyléne, hydroxyle, amine et thiol, et donc un véritable impact sur le métabolome
de cette plante. Par contre, aucun symptdme physiologique visible n’a été observé [Aliferis et
al., 2009].

Des études dose-réponse des communautés microbiennes du sol [Crouzet et al., 2010],
ou plus spécifiquement des communautés de cyanobactéries [Crouzet et al., 2013], réalisées
dans des microcosmes contaminés avec de la mésotrione, pure ou formulée, a 1, 10 ou 100
fois la dose agronomique, montrent que ces communautés sont peu sensibles a la mésotrione a
la dose agronomique, quelle que soit sa forme. A 10 fois la dose, seul le Callisto® induit une
diminution significative de la biomasse photosynthétique. A 100 fois la dose, la molécule,
pure ou formulée, présente des impacts négatifs sur toutes ces communautes, aussi bien en
termes de structure que de diversité, la communauté photosynthétique se montrant plus

sensible que la communaute totale bactérienne et fongique.

Le comportement d’autres organismes photosynthétiques, des microalgues, a été
également suivi en présence de mesotrione : si les effets sont différents suivant les souches,
une stimulation de la croissance a été observée plus ou moins rapidement dans tous les cas,
indiquant une capacité des cellules algales a s’adapter et a compenser les effets inhibiteurs

[\Valiente Moro et al., 2012].

La mésotrione peut étre considérée comme un herbicide ayant un faible potentiel de
contamination des eaux souterraines. Certes, elle présente une relative mobilité dans les sols
mais a un temps de demi-vie relativement court. Par contre, elle peut étre lessivée et
transformée en produits de dégradation potentiellement plus toxiques ou plus persistants dans
[’environnement. 1l faut également noter que la formulation apparait plus toxique que la

molécule pure.

28



Etude bibliographique

La famille des triazoles : cas du tébuconazole

I. La famille des triazoles

La premiére mention d’activité pesticide pour une molécule possédant un cycle 1,2,4-
triazole date des années 1945 [D’Alelio, 1945]. Le 3-amino-1,2,4-triazole (Figure 17),
commercialis¢ ultérieurement sous le nom d’Amizol puis Amitrole, a été utilisé comme
defoliant, en particulier dans les champs de coton. Son effet toxique était lié a la destruction
de la chlorophylle présente, a une inhibition de sa biosynthese, ainsi qu’a des interférences
avec le métabolisme des carbohydrates [Linser et Kiermayer, 1957]. 11 reste utilisé a I’heure
actuelle comme désherbant total sur des zones de production non destinées a la
consommation, étant fortement soupgonné d’étre cancérigéne. Au cours de ces mémes années
(1955-1960), plusieurs deérives triazole ont montré des activités biologiques comme
inhibiteurs de la cholinestérase, stimulants du systeme nerveux central ou perturbateurs de la
mitose [Potts, 1961].

Depuis le lancement du premier fongicide, le triadimefon (Figure 17) en 1977 par la
societée Bayer, prés de 40 dérivés triazoliques ont été commercialisés par les compagnies
agrochimiques, parmi lesquels le tébuconazole, 1’époxiconazole et le difénoconazole (Figure
17) sont les plus utilisés. Aujourd’hui, les fongicides de la famille des triazoles représentent
les meilleures ventes de fongicides en raison de leur trés large spectre d’action et de leur
mode unique d’action, qui permet le traitement et la protection d’une grande variété de
cultures (céréales, soja, vignes, fruits, légumes et fleurs ornementales). Ils sont trés efficaces
contre de nombreuses maladies fongiques, y compris I’oidium [Pearson et al., 1994] et les
rouilles [Roberts et al., 1999] réputées comme résistantes a de nombreux fongicides. Ces
molécules sont en majorité systémiques (xylémiennes). Deux d’entre elles sont toutefois des

fongicides de contact : le bitertanol et le difénoconazole (Figure 17).
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Figure 17 : Structures de dérivés triazoliques utilisés en agriculture comme fongicides

Les composés de la famille des triazoles sont également trés utilisés dans d’autres

domaines d’application :

e en tant que biocides dans certains produits polymeres utilisés en extérieur pour les

protéger des dégradations microbiennes ;

e dans le traitement du bois, qu’il s’agisse de sa protection en tant que bois brut
immédiatement apres la coupe ou de produits finis (portes et fenétres). Le produit
commercialisé Woodlife® 111 (Kop-coat, Inc.) contient par exemple du tébuconazole, du
propiconazole et un autre type de fongicide de la famille des butylcarbamates [Stavova et al.,
2011]. De méme au Japon, le cyproconazole et le tébuconazole sont utilisés en mélange pour
garantir la qualité du bois des habitations [Japan Housing and Wood Technology Center
(HOWTEC), 2002].

e en médecine humaine et vétérinaire en tant que fongicides a large spectre contre les

mycoses superficielles et profondes, en particulier dans le traitement des candidoses orales,
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vaginales ou systémiques ainsi que pour les méningites coccidioidale ou cryptococcale
[Menegola et al.,, 2006]. Par exemple, le fluconazole (Triflucan®) et [itraconazole
(Sporanox®) sont particulierement utilisés dans ces infections (Figure 18). Certains sont
méme prescrits en thérapie cancéreuse comme anti-cestrogénes non-stéroidiens dans certains
cas de cancer du sein [Zarn et al., 2003]. D’autres pathologies sont ¢galement traitées avec
ces composes : le fluconazole est trés efficace contre les infections des voies urinaires causées
par diverses souches de Candida [Saag and Sismukes, 1988] ; le voriconazole (VFEND ®)
(Figure 18) est commercialisé contre les infections nosocomiales communes telles que
I'aspergillose invasive et la candidose [Walsh et al., 2008]. A I’heure actuelle, une vingtaine

de molécules de cette famille sont sur le marché.
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Figure 18 : Structures de dérivés triazoliques utilisés en médecine

La plupart de ces fongicides posséde un ou deux centres chiraux dans leur structure
moléculaire (Figure 19). En conséquence, ils peuvent étre présents sous forme de deux
énantiomeéres ou quatre diastéréoisomeres possédant généralement des activités biologiques
et/ou des toxicités différentes, les interactions avec le récepteur du systeme biologique étant

souvent stéréospécifique [Burden et al., 1987 ; Mazur et al., 2007 ; Zhu et al., 2007]. Les
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fongicides utilisés actuellement sont commercialisés sous forme d’un mélange

d’énantiomeéres.
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Figure 19 : Exemples de structures de triazoles chiraux

En raison d’un trés large spectre d’action dii a leur mode d’action et d’un risque de

résistance relativement faible par rapport aux autres fongicides tels que les benzimidazoles et
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les dicarboximides, les triazoles sont actuellement la plus importante famille de fongicides sur

le marché.

Il. Mode d’action des composés de la famille des triazoles

L’activité fongicide des triazoles est basée sur leur capacité a inhiber la biosynthese de
I’ergostérol, un stérol membranaire essentiel des souches fongiques, en se liant a ’héme du
cytochrome P450 (CYP51 = lanostérol 14a-diméthylase) impliqué dans la transformation du
lanostérol en ergostérol (Figure 20) [Roberts et Hutson, 1999 ; Onyewu et al., 2003]. Cette
inhibition conduit a une accumulation de stérols non démethylés, modifiant la forme et les
propriétés physiques de la membrane fongique (diminution de la fluidité) et entrainant
notamment un changement de la perméabilité et le mauvais fonctionnement des protéines

membranaires.
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Figure 20 : Schéma de biosynthése de I’ergostérol et site d’action des triazoles

Le pouvoir inhibiteur de ces composés n’est pas restreint aux champignons et ils
agissent également sur un certain nombre de cytochromes P450 de mammiféres, contrdlant la
biosynthése stéroidienne et le métabolisme microsomal du foie [Loose et al., 1983 ; Sheets et
Mason, 1984]. C’est pourquoi certains sont également utilisés en tant qu’anti-cestrogenes non-

stéroidiens dans certains cas de cancer du sein [Zarn et al., 2003].
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I11. Le tébuconazole

.1,  Caractéristiques et utilisations agronomiques

Le tébuconazole [(RS)-1-p-chlorophényl-4,4-diméthyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylméthyl)-pentan-3-ol] (Figure 21) est un fongicide systémique commercialisé pour la
premiere fois par Bayer AG, en Afrique du Sud, en 1988. Ce fongicide foliaire est connu pour
sa pénétration rapide dans la feuille, suivie par sa migration lente et réguliére vers 1’intérieur
de la plante. Plutot lipophile, il est peu soluble dans I’eau (36 mg/L). Ayant un risque de
volatilisation relativement modéré (Ky = 1x10®° Pa.m®mol & 25°C), ce composé, solide &

température ambiante, est tres stable a I’hydrolyse et la photolyse.

HO

) Wi
Figure 21 : Structure du tébuconazole

Le tébuconazole est principalement utilis¢é pour la lutte contre la fusariose de 1’épi
(Fusarium) et pour la suppression des maladies foliaires du blé (de printemps, d’hiver et dur),
de ’orge, de I’avoine et du soja. La fusariose est une maladie courante du blé, qui peut
entrainer des diminutions de 30 a 50% du rendement massique [Cosic et al., 2006]. L’effet du
tébuconazole sur la morphologie, la structure, les composés cellulaires de la paroi et la
production de toxines (deoxynivalenol) d’une souche de Fusarium culmorum a été étudié en
détails par Kang et al. [2001]. Ils ont observé notamment un retard important de la croissance
fongique, I’épaississement des parois cellulaires avec un cloisonnement excessif des hyphes,
la formation de cloisons incomplétes et de nouvelles structures d’inclusion dans les hyphes,
une vacuolisation extensive et enfin une diminution forte de la production de toxines (Figures
22 et 23). Le tébuconazole semble méme, indirectement, améliorer les réactions de défense de
I’hote infecté, les taux de B-1,3-glucanase et de lignine (deux agents connus pour étre

efficaces contre 1’agression de pathogenes) dans les feuilles de blé infectées et traitées étant
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beaucoup plus élevés que ceux observés dans les feuilles infectées et non traitées [Han et al.,
2006].

Figure 22 : Photographies obtenues par microscopie électronique a transmission des hyphes de Puccinia
striiformis présents dans des feuilles de blé non traitées apres 5 jours d’infection (1) et traitées par le
tébuconazole (2 et 3) aprés 1 et 2 jours d’infection, respectivement. F = Cellule fongique ; MC = Cellule du
mésophylle ; CH = Chloroplaste ; V = Vacuole ; C = Paroi cellulaire. 2 - Apparition de larges vacuoles
dans le cytoplasme ; 3 - Epaississement des parois cellulaires de la cellule hyphale.

Figure 23 : Photographies obtenues par microscopie électronique a transmission d’haustoria (ou sugoirs)
de Puccinia striiformis présents dans des feuilles de blé non traitées aprés 5 jours d’infection (7) et traitées
par le tébuconazole (8 et 12) aprés 2 et 5 jours d’infection, respectivement. EC = Encaissement de
I’haustorium; H = Haustorium; EX = Matrice extrahaustoriale; V= Vacuole. 8 - Epaississement irrégulier
de la paroi de ’haustorium, présence d’une large vacuole et élargissement de la matrice extrahaustoriale.
12 - Nécrose de I’haustorium.

Le tébuconazole est efficace contre d’autres maladies de bl¢, telles que le piétin causé

par Rhizoctonia cerealis et le piétin-échaudage du blé causé par Gaeumannomyces graminis.

Il faut noter que ce fongicide est également tres utilisé contre I’oidium (la maladie du
raisin la plus répandue dans le monde et causée par la souche Uncinula necator) [Cabras et
al., 1997], la rouille jaune, la septoriose du feuillage et la rouille brune. Il est également utilisé
dans la préservation du bois brut ou manufacturé [Stavova et al., 2011].
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Le tébuconazole est commercialisé en France (et dans plus de 100 pays) sous forme
d’émulsions contenant la matiere active seule a 250 g/L (Folicur® et Horizon® de Bayer,
Balmora® de PhytEurop) ou en mélange avec d’autres fongicides tels que Matador®
(Tébuconazole 250 g¢/L + triadiménol 125 g/L), Nativo® (Tebuconazole 200 g/L +
trifloxystobin 100 g/L), Prosaro® (Tebuconazole 125 g/L + prothioconazole 125 g/L)... La

dose agronomique recommandée pour le blé est de 250 g/ha en un seul traitement.

111.2. Métabolisme du tébuconazole chez les mammiferes

Le métabolisme du tébuconazole a été étudié chez différentes espéces de mammiferes.
Un certain nombre de données a été rassemblé dans le rapport de la FAO de 1994 [FAO /
WHO, 1994]. Chez le rat, les études ont montreé une absorption compléte du tébuconazole,
suivie par sa distribution dans le corps et son elimination rapide (91% dans la bile, 7% dans
les urines et 2% dans les féces — Temps de demie-vie dans le plasma de 32 a 52h pour des
doses de 20 mg/kg). Le métabolisme du tébuconazole débute par une hydroxylation rapide en
hydroxytébuconazole sur la chaine aliphatigue (HWG 2061) ou sur le noyau aromatique

(ECW 4882), puis a des réactions successives d’oxydation et de glucuronidation (Figure 24).
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Figure 24 : Métabolisme du tébuconazole chez le rat (d’aprés le rapport FAO, 1994)

Le métabolisme du tébuconazole racémique a été étudié dans différents organes du
lapin par Zhu et al. [2007] : foie, poumons, cceur, muscles... mais aussi dans le plasma. Ils
ont constaté une forte accumulation dans les poumons juste apres I’ingestion (30 mg/kg), qui
diminue avec le temps lorsque ce composé est retrouvé dans les autres organes. lls ont
¢galement observé un métabolisme stéréosélectif du foie, 1’énantiomére (+) étant moins
concentré gque son antipode dans cet organe. De méme dans le plasma, une disparition plus
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rapide de I’énantiomére (+) par rapport a I’énantiomére (-) est observée. La fixation
privilégiée d’un des énantiomeéres sur les nombreuses protéines du plasma a été proposée

comme explication de ce phénomeéne.

111.3. Devenir du tébuconazole dans I’environnement

Les fongicides de la famille des triazoles sont des composés plutét lipophiles et
relativement persistants avec des temps de demie-vie allant de quelques semaines a plusieurs
mois [Tomlin, 2003]. La contamination des eaux de surface par ces composés provient donc
soit du lessivage (runoff) de champs agricoles ou de stocks de bois traités, soit du remplissage
et nettoyage des outils agricoles (buses). Les quelques études, réalisées sur la présence de ces
composé€s dans les eaux de surface et les eaux traitées apres stations d’épuration, ont toujours
montré la présence de tébuconazole et a des concentrations souvent les plus élevées du
mélange de pesticides [Stamatis et al., 2010]. Ainsi, il a été détecté dans des petits ruisseaux
de la région de Brunswick (Allemagne du Nord) a des concentrations allant jusqu’a 9,1 pg.L™
[Berenzen et al., 2005], dans des eaux de pluie (12-187 ng.L™) [De Rossi et al., 2003] aussi
bien que quasi-systématiquement dans des effluents de stations d’épuration en France (Lyon,
5,8-43,3 ng.L™), Allemagne (Marbourg, 50 ng.L™), Suisse (10 stations d’épuration testées, 1-
12 ng.L™) ou Gréce [Berenzen et al., 2003 ; Baugros et al., 2008 ; Kahle et al., 2008 ;
Stamatis et al., 2010]. Sa principale voie de dissipation, dans les stations d’épuration, reste
I’adsorption sur les boues activées, sa biodégradabilité étant trés faible [Kahle et al., 2008 ;
Stamatis et al., 2010]. Des études plus récentes sur les eaux de surface et souterraines dans la
région viticole de La Rioja en Espagne, ou 40 pesticides et produits de dégradation ont été
suivis, ont montré la présence de tébuconazole dans plus de 60% des 250 prélévements
réalisés avec des concentrations pouvant dépasser les 270 ng.L™ [Herrero-Hernandez et al.,
2013].

ITT . 3.1. Processus de rétention dans les sols

Le tébuconazole est considéré comme ayant une mobilité de faible a modérée en
fonction du type de sol et des conditions climatiques [FAO/WHO, 1994]. Peu d’études ont
reporté des essais spécifiques d’adsorption/désorption et de mobilité du tébuconazole dans des
sols [Bending et al., 2007 ; Herrero-Hernandez et al., 2011]. Elles montrent une corrélation

positive entre adsorption et temps de contact avec une valeur de Ky qui augmente au fur et a
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mesure que la proportion de fongicide dans la solution aqueuse du sol diminue (Kq = 12,4
L.kg™ dans un sol marno-sableux le lendemain de I’épandage) [Bending et al., 2007], mais
aussi une certaine mobilité de ce composé, notamment juste apres son application, puisqu’on
en retrouve jusqu’a 50 cm de profondeur. Cependant, la teneur en résidus reste
majoritairement dans 1’horizon 0-10 ¢cm du sol jusqu’a 355 jours aprés épandage [Herrero-
Hernandez et al., 2011]. Les valeurs de Kq reportées varient de 7,7 & 16,4 L.kg™ et celles de
Koc de 911 (limons) & 1251 L.kg™ (sol marno-sableux) indiquant qu’une plus forte teneur en
argile conduit a une plus forte adsorption [Komarek et al., 2010]. La teneur en matiere
organique du sol [Berenzen et al., 2005], mais aussi celle en matiére organique dissoute
(amendement) jouent également sur ’adsorption en I’augmentant pour des teneurs plus fortes
[Komarek et al., 2010 ; Herrero-Hernandez et al., 2011]. Cadkova et al. [2012] ont comparé
I’adsorption du tébuconazole pur et formulé (Folicur®) sur différents constituants du sol et
sur des acides humiques. Ces auteurs ont montrée une forte adsorption du tébuconazole sur les
acides humiques mais eégalement sur des minéraux tels que la ferrihydrite (grande surface
spécifique) ou dans une moindre mesure la birnessite. L’adsorption est toujours beaucoup
plus importante avec la formulation, a part dans le cas des acides humiques ou I’affinité
semble moindre. La compétition avec les nombreux additifs organiques présents dans la
formulation pourrait expliquer ces résultats.

Le tébuconazole, comme I’ensemble des fongicides de la famille des triazoles, est
considéré comme persistant avec des temps de demie-vie variant de semaines a plusieurs
années (valeurs retrouvées dans la littérature allant de 49 a 610 jours) suivant les doses
appliquées et le type de sol [FAO/WHO, 1994 ; Bromilow et al., 1999 ; Munoz-Leoz et al.,
2011]. Lors d’études en champ, Strickland et al. (2004) ont trouvé un ty, de seulement 49
jours pour une concentration initiale de 1 mg.kg™ dans un sol marno-sableux & faible teneur
en matiere organique et dans un contexte de température relativement élevée (24°C) et de
forte humidité. La dissipation a méme été fortement accélérée aprés trois applications
successives de tébuconazole (ti, = 5 jours) [Potter et al., 2005]. Des valeurs relativement
similaires ont été obtenues par Herrero-Hernandez et al. (2011) (t1» ~ 12 jours) dans un sol de
vigne argilo-sableux quelle que soit la concentration initiale en tébuconazole (0,25 et 1,25
kg.ha™). Par contre, dans I’étude de Munoz-Leoz et al. [2011], la dissipation du tébuconazole
dépend bien de la concentration initiale, puisque ces auteurs ont trouvé un temps de demie-vie

de 9, 74 et 263 jours pour des applications de 5, 50 et 500 mg.kg™, respectivement. Les
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conditions pédologiques mais aussi climatiques (température, teneur en eau du sol,

précipitations...) jouent grandement sur le taux de dissipation de ce composé.

Transformation par voie photochimique

Le spectre d’adsorption dans I’UV et le visible du tébuconazole (Amax = 220,8 nm et
aucune absorption a A > 300 nm) ne montre aucun recouvrement avec le spectre solaire. Ce
fongicide est donc photostable dans I’eau.

L’utilisation d’un photocatalyseur (TiO,) conduit a la formation de nombreux produits
de dégradation du tébuconazole, dont les majoritaires ont pu étre identifiés par LC/MS
(Figure 25). Tous ces produits ont été obtenus apreés 10 minutes d’irradiation, correspondant a
la dégradation de 90% de la solution de tébuconazole a 20 mg.L™ (TiO, = 200 mg.L™) et
s’inscrivent dans deux voies principales de photodégradation [Calza et al., 2002].
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Figure 25 : Voies de photodégradation majoritaires du tébuconazole aprés 10 min d’irradiation en
présence de TiO, (d’apres Calza et al., 2002)
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Liang et al. [2009] ont suivi les cinétiques de photodégradation du tébuconazole dans
différents sols en travaillant avec une lampe au mercure haute pression (A > 290 nm, 300 W).
Dans ces conditions, ils ont montré que cette cinétique est étroitement liée a la teneur en
matiere organique et en argile du sol et qu’elle est plus rapide avec l'augmentation de
I'humidité, le tébuconazole étant alors plus mobile (Figure 26). Des corrélations négatives
existent entre la vitesse de photodégradation et la concentration du tébuconazole (Figure 26).

Il faut noter que le temps de demie-vie du tébuconazole, quelles que soient les conditions, est
trés court et varie entre 10 et 22 minutes.
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Figure 26 : Influence de (A) la nature du sol, (B) le taux d’humidité et (C) la concentration en
tébuconazole sur sa cinétique de photodégradation sous lampe a mercure haute pression
(d’aprés Liang et al., 2009)
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Transformation par voie biologique

Le tébuconazole n’est généralement que faiblement biodégradé qu’il soit dans 1’eau ou
dans le sol. Le taux d’abattement par ce processus dans les stations d’épuration [Stamatis et
al., 2010 ; Silva et al., 2012] ou dans les procédes de compostage comportant une phase de
digestion anaérobie suivie d’un traitement aérobie [Kupper et al., 2008] est généralement
faible a modéré (de 0 a 50% suivant les conditions). Dans les sols, les taux de dissipation
observés ont pu étre corrélés en partie a des processus de biodégradation, des métabolites
ayant pu étre identifiés [Strickland et al., 2004 ; Potter et al., 2005]. 1l s’agit de produits
d’hydroxylation et/ou de clivage du cycle chlorophényle (Figure 27).

o \/
VA

\>L
Y L
cl i \/ cl (JN

Tébuconazole Métabolite 1 N

KO\/%L % Métabolite 3 \ jﬂ
N N
(' O

Métabolite 2 Meétabolite 4

Y

©]

Figure 27 : Structures proposées pour les métabolites du tébuconazole isolés de sol
(d’apres Strickland et al., 2004)

L’ensemble de ces métabolites représente 63% du mélange apreés 63 jours
d’incubation, le composé 3 étant trés majoritaire [Strickland et al., 2004]. La répétition des
applications de tébuconazole sur ce méme sol entraine une augmentation de la vitesse et du
taux de dissipation du fongicide (84% aprés 63 jours et 3 applications) impliquant une

adaptation de la communauté microbienne. Dans ces conditions, le métabolite 2 est observé

43



Etude bibliographique

trés majoritairement (92 & 97% du total des métabolites), le composé 3 n’étant méme pas
détecté sans doute du fait de sa transformation rapide en 2 [Potter et al., 2005]. Seul le
meétabolite 1 a été retrouvé dans le sol de vignes amendé ou non [Herrero-Hernandez et al.,
2011]. Sa concentration augmente (max : 124 jours) puis diminue au cours du temps pour le
sol non amendé. Dans le sol amendé, sa concentration est beaucoup plus faible et sa cinétique
de formation et disparition est beaucoup plus lente. L’amendement entraine une augmentation
de la rétention du tébuconazole, le protégeant initialement de la biodégradation, puis la
dégradation augmente quand la matiere organique diminue.

D’autres études se sont plus particulierement focalisées sur 1’isolement de souches
microbiennes dégradantes. Sehnem et al. (2010) ont, a partir de sols exposés historiquement
au tébuconazole a des concentrations plus ou moins fortes, isolé dans un premier temps des
consortia, puis a partir des consortia les plus actifs, onze souches bactériennes capables de
dégrader le tébuconazole, qui appartiennent toutes aux genres Pseudomonas, Enterobacter et
Serratia. Le consortium le plus efficace est compose des deux souches, Enterobacter
sakazakii et Serratia sp. Il conduit a la dissipation de 47% du tébuconazole initial aprés 6
jours d’incubation pour une concentration initiale de 68 mg.L™. Ces auteurs n’ont pas cherché
a identifier d’éventuels métabolites. Obanda et al. [2008, 2009] ont choisi une souche
bactérienne (Pseudomonas fluorescens NCCB 82001) et quatre souches fongiques (une
moisissure : Trichoderma harzianum ; une pourriture molle : Chaetomium globosum ; une
pourriture blanche : Phanerochaete chrysosporium et une pourriture brune : Meraliporia
incrassata) et ont testé leur capacité a dégrader le tébuconazole. Seul P. chrysosporium ne
biotransforme pas le fongicide. Pour les autres souches, les taux de degradation varient entre
40 et 70%. Des analyses par LC-MS et IR des milieux en fin d’incubation ont permis
d’identifier des métabolites et de proposer un schéma commun de biodégradation, impliquant
notamment une ouverture du cycle triazole et des réactions d’oxydation du groupement tert-
butyle (Figure 28). Contrairement aux travaux précédents, aucun métabolite issu de réactions
de déchloration ou du clivage oxydatif du noyau aromatique n’a été observé. Il faut également
noter que dans ces études, la biosorption n’est qu’un processus mineur puisque contribuant

pour < 1%.
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Figure 28 : Schéma métabolique proposé du tébuconazole par Trichoderma harzianum (T), Meraliporia
incrassata (M), Chaetomium globosum (C) et Pseudomonas fluorescens (P) (d’aprés Obanda et al., 2008 et
2009)

Le tébuconazole étant largement utilisé dans la protection des bois, des travaux plus
récents ont porté sur sa biodégradation par des souches fongiques sur une matrice bois [Woo
et al., 2010]. Des disques de bois d’épicéa imprégnés de tébuconazole a 3 concentrations
(0,19 : 0,39 et 0,77 kg.m°) sont placés dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture
gélosé, préalablement inoculés avec différentes souches de champignons cellulolytiques. Ces
boites sont incubées pendant 21 jours a I’abri de la lumiere, puis les disques sont extraits et
leurs contenus analysés. Deux souches, Trametes versicolor et Fomitopsis palustris, se sont
révélées capables de dégrader respectivement 45 et 53 % du tébuconazole initial pour la plus
forte concentration. Les métabolites n’ont pas été identifiés. 11 faut noter que ces auteurs ont
également testé, dans les mémes conditions, une souche de Trichoderma harzianum sans

succes.
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I11.4. Impact du tébuconazole - Toxicité

Le tébuconazole est considéré comme modérément toxique avec des DLso chez le rat
de 1,7 g/kg par voie orale et supérieure a 2 g/kg par contact avec la peau [EFSA, 2008].
Cependant, plusieurs études ont montré son potentiel a risques, notamment lors d’exposition
prénatale, sur I’apprentissage cognitif, le développement de neuropathologies [ Moser et al.,
2001] ou en tant que perturbateur endocrinien [Taxvig et al., 2007 ; Kjaerstad et al., 2010]. 1l
augmente la durée de gestation et influe sur les niveaux d'hormones stéroidiennes chez le
feetus [Taxvig et al., 2007]. Différents mécanismes d’action sur la biosynthése de ces
hormones ont été mis en évidence. Le tébuconazole entraine une diminution de la formation
d’cestradiol et de testostérone et augmente la formation de progestérone, ce qui implique une
inhibition des enzymes impliquées dans la conversion de la progestérone en testostérone. Il
agit également en tant qu’antagoniste du récepteur androgéne conduisant a une féminisation
de la progéniture des rats [Taxvig et al., 2008 : Kjaerstad et al., 2010]. Par contre, aucun effet
sur les systemes immunologique ou de reproduction n’a été constaté dans 1’étude de Moser et
al. [2001].

Le compartiment aquatique est le réceptacle terminal de ces pesticides et de
nombreuses études ont porté sur la toxicité et le facteur de bioconcentration du tébuconazole
sur divers organismes non cibles de ce milieu. Les données de toxicité aigué varient suivant
les espéces : LCsog6n = 45 mg.L™ pour le guppy (Poecilia reticulata) [Lebkowska et al.,
2003], 5,3 mg.L™ pour des alevins de poisson chat argenté (Rhamdia quelen) [Kreutz et al.,
2008], 26,8 mg.L™ pour le poisson zébre (Danio rerio) [Andreu-Sanchez et al., 2012] ou 2,37
mg.L™ pour la carpe [Toni et al., 2011]. L’utilisation de la formulation, Folicur®, dans les
travaux de Kreutz et al. [2008] et Toni et al. [2011], peut expliquer la plus grande toxicité
observée dans ces deux études. Les concentrations toxiques trouvées sont de toute facon plus
importantes que la concentration d’application utilisée dans 1’agriculture. Le tébuconazole ne
devrait donc pas causer la mort des poissons sauf a la suite d’accidents. Un autre parametre
important est le devenir du pesticide dans le poisson et notamment sa possible
bioaccumulation. La encore, les études sont especes specifiques : le temps de demie-vie du
tébuconazole chez le poisson zébre est de 24 jours et le temps nécessaire pour éliminer 95%
de la concentration maximale est de 105 jours [Andreu-Sanchez et al., 2012] tandis que chez
la truite arc-en-ciel juvénile, le ty, est de 1 jour [Konwick et al., 2006]. Le facteur de

bioconcentration (BCF = Concentration organisme/Concentration ¢, a 1’état d’équilibre) trouvé
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par Andreu-Sanchez et al. [2012] est relativement modéré (38,80 L.kg™). Des études plus
poussées ont montré I’'impact du tébuconazole sur le métabolisme énergétique de Daphnia
magna [Sancho et al., 2009], avec une diminution des réserves énergétiques (glycogene et
surtout lipides) et un ralentissement du taux d’ingestion, d’autant plus importantes que la
concentration en tébuconazole est forte. Méme si ce fongicide ne présente qu’une toxicité
aigue relativement modérée pour cet organisme, des facteurs de risque a long terme pourraient
donc exister en cas de contamination chronique. Des effets relativement similaires ont été
observés chez la carpe avec de fortes perturbations du processus oxydatif et des modifications
du métabolisme des protéines et des sucres [Toni et al., 2011].

L’impact du tébuconazole sur des champignons aquatiques, considérés comme non
cibles, a été également étudié [Dijksterhuis et al., 2011]. Les valeurs de NOEC (No Observed
Effect Concentrations) obtenues sont relativement faibles pour certaines souches : par
exemple, 0,008 mg.L™" pour Cryptococcus flavescens ou Trichoderma hamatium. Ces
champignons, qui jouent un role clef dans la décomposition et le recyclage des nutriments,

pourraient donc étre gravement affectés sur le long terme.

De nombreux auteurs se sont également intéressés a I’impact du tébuconazole sur les
communautés microbiennes du sol. Les résultats obtenus sont assez contradictoires :
Strickland et al. [2004] et Bending et al. [2007] n’observent aucun effet sur la biomasse
microbienne aprés addition du tébuconazole & une concentration de 1 et 5 mg.kg™
respectivement, tandis que Cycon et al. [2006] ne trouvent une réduction de cette biomasse
qu’aprés ajout d’une forte concentration (270 mg.kg™) et Munoz-Leoz et al. [2011] en notent
une, systématique, dés addition de 5 mg.kg™ de tébuconazole, avec une diminution d’autant
plus importante que la concentration en tébuconazole est forte. Ces résultats peuvent
s’expliquer par des types de sol et des protocoles expérimentaux utilisés différents: mode
d’épandage, utilisation de la molécule active ou de la formulation du tébuconazole...
Plusieurs indicateurs de I’activité microbienne ont également été suivis aprés exposition:
I’activité déshydrogénase (DHA) a été stimulée par le fongicide sans effet de la dose de
tébuconazole appliquée dans I’étude de Herrero-Hernandez et al. [2011] alors que cette
activité a diminué de 10% par rapport au sol contrdle non traité aprés un mois d’incubation
pour Bending et al. [2007] ; les activités uréase, arylsulfatase, B-glucosidase et phosphatase
alcaline, jouant respectivement un role clef dans les cycles de I’azote, du soufre, du carbone et

du phosphore, ont été fortement inhibées (diminution moyenne de 1’activité au bout de 90
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jours de 93, 87, 69,5 et 49% respectivement par rapport au contrdle) et ce des une
concentration de 5 mg.kg™, indiquant un impact sévére sur les communautés microbiennes
[Munoz-Leoz et al., 2011]. Cet effet sur le cycle de ’azote a également été observé par Cycon
et al. [2006], avec notamment une inhibition marquée de la nitrification (étape la plus
importante dans les sols) suite a I’application du fongicide, puis un retour a des valeurs
voisines de celles obtenues dans les contrdles lorsque le tébuconazole a disparu ou n’est plus
bioaccessible [Munoz-Leoz et al., 2011]. Ces effets pourraient également s’expliquer par
’effet de ce fongicide sur la diversité et la structure globale des communautés microbiennes.
Si Bending et al. [2007] n’ont pas observé d’effet sur ce parametre, a part un léger impact sur
les protozoaires, Cycon et al. [2006] ont noté une forte diminution du nombre de
champignons pendant les 14 premiers jours d’incubation concomitante avec une forte
augmentation des bactéries hétérotrophes, stimulées sans doute par le relargage de nutriments
et de sources d’énergie par les champignons morts. Ce changement dans la structure des
communautés fongiques, mais aussi dans leurs fonctions (diminution de 1’efficacité des
enzymes extracellulaires responsables de la dégradation de la matiére organique), a également
été souligné par Artigas et al. [2012] lors d’études sur les communautés dégradantes de la
litiere de feuilles. Une diminution moyenne de 29% de la biomasse fongique et de 19% de la
biomasse bactérienne a été observée pour les feuilles d’aulne et de peuplier dans I’eau.
Cependant la réponse de ces communautés differe en fonction de la qualité de la litiere. Il
semble donc que le tébuconazole puisse avoir un impact fort, mais transitoire, sur les

communautés microbiennes du sol.

Le tébuconazole est un fongicide largement utilisé a [’échelle mondiale. Etant
relativement persistant dans les différents compartiments de [’environnement, il peut
constituer un risque écologique malgré sa faible mobilité dans les sols. Le tébuconazole est
cependant tres souvent détecté dans les influents et effluents de nombreuses stations
d’épurations européennes. Sa biodégradabilité est trés faible méme Si quelques souches
bactériennes et fongiques ont été montrées comme capables de biotransformer efficacement
ce fongicide. Soupconné d’étre un perturbateur endocrinien, il montre également un impact

important sur les microorganismes aquatiques et terrestres, notamment a long terme.
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Impact de la formulation et de ’utilisation de
cocktails de pesticides sur leur devenir

L’amélioration de I’efficacité des pesticides vis-a-vis de la cible visée est passée par
différentes étapes dont le développement de formulations plus adaptées, avec des adjuvants
permettant une meilleure stabilité chimique des matiéres actives [Foy et Pritchard, 1996] mais
surtout une augmentation de la dispersion et de 1’adhésion des gouttelettes de spray sur la
surface végétale, une plus grande facilité pour la pénétration dans les cellules, et la limitation
des effets de « drift » lors de 1’épandage. Ces adjuvants peuvent, suivant les utilisations, étre
présents dans la formulation commercialisée (on parle alors d’additifs de formulations) ou
bien méme étre ajoutés juste avant 1’épandage (« Tank mix » adjuvants) [Nobels et al., 2011].
La plupart des études sur I’effet des adjuvants porte sur ’amélioration des propriétés de la
matiére active en leur présence en termes d’efficacité et de rendement de production. Par
contre, trés peu d’études s’intéressent a leur toxicité et a leur devenir dans I’environnement,
ou a leur impact sur le comportement environnemental de la matiére active. La nouvelle
directive Européenne (EG) 1107/2009, mise en place en juin 2011, vise a développer les
connaissances sur 1’(éco)toxicologie de ces adjuvants et donc a les intégrer dans I’évaluation
des risques globaux du produit phytosanitaire. De méme, dans un autre cadre, la directive
REACH (Enregistrement, évaluation, autorisation et restriction des produits chimiques) a
pour objectif d’assurer un niveau élevé de protection de la santé humaine et I'environnement
contre les risques que peuvent poser les produits chimiques, en général. A terme, via ces deux

réglementations, certains de ces additifs pourraient donc étre interdits.

Plus récemment, I’application de mélanges de pesticides formulés de maniere
simultanée ou séquentielle rapprochée, s’est généralisée afin d’améliorer 1’efficacité visée en
élargissant le spectre d’action et d’organismes ciblés mais aussi en réduisant le dosage de
chaque pesticide appliqué [Li et al., 2008], et le cott d’épandage. Plusieurs travaux ont mis en
évidence cette efficacité renforcée lors d’une application combinée de deux (ou plusieurs)
herbicides ou fongicides. Par exemple, Matthies et Buchenauer [2000] ont noté lors d’études

au champ, que des applications simultanées de Folicur® (tébuconazole) et Sportak®

49



Etude bibliographique

(prochloraz) diminuaient de maniére beaucoup plus efficace le développement de la fusariose
et donc augmentaient le rendement en blé (~ + 30%) que chaque fongicide seul (+ 22% pour
Folicur® et + 17% pour Sportak®). De méme, la mésotrione, trés efficace contre les
adventices dicotylédones, ne 1’est pas contre les graminées. Un herbicide plus actif contre ces
derniéres (nicosulfuron) est utilisé en combinaison avec la mésotrione afin d’assurer un
contrble suffisamment efficace [Grzegorz et al., 2011]. Ainsi des mélanges en cuve de la
mésotrione et du nicosulfuron peuvent améliorer le contrdle des dicotylédones et de plusieurs
espéces de graminées annuelles en une seule application [Whaley et al., 2006]. D’autres
combinaisons de la mésotrione avec différents herbicides permettent d’élargir le spectre
d’action du traitement attendu ; par exemple, des mélanges de mésotrione et d’atrazine ont
permis d’obtenir des effets synergiques sur différents adventices comme I’amarante a racine
rouge (sensible ou résistante aux triazines) [Creech et al., 2004 ; Hugie et al., 2008]. Ce
cocktail a augmenté le taux de nécrose des tissus par rapport a la progression plus lente des

symptomes de blanchiment normalement associés a la mésotrione seule [Armel et al., 2005].

Si les ¢tudes sur le devenir d’un pesticide donné dans différentes conditions
environnementales, et sur son impact potentiel sur divers organismes non-cibles se sont
multipliées, la prise en compte des pratiques agricoles réelles, a savoir 1I’épandage de
mélanges de composés comprenant diverses matiéres actives et adjuvants (souvent des

tensioactifs mais pas uniquement), ne fait qu’émerger dans la littérature scientifique.

En effet, si I'un des objectifs visés de ces différentes approches est de diminuer les
doses appliquées de chaque matiére active, ces « nouveaux » procedés conduisent a
I’existence d’une multi-contamination des sols, le comportement de chaque pesticide
individuellement pouvant étre grandement affecté par la présence des autres. Par exemple, les
tensioactifs des formulations peuvent avoir des interactions complexes avec les contaminants
déja présents dans le sol, en augmentant leur solubilité et en agissant en tant que catalyseurs
durant les processus de dégradation du fait de leurs propriétés de surface spécifiques [Haigh,
1996]. Ainsi de nombreux effets synergiques, antagonistes, compétitifs peuvent exister dans
ces conditions et influer sur le devenir et I'impact de chaque composé isolé. La
comprehension des interactions possibles entre les constituants du mélange et le milieu
environnemental, qu’il s’agisse simplement d’effets physico-chimiques (par exemple
compétition pour des sites d’adsorption du sol) mais aussi d’impact sur ’abondance et la

diversité de populations microbiennes du sol ou sur des réactions enzymatiques spécifiques
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est donc indispensable pour avoir une bonne vision d’ensemble et plus réaliste du devenir de
pesticides aprés leur application. A ce jour, peu d’études comparant le comportement d’un
pesticide donné dans un environnement donné  (dissipation, biodégradation,
photodégradation), seul ou en mélange, ont été publiées, qu’il s’agisse de comparaisons
matiere active pure et matiere active formulée ou pesticide seul et en mélange, si ce n’est dans

le domaine de la toxicité.

Remarque : 1l faut souligner qu’il n’est pas toujours facile de trouver la littérature
correspondante, car peu d’auteurs indiquent dans les mots clefs les termes « mélanges » ou
« combinaison », préférant citer chaque pesticide étudié. De plus, nous n’avons retenu que
les publications comparant matiere active et mélanges et pas celles portant directement sur
des essais avec des mélanges. Quoi qu’il en soit, cette partie ne se vante pas d’étre
exhaustive.

I. Impact de la formulation et des adjuvants

Les pesticides sont communément épandus sous forme de formulations, ce qui permet
d’avoir des dosages plus importants en matiere active, aussi bien en phase liquide que solide
[Beigel et al., 1999], ces formulations pouvant également étre mélangées avec des adjuvants
dans la cuve de préparation juste avant 1’épandage pour améliorer 1’efficacité du pesticide.
Tous ces additifs peuvent influer sur la dégradation des pesticides en modifiant leur
biodisponibilité : par exemple, certains surfactants améliorent la solubilité apparente de
composés peu solubles dans 1’eau et réduisent leur adsorption sur le sol [Haigh, 1996] ou
évitent une importante volatilisation du pesticide [Swarcewicz et al., 1998]. lls peuvent aussi
influer sur la photodégradation, en activant ce processus, car ils assurent une meilleure
répartition et adhésion sur les feuilles de plantes. Ainsi Ter Halle et al. [2010] ont montré que
la mésotrione et le nicosulfuron formulés avaient des temps de demie-vie beaucoup plus
courts a la surface de films de cire que les matiéres actives seules, les additifs de la

mésotrione étant beaucoup plus photoinducteurs que ceux du nicosulfuron (Figure 29).
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Figure 29 : Disparition photochimique (A) de la mésotrione et (B) du nicosulfuron purs (%) et
formulés (O) (d’aprés Ter Halle et al., 2010)
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Par contre, des études sur la dégradation et 1’évolution en termes de résidus liés d’un
fongicide pur et formulé appartenant a la famille des triazoles, le triticonazole, dans les sols
n’ont pas montré de différences significatives [Beigel et al., 1999]. Aux doses agronomiques,
la biodisponibilit¢ de ce fongicide n’est pas affectée, ni la croissance et I’activité des
microorganismes du sol. Il faut augmenter les dosages de maniére importante pour observer de

fortes modifications (diminution) dans la minéralisation de ce composé [Charnay et al., 2000].

Les adjuvants peuvent étre classés en trois grandes catégories majoritaires: les
surfactants, les solvants et les composés synergiques (Figure 30) [Nobels et al., 2011].
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Figure 30 : Présentation des trois grandes classes d’adjuvants. AEO : Ethoxylates d’alcool ;
ANEO:s : Ethoxylates d'alkylamine ; APEOs : Ethoxylates d’alkylphénol ; FEO : Ethoxylates d’acides gras
(d’apres Nobels et al., 2011)

Plusieurs travaux ont suivi la dissipation de pesticides dans les sols en présence
d’adjuvants appartenant a ces différentes classes. Toutes ont montré une absence d’effet
[Kucharski et Sadowski, 2009 ; Swarcewicz et Gregorczyk, 2013] ou une persistance accrue de
la matiére active, mais variable, suivant le type d’adjuvants présent. Ce dernier phenoméne est

considéré suivant les auteurs:

e comme un effet positif : meilleure efficacité vis-a-vis de la cible [Ryckaert et al.,
2007], diminution de la vitesse de dissipation dans les sols et donc limitation de 1’écoulement
vers les nappes phréatiques [Kucharski et Sadowski., 2011] ou de la volatilisation (cas du

fongicide trifluraline) [Swarcewicz et al., 1998] ;
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e comme un effet négatif : augmentation des résidus de fongicides sur le plant de blé ou
de laitue, méme jusqu’a 4 semaines apres I’application [Ryckaert et al., 2007], d’ou un risque
accru de contamination du consommateur [Nobels et al., 2011].

La composition des adjuvants peut ainsi avoir un impact faible ou considérable sur la
persistance des pesticides dans le sol. Par exemple, les alcools polyéthoxylés ont des effets plus
faibles (voire nuls) par rapport aux huiles méthylées [Beigel et al., 1999 ; Kucharski et
Sadowski., 2009]. Les hypothéses pour expliquer cette dissipation généralement ralentie de la
matiere active de pesticide sont :

e soit une augmentation de I’effet toxique. Plusieurs études ont montré le caractere
toxique de ces adjuvants. Ainsi ceux présents dans plusieurs formulations du glyphosate, en
particulier les alkylamines polyéthoxylées, ont defié la chronique en se révelant beaucoup plus
toxiques que la matiere active aussi bien sur des organismes aquatiques [Giesy et al., 2000 ;
Howe et al., 2004 ; Brausch et Smith, 2007] que sur des cellules humaines [Benachour et
Séralini, 2009 ; Mesnage et al., 2012]. La difficulté réside dans le fait que la plupart des
composés ne déclenche pas I’induction d’un seul mécanisme spécifique d’action dans
I’organisme, mais une combinaison de voies conduisant a une certaine toxicité. I peut donc

étre difficile de catégoriser les composeés suivant leur effet [Nobels et al., 2011],

e soit une augmentation de 1’adsorption et donc une diminution de la biodisponibilite,

en particulier pour les dérivés des huiles [Swarcewicz et Gregorczyk, 2013].

Une seule publication montre une diminution du temps de latence et une augmentation
de la dissipation en présence de Tween-20. Il s’agit d’'un mélange d’atrazine et de bentazone
formulées, auquel est rajouté ce surfactant [Li et al., 2008]. Si I’adjuvant n’a aucun effet sur
I’atrazine, la dégradation de la bentazone, elle, est accélérée. Les auteurs proposent un effet

boostant de I’adjuvant sur les populations microbiennes bentazone-dégradantes du sol.

Il. Impact des mélanges de pesticides sur leur devenir et leur

toxicité

L’épandage de mélanges de pesticides (ou cocktails) est devenu une pratique agricole

courante permettant une économie de colt (matiéres actives et épandages) tout en augmentant
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I’efficacité sur les cultures. Cependant, peu d’études prennent en compte ces nouvelles pratiques,
et en particulier les interactions possibles et I'impact d’un pesticide sur le devenir

environnemental d’un autre.

I1.1.  Impact sur les processus de photodégradation

Ter Halle et al. [2010] ont comparé le comportement photochimique de la mésotrione
et du nicosulfuron (herbicide de la famille des sulfonylurées) formulés, seuls ou en mélange
sur un film de cire représentant la surface des feuilles. Les auteurs ont pu mettre en évidence
une forte accélération de la photodégradation des deux herbicides formulés en mélange

(Tableau 1). Deux hypothéses sont proposées pour expliquer ces résultats:

e la teneur en adjuvants par rapport a une matiere active donnée est deux fois plus
importante dans le mélange, ces additifs permettant une meilleure répartition de la matiere

active sur la feuille et donc une meilleure exposition a la lumiere ;

e [’effet photosensibilisateur d’une matiére active sur I’autre, la mésotrione pouvant
former des états triplets réactifs pour le nicosulfuron et ce dernier étant plus susceptible de

former des radicaux hydroxyles qui attaqueraient la mésotrione.

Tableau 1 : Temps de demie-vie de la mésotrione et du nicosulfuron formulés,
seuls ou en mélange

Temps de demie-vie (h)
Mésotrione formulée 22+0,1
(Mésotrione + Nicosulfuron) formulés 09+0,3
Nicosulfuron formulé 32,3+25
(Nicosulfuron + Mésotrione) formulés 21,3+1

1.2, Impact sur les processus de biodégradation par des

communautés mixtes

La recherche de consortia microbiens, capables de dégrader des mélanges de
pesticides appartenant a différentes familles chimiques et donc utilisables en bioremédiation,
a poussé certains groupes a comparer leur efficacité vis-a-vis de différents mélanges, dans des

conditions de culture définies.
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Les effets observés sont trés variables suivant les molécules en présence et leurs
concentrations relatives. Grigg et al. [1997] se sont intéressés a la biodégradation de ’atrazine
seule et en mélange binaire avec d’autres herbicides de la méme famille (simazine et
cyanazine) ou d’autres herbicides « co-contaminants » appartenant a des familles chimiques
différentes (alachlore, métolachlore, trifluraline) par une culture mixte minéralisant 1’atrazine.
La disparition de I’atrazine, ainsi que la formation de son métabolite, 1’hydroxyatrazine, ne
sont pas affectées de maniere significative par la présence d’un autre pesticide, qu’il s’agisse
d’une triazine ou non. Par contre, le mélange avec deux « co-contaminants » ou trois entraine
une augmentation de la demie-vie de I’atrazine allant jusqu’a plus de trois fois celle observée
pour ’atrazine seule (Tableau 2).

Tableau 2 : Temps de demie-vie de I’atrazine en présence d’autres herbicides co-contaminants
par une culture mixte microbienne dégradant I’atrazine

Temps de demie-vie (jours)
Pas de co-contaminant 1,0
alachlore + métolachlore 1,4
métolachlore + trifluraline 2,0
alachlore + trifluraline 2,3
alachlore + métolachlore + trifluraline 3,6

Il faut noter que dans les mélanges binaires avec les autres triazines, si la
biodégradation de I’atrazine n’est pas affectée, celle de la simazine, de structure trés proche
de celle de I’atrazine, est fortement ralentie et celle de la cyanazine est accélérée, méme si ses
métabolites persistent aussi longtemps avec le mélange ou I’herbicide seul. La réponse

microbienne est donc tres spécifique.

Pino et Penuela [2011] ont, eux, évalué la capacité d un consortium microbien, isolé a
partir de sol trés pollué, a dégrader simultanément deux insecticides, le méthylparathion et le
chlorpyrifos, en culture liquide dans un but d’utilisation en bioremédiation. IlIs ont montré que
si ce consortium dégradait chacun des pesticides individuellement totalement en 5 jours
d’incubation, le taux de dégradation diminuait fortement dans ce méme temps lorsqu’ils
étaient en mélange: 72% pour le méthylparathion et 39% pour le chlorpyrifos. Cet effet
inhibiteur pourrait s’expliquer soit par un effet compétitif des microorganismes vis-a-vis des

nutriments présents, soit par une augmentation de toxicité liée a la présence/ ’accumulation
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d’un métabolite toxique. Le TCP (3,5,6-trichloro-2-pyridinol), métabolite du chlorpyrifos a
effectivement montré une plus forte toxicité que la molécule parent et pourrait expliquer le
phénomeéne observé. Cependant, 1’addition de glucose dans le milieu a permis la dégradation

compléte des pesticides en mélange en 5 jours.

1.3,  Comparaison de la dissipation d’un pesticide seul ou en

melange dans les sols

Les ¢études de dissipation d’un pesticide donné, seul ou en mélange, dans le sol ont

montré, suivant les publications, un effet positif, négatif ou pas d’effet sur sa persistance.

Quelques auteurs [Stojanovic et al., 1972 ; Ogunseitan et Olson, 1993] ont montré
qu’en mélange ou en présence d’un métabolite, les pesticides étaient plus facilement dégradés
qu’individuellement, les microorganismes ayant alors une variété de substrats et de sources de
carbone potentielles plus importante. White et al. [2010] ont étudié I’effet sur la cinétique de
dégradation du métolachlore (DTso = 56 jours) de différents fongicides : tébuconazole,
flutriafole, chlorothalonile et cyproconazole. La vitesse de dégradation est accéléree en
présence des fongicides de la famille des azoles, notamment avec le tébuconazole (Figure 31)
tandis qu’elle est fortement ralentie en présence de chlorothalonile (DTso = 99 jours). Les
auteurs ont propose gque dans ce dernier cas, la disparition plus lente du métolachlore était liée

a un mécanisme commun de métabolisme de ces deux molécules et donc a un effet de

competition.
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Figure 31 : Régression linéaire du métolachlore restant dans (a) le sol t¢émoin et (b) un sol traité
avec le tébuconazole (d’aprés White et al., 2010)

D’autres ont plutot observé une absence d’effet significatif: pas de changement de

vitesse de dégradation seul ou en mélange pour I’isoproturon et le chlorothalonile dans un sol
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« biomixé » (type Biobac®) [Fogg et al., 2003], le chlorpyrifos et le chlorothalonile [Chu et
al., 2008] et pas d’influence du S-métolachlore sur la minéralisation de I’atrazine par

Pseudomonas sp. ADP [Viegas et al., 2012].

Cependant, tout dépend des conditions, du type de sol mais aussi des concentrations
des pesticides en présence ou de leur nature. Par exemple, Fogg et al. [2003], qui n’ont pas
trouvé de différence significative sur les vitesses de dégradation de I’isoproturon et du
chlorothalonile seul ou en mélange dans un sol de Biobac®, ont observé un effet inhibiteur du
mélange dans un sol de surface, allongeant le temps de demie-vie de I’isoproturon de plus de
4 fois (T12 = 18,5 jours pour I’isoproturon seul et 71,5 jours pour I’isoproturon en mélange).
Chu et al. [2008] n’ont pas observé d’influence du chlorothalonile sur la dégradation du
chlorpyrifos alors qu’une forte inhibition a été rapportée par Singh et al. [2002]. Un effet de
concentration semble étre a I’origine de cette différence, Chu et al. ayant travaillé avec une
concentration dix fois plus faible. Nous pouvons également citer les travaux de Swarcewicz et
Gregorczyk [2012], qui ont étudié I'influence de différents pesticides sur la dégradation de la
pendiméthaline (herbicide) dans deux sols de texture différente (sableux et argileux). Les
effets sont trés similaires dans les deux sols : aucune influence sur la vitesse de disparition de
la pendiméthaline (T, = 26,9 jours) en présence de métribuzine (herbicide) ou de
thiaméthoxame (insecticide) mais une inhibition significative avec le mancozébe (fongicide)
(T12 = 46,1 jours) et trés forte avec le mélange (mancozébe + thiaméthoxame) (T, = 62,2
jours). Le mancozébe pourrait détruire les champignons du sol et soit éliminer les
Mmicroorganismes dégradants, soit perturber I’écosystéme microbien global. Le méme type

d’effet avait été observé avec une persistance accrue du linuron en présence d’un fumigateur

(Vorlex®) [Smith, 1982].

Il n’est donc pas facile de tirer des conclusions : il semble cependant qu’un effet
inhibiteur soit le plus souvent décrit avec des phases de latence [Li et al., 2008] et des temps
de demie-vie plus longs, des taux de minéralisation moins importants [Karanth et al., 1984]
dans le cas de mélange par rapport au pesticide seul, entrainant une persistance plus longue
des pesticides individuels. Joly et al. [2012] ont étudié I’effet de la combinaison de la
mésotrione avec le S-métolachlore formulés sur leur biodégradation respective dans un sol de
Limagne. S’il n’y a pas d’effet significatif sur le S-métolachlore, le mélange a fortement
augmenté la persistance de la mésotrione, en particulier a 10 fois la dose agronomique (Figure
32).
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Figure 32: Dissipation de la mésotrione (en noir) et du S-métolachlore (en gris) appliqué a 10 x FR, seuls
(symboles évidés) ou en «cocktail» (symboles pleins) dans des microcosmes de sol de Limagne

(d’apreés Joly et al., 2012)

Kaufman et al. [1970] avaient déja montré une inhibition du métabolisme
biodégradatif des phénylcarbamates en présence de méthylcarbamates dans les sols par un
mécanisme competitif vis-a-vis des hydrolases spécifiques. D’autres arguments ont été mis en
avant pour expliquer cette diminution de la biodégradation de chaque pesticide du mélange :
inhibition non compétitive pour un melange atrazine et bentazone [Li et al., 2008], toxicité
accrue des deux pesticides en mélange ou apparition d’une toxicité¢ liée a la formation de
métabolites [Karanth et al., 1984 ; Tejada, 2009]. Quelques exemples de mélange ternaires de
pesticides ont conduit a des conclusions similaires. Krishna et Philip [2011], qui ont suivi la
biodégradation de trois pesticides (lindane, méthyl parathion, et carbofurane) dans des
réacteurs de sols submergés et aérés, ont observé une diminution du pourcentage de
dégradation pour tous lorsqu’ils sont en mélange. Leur hypothése est que cette baisse
d’efficacité est liée au nombre moins important de microorganismes spécifiques pour la

dégradation de chacun d’entre eux, donc une inhibition compétitive.

De nombreuses interactions peuvent donc exister, incluant I’impact d’un des pesticides
(surtout dans le cas de fongicides) sur la composition et la taille de la communauté
microbienne du sol, des effets sur des enzymes spécifiques inhibant des processus tels que la
nitrification ou a des effets physico-chimiques comme la compétition pour des sites

d’adsorption [Jafvert et al., 1990 ; Xing et al., 1996], rendant plus ou moins biodisponible
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I’un ou I'autre des pesticides du mélange. Ce dernier point, qui peut étre majeur en fonction
des caractéristiques des sols et de la structure chimique de la molécule, a fait I’objet de
quelques études spécifiques. En effet, il est connu que les processus d’adsorption gouvernent
directement la mobilité ou le piégeage d’un pesticide, mais ils influent également sur la
biodégradation en rendant le pesticide plus ou moins biodisponible. La toxicité directe des
pesticides et/ou de leurs métabolites peut également étre modulée par ces phénomenes.
Martins et Mermoud [1998] ont plus particulierement étudié les interactions entre adsorption
et biodégradation sur quatre herbicides nitro-aromatiques. lls ont montré une forte
modification des isothermes d’adsorption de trois des quatre composés étudi€s lorsqu’ils sont
en mélange, qui deviennent non-linéaires avec une adsorption plus faible, sans doute a cause
de l’effet de compétition pour les sites (Figure 33). Seul le 2,4-dinitrophénol (DNP) se
comporte de maniere similaire qu’il soit seul ou en mélange, ce qui suggere qu’il est le

responsable principal de I’adsorption compétitive.
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Figure 33 : Isothermes d’adsorption de quatre herbicides aromatiques nitrés, seuls ou en mélange sur des
suspensions de sols alluviaux (rapport sol / solution = 1/2). 2,4DNP : 2,4-dinitrophénol, DNOC : 2-méthyl-
4,6-dinitrophénol, DNSB : Dinoseb, DNTB : Dinoterb (d’aprés Martins et Mermoud, 1998)

Une augmentation des vitesses de biodégradation a également été observée dans le
mélange, contrairement aux herbicides seuls, sauf pour le DNP. Ces résultats semblent
confirmer le réle primordial des processus d’adsorption, la plus faible immobilisation des

pesticides dans ce mélange rendant ces molécules plus biodisponibles.
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Une autre explication pour la modulation des cinétiques de biodégradation dans le cas
de mélange est liée a la toxicité accrue de deux molécules par rapport a une seule.

I1.4. Impact sur la toxicité vis-a-vis de différents organismes

Afin de prédire la réponse toxicologique d’un mélange de substances chimiques, deux
approches différentes ont été développées: l'addition des concentrations (CA) et le modéle de
I’action indépendante (IA) ou addition des réponses. Les deux modéles sont applicables
respectivement sur des composés chimiques ayant le méme mode d'action ou avec des modes

d'action différents.

La premiere approche (CA) est basée sur I’idée que les composés d’un mélange ont un
site d’action commun et qu’un composé peut servir de dilution aux autres, ce qui veut dire
que l’effet peut €tre obtenu en remplagant un composé chimique par un autre totalement ou
partiellement par la méme quantité d’un autre composé ayant la méme efficacité/toxicité
[Berenbaum, 1985]. Ainsi, les concentrations de toutes les substances toxiques peuvent étre
additionnées pour obtenir une valeur prédictive de la toxicite. Selon ce modele, la
concentration totale d'un mélange ayant un certain effet devrait étre calculée selon I'équation

suivante :

ou ECxnix est la concentration totale du mélange qui provoque un effet x, Pi indique la
proportion du composant i dans le mélange, et ECx; indique la concentration du composant i
ayant un effet x [Faust et al., 2000 ; 2001].

La notion d'action indépendante (1A) a été développée par Bliss [1939]. Ce modele
suppose que les différentes substances provoquent un courant intégrant 1’effet biologique (par
exemple, la mort). Chaque substance agit de maniere totalement indépendante dans
l'organisme [Altenburger et al., 2000]. Par conséquent, la réaction du mélange est calculée
comme une combinaison d'effets et non pas en tant que somme des concentrations [Faust et
al., 2003; Backhaus et al., 2004].

Cependant, ces modeles ne se sont pas toujours révélés en accord avec les données

expérimentales obtenues, suivant le type de pesticides présent dans le mélange ou le
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compartiment environnemental étudié. Par exemple, une étude menée avec des pesticides
utilisés dans la préservation du bois par mesure des LCso sur ’amphipode Gammarus pulex a
montré qu’a des concentrations environnementales, les fongicides propiconazole et
tébuconazole ne sont pas toxiques, le 3-iodo-2-propynyl-butylcarbamate (IPBC, fongicide) est
modérément toxique, et la cyperméthrine (insecticide = pyréthroide) est extrémement toxique
[Adam et al., 2009]. Soumis a un mélange simulé d'une solution commerciale de ces quatre
composés (18,2% de cyperméthrine, 45,8% de propiconazole, 17,2% de tébuconazole et
18,8% d’IPBC), la toxicité globale observée est équivalente a celle du composé le plus
toxique (cyperméthrine) méme si il est minoritaire dans le mélange. Les modeles CA et 1A
prédisent tres bien les résultats obtenus. Par contre, lorsque ces organismes ont été soumis au
véritable mélange commercial contenant ces mémes pesticides mais aussi des solvants et des
adjuvants, les effets toxiques étaient nettement plus éleveés et plus du tout previsibles par les
modeles, ces derniers sous-estimant fortement la toxicité observée. Il est donc difficile de tout

prendre en compte.

De nombreuses études toxicologiques ou d’impact des mélanges, trés souvent binaires,
ont été publiées, sur différents organismes isolés ou écosystemes. Nous ne présenterons ici
que quelques exemples dans diverses catégories en lien avec les pesticides étudiés lorsque
c’est possible, les résultats obtenus étant dépendants des molécules, des conditions, de la

facon d’appréhender la toxicité mais surtout de I’organisme testé.

Une grande enquéte recensant les diverses activités en matiére de santé humaine sur
les mélanges de composés chimiques, au sens large, avait montré dés 1998, I’intérét de
prendre en compte la présence de multi-contaminants dans notre environnement [Feron et al.,
1998]. Des études plus ciblées sur les effets cytogénétiques, génotoxiques ou liés au
développement, en particulier d’insecticides seuls ou en mélange, ont montré de possibles
effets synergiques entre composés, conduisant par exemple a des taux d’anomalies
chromosomiques chez le rat fortement augmentés [Karabay et Oguz, 2005 ; Scherholz de
Castro et Chiorato, 2007].

La réponse est parfois liée a I’organisme testé mais dépend aussi de la structure
chimique fine des pesticides mélangés. Ainsi, la toxicité de différents insecticides
organophosphorés (chlorpyrifos, méthylparathion, diazinon) est fortement augmentée en

présence d’atrazine a partir d’'une concentration supérieure a 40 pg/L chez Hyalella azteca
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(amphipode d'eau douce) alors qu’aucune différence significative n’est observée chez Musca
domestica (mouche domestique) [Anderson et Lydy, 2002], ni chez les macroinvertébrés
décomposeurs de feuilles [Rasmussen et al., 2012]. Le tébuconazole, lui, a doublé la toxicité
de la cyhalothrine (insecticide) chez ’abeille (la toxicité du mélange étant plus grande que la
somme des toxicités des deux pesticides seuls) mais n’a pas changé celle de I'a-
cyperméthrine (insecticide de la méme famille des pyréthroides) [Thompson et Wilkins,
2003]. La méme absence d’effet sur la toxicité a été observée avec Daphnia magna pour le
mélange tébuconazole + a-cyperméthrine alors qu’un effet synergique fort a été observé avec
I’époxiconazole et le propiconazole, deux autres fongicides de la famille des triazoles
[Norgaard et Cedergreen, 2010]. Les combinaisons de pesticides peuvent donc avoir parfois
des effets tres importants, mais qui ne sont pas forcément liés a la co-présence de deux
pesticides. Relyea [2004] a comparé I’effet de différents mélanges binaires de pesticides sur la
survie de différentes especes d’amphibiens, avec ces mémes pesticides seuls a une fois et
deux fois la dose du mélange afin de vérifier que I’effet observé n’était pas lié a une
exposition a une concentration deux fois plus forte de pesticides. Dans aucun des cas, il n’a
observé une mortalité plus forte avec le mélange des pesticides qu’avec le doublement de la

dose d’un pesticide seul.

Quelques ¢tudes ont également porté sur I'impact de mélanges de pesticides sur les
communautés microbiennes du sol, en étudiant différents parameétres : impact sur les
différentes populations (bactéries, champignons...) [Chu et al., 2008], sur certaines activités
enzymatiques spécifiques (déshydrogenase, phosphatases, chitinase, arylsulfatase, ...)
[Tejada, 2009 ; Saison et al., 2009 ; Srinivasulu et Rangaswamy, 2013]. Les effets sont
variables suivant le type de sol et le critére évalué et ne sont souvent que transitoires, visibles
peu apres 1’épandage, un phénomene de résilience étant observé a plus long terme [Saison et
al., 2009] pouvant étre lié a la biodégradation des pesticides [Tejada, 2009]. Les mélanges
sont cependant plut6t plus toxiques que les pesticides seuls : ¢’est le cas : (i) pour le cocktail
(glyphosate + diflufenican) sur la biomasse microbienne et donc sur les activités
enzymatiques (déshydrogenase, uréase, -glucosidase, phosphatase et arylsulfatase) [Tejada,
2009] ; (ii) pour le mélange (chlorpyrifos + chlorothalonile) sur les populations bactériennes,
fongiques et d’actinomycetes avec des diminutions de 55, 79 et 86%, respectivement, un jour
apres 1’addition, par rapport au contréle contenant juste le chlorpyrifos. Cependant, dans

certains cas, les activités enzymatiques du sol étudiées sont augmentées. Par exemple,
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Srinivasulu et Rangaswamy [2013] ont noté une stimulation de 1’activité myrosinase, enzyme
qui hydrolyse les glucosinolates en D-glucose, et de I’activité arylamidase, impliquée dans la
minéralisation de 1’azote, en présence de mélange insecticide + fongicide (monocrotophos +

mancozeb ou chlorpyrifos + carbendazime).

En conclusion, la présence de mélanges de composés chimiques, qu’ils s’agissent de
différents pesticides épandus en cocktails ou d’une matiere active avec ces additifs et
adjuvants (formulations), peut fortement influer sur le devenir et la toxicité d’un composé
individuel en jouant sur différents processus : photodégradation, adsorptions compétitives
rendant plus biodisponible un composé par rapport a un autre, inhibition ou toxicité vis-a-vis
d’une enzyme dégradante ou jouant un role majeur dans le cycle de vie de I’écosysteme donc
influant sur la biodégradation... Les quelques études publiées montrent la complexité de
[’étude de I'impact de ces melanges sur leur biodégradation et leur toxicitée. Il est cependant
primordial de prendre en compte ces mélanges complexes produits par les systéemes de
culture conventionnels et présents dans les eaux de surface, exutoires des agro-systemes pour

une évaluation des risques globaux des pesticides.
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Matériels et méthodes

Geénéralitées

I. Composés chimiques

La mésotrione, ainsi que ses metabolites décrits dans la littérature (MNBA et AMBA)
nous ont été gracieusement fournis par la société Syngenta Crop Protection. Le tébuconazole
est commercialisé par Sigma-Aldrich (Pestanal®). Le Callisto® (formulation contenant la
mésotrione a 100 g/L) et le Balmora® (formulation contenant le tébuconazole a 250 g/L) nous
ont été donnes par J. Devedeux, Professeur d’Agronomie, au Lycée agricole Louis Pasteur
(Site de Marmilhat, 63370 Lempdes). Le triméthylsilylpropionate de sodium tétradeutéré
(TSPd,), utilisé comme référence interne pour les analyses RMN, et le chloroforme deutéré

CDCl3, sont commercialisés par la société Eurisotop.

I1. Conditions de culture et expériences de dissipation

1.1. Conditions de culture

Les souches bactériennes sont aliquotées (3 mL) et conservées a -80 °C en présence de
10 % de glycérol (agent cryoprotecteur). Un aliquot est décongelé puis utilisé pour
ensemencer 100 mL de milieu de culture (Trypcase Soja bioMérieux (TS)) dans un
erlenmeyer de 500 mL. Cette préculture est agitée a 27°C et a 200 rpm pendant 24 h et 2 mL
de préculture sont ensuite ajoutés a 100 mL du milieu de culture (TS). La culture est agitée a

200 rpm et & 27°C pendant 24 h (fin de phase exponentielle).

Remarque : Le milieu TS (Trypcase Soja bioMérieux) contient (pour 1 litre d’eau
distillée):

» Bio-trypcase : 17 ¢
» Bio-soyase: 3¢
» Glucose:25¢
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» NaCl: 5¢g
> KoHPO,: 2,5 g

11.2.  Incubation en présence de pesticides

Apreés culture sur milieu TS, les cellules sont centrifugées a 8000 rpm pendant 15 min
a 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est lavé deux fois avec (i) une solution de NaCl
0,8 % puis (ii) de I’eau de Volvic® (cette eau a été choisie pour sa composition
physicochimique et son pH constants). Le culot bactérien est ensuite remis en suspension dans
I’eau de Volvic (« resting cells ») et réparti dans des erlenmeyers de 500 mL en présence
d’une solution de pesticide, a raison de 5 g de biomasse humide pour 100 mL de solution
(sauf cas particuliers décrits ultérieurement). Les erlenmeyers sont ensuite placés sur une table
d’agitation a 200 rpm et a 27°C. Des prélevements de 1 mL sont effectués réguliérement pour
suivre la cinétique de biodégradation. Ils sont centrifugés a 12500 rpm pendant 3 min. Le
surnageant est congelé a -25°C jusqu’au moment des analyses HPLC et/ou RMN.

Des témoins abiotiques (solution de pesticides dans 1’cau de Volvic) ont été également
réalisés en paralléle dans les mémes conditions pour contréler la stabilité thermique, chimique

et photochimique de ces composés.

Des témoins « cellules », contenant la suspension bactérienne dans 1’eau de Volvic en
absence de pesticides, sont systématiquement réalisés dans les mémes conditions afin de

suivre la formation de métabolites endogenes (propres aux cellules) pour chaque expérience.

I11. Tests de toxicité des matieres actives et des formulations sur

la croissance de souches microbiennes

I11.1. Souches testées

Les souches testées sont les souches bactériennes: Bacillus sp. 3B6, Bacillus sp. 1B4 et
IB11, Bacillus sp. 7B11, Pseudomonas aeruginosa ATCC 17504, Pseudomonas putida
ATCC 21244, Escherichia coli ATCC 11303 et la levure Candida albicans CIP 444.
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I11.2. Conditions de culture

Un aliquot (200 pL) de la souche microbienne a tester conservée a -80°C est décongelé
pour ensemencer 10 mL de milieu de culture PC dans un erlenmeyer de 50 mL. Cette
préculture est agitée a 27°C et a 200 rpm pendant 24h.

Remarque : Le milieu PC utilisé contient (pour 1 litre d’eau distillée):

» Peptone:5g
» Extrait de levure 2,5 ¢
» Glucose : 1g

Ce milieu relativement pauvre est choisi pour limiter la croissance des souches testées.

I11.3. Suivi de la croissance des différentes souches microbiennes

A 4,5 mL de milieu de culture PC placés dans des tubes stériles de 10 mL sont ajoutés
0,5 mL d’une solution de concentrations croissantes en pesticide pur ou formulé, seul ou en
mélange (précisées ultérieurement) - sterilisée par filtration dans le cas des matieres pures et
ajoutée directement dans le cas des formulations - et 100 pL de suspension cellulaire
(préculture préparée selon le protocole décrit précédemment). Chaque culture est réalisée en
triplicat. Les tubes sont placés sur une table d’agitation a 200 rpm et a 27°C. Des lectures de
densité optique (DO) sont faites toutes les heures a 1’aide d’un spectrophotomeétre (A = 600

nm).

IV. Techniques d’analyse pour le contréole des cinétiques de

dissipation

IV.1. Analyses par HPLC

Les analyses par HPLC sont réalisées sur une chaine Agilent 1100 munie d’un
détecteur a barrettes de diodes (DAD) et d’un détecteur a fluorescence, pilotée par le logiciel
Chemstation. La colonne utilisée est une C-18 Zorbax Eclipse Plus (Agilent),
150 mm x 4,6 mm, 5um. Les éluants varient suivant le composé et seront précisés

ultérieurement.
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IV.2. Analyse par RMN 'H

Les spectres sont enregistrés a 500,13 MHz sur un spectrometre Avance Bruker 500 &
25°C dans des tubes de 5 mm de diametre. La sonde utilisée est une sonde inverse triple
accord 'H-"*C-"N équipée d’une bobine de gradients de champs sur I’axe z. La présence
importante d’eau dans les échantillons rend I’utilisation d’une séquence (présaturation)
éliminant sa résonance obligatoire. La séquence utilise deux impulsions de phases opposées

d’une durée de 3 s.

IV.3. Quantification par RMN 'H

A 540 pL de surnageant, issus des échantillons centrifugés et congelés (11-2), sont
ajoutés 60 uL d’une solution de TSPdy; a 5 mM préparée dans D,O. Le TSPd,
(triméthylsilylpropionate de sodium tétradeutére) est utilise comme reférence interne. 1l sert a
la calibration de I’échelle des déplacements chimiques et a la quantification des produits. 1l

apparait sur le spectre sous forme d’un singulet résonnant a 0 ppm.

Les concentrations en pesticide [m] sont proportionnelles a la valeur d’intégration de
chaque pic. D’apres la formule suivante, en connaissant le nombre de protons qui correspond

a chaque signal, on peut calculer la concentration [m] du pesticide et des métabolites

identifiés :
[m] = 9A, [Avei] x facteur de dilution du surnageant
b Aref
» [m] = concentration en xénobiotique m (mM)
» Ap est I'intégrale d’un signal du xénobiotique m
> [Aref] est la concentration de TSPd4 dans le tube RMN (0,5 mM)
> b est le nombre de protons correspondant au signal intégré du xénobiotique m
» A est 'intégrale du TSPd,4
» Facteur de dilution du surnageant lorsqu’il est ajouté a la solution de TSPd4 pour

I’analyse RMN (1,1 dans notre cas)
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Etude de la mésotrione et de sa formulation
(Callisto®)

I. Préparation des solutions de mésotrione et Callisto®

I.1. Préparation des solutions de mésotrione

Dans une fiole jaugée de volume adéquat :

- Peser la quantité désirée de mésotrione
- Ajouter de I’eau distillée a une bonne moitié¢ de la fiole environ
- Commencer a agiter avec un barreau aimanté

- Ajouter goutte a goutte une solution de NaOH (1 M) jusqu’a dissolution de la
mésotrione (Agiter vigoureusement pendant 2-3 minutes avant de rajouter la goutte
suivante). Le pH doit atteindre une valeur autour de 9-10 pour obtenir une dissolution.

- Mesurer le pH et ajuster celui-ci a 7,0 + 0,3 avec une solution d’HC1 0,5 ou 0,1
mM

- Compléter avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge

Par cette méthode, on peut obtenir des solutions de mésotrione jusqu’a 20 mM.

1.2. Préparation des solutions de Callisto®

Le Callisto® est une formulation contenant de la mésotrione & 100 g.L™. La solution
est préparée dans une fiole jaugée de volume adéquat, par addition d’un volume donné de
Callisto® dans de ’eau distillée (grosse moitié de fiole). La solution est ensuite mise a agiter
vigoureusement tout en ajoutant du NaOH 1 mM jusqu’a homogénéisation. Le pH est alors
aux alentours de 10. Le pH est ensuite ajusté a 7 en utilisant une solution de HCI 0,5 mM. La
solution finale ajustée est ensuite agitée pendant quelques heures. Il faut noter que, avant
ajustement, le pH de la solution de Callisto® est de 2,9 et celle de la mésotrione pure est de
3,4.
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Le Callisto® étant un liquide visqueux, une vérification systématique par HPLC de la

concentration en mésotrione de la solution avant utilisation est réalisée.

Des solutions de concentrations jusqu’a 10 mM en mésotrione sont préparées par cette

méthode.

I1. Souches dégradantes etudiées

Les souches étudiées pour la biodégradation de la mésotrione et du Callisto® sont

issues soit :

1- d’un large criblage de souches réalisées lors d’un travail de these précédent par
Stéphanie Durand [2007]. Quatre souches bactériennes, isolées d’eau de nuages prélevée au
sommet du Puy de Dome, (Bacillus sp. 3B6, Bacillus sp. 7B11, Pantoae sp. 12B5 et
Pseudomonas syringae 12B8), avaient montré leur capacité a dégrader la mésotrione.

2- d’isolement a partir d’un sol noir de Limagne (jachére vierge de tout traitement
phytosanitaire pendant les 15 ans précédant 1I’é¢tude) par des techniques d’enrichissement par
Isabelle Batisson (Laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement, Université
Blaise Pascal). Six souches bactériennes dégradant la mésotrione ont été isolées, toutes du
genre Bacillus. Elles sont notées I1B1, 1B4, 1B8, IB10, IB11 et IB13.

3- d’un nouveau test de souches bactériennes commerciales de notre souchotheque
suite a des études bibliographiques. Une souche a été retenue : Escherichia coli ATCC 11303
[Pileggi et al., 2012].

I11. Incubation de la mésotrione et du Callisto avec les souches
étudiées

Pour chacune des souches, I’incubation en présence de mésotrione ou de Callisto®, a
différentes concentrations suivant les expériences, a été réalisée en regroupant 5 erlenmeyers
de 100 mL de culture, préparés suivant la méthode générale décrite précédemment. Il a été
vérifié que la DO (A = 575 nm) aprés culture, et la biomasse humide apreés lavages (sauf pour

Bacillus sp. 3B6 qui ne culotte pas), étaient similaires pour les différentes souches testées
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(Tableau 3). Des étalements sur boite de Pétri (TS) par dilutions successives pour dénombrer

les cellules bactériennes ont également été réalisés pour I’ensemble des souches (Tableau 3).

Tableau 3 : Données concernant les cultures des souches étudiées

Nombre de
cellules/mL
DO*

(apres 24h de Biomasse humide**
Souches testées (A =575 nm) culture) (@)
Bacillus sp. 3B6 9,9 1,0 x 10°
Bacillus sp. 1B1 9,2 3,7x 10° 5,3
Bacillus sp. 1B4 9,2 6,0 x 10° 5,4
Bacillus sp. 1B8 9,5 2~4x10° 5,2
Bacillus sp. IB10 9,6 4,0x10° 5,1
Bacillus sp. 1B11 9,6 9,2x 10° 5,5
Bacillus sp. IB13 9,3 8,6 x 10° 5,3
Bacillus sp. 7B11 8,9 1,2 x 10° 5,3
Escherichia coli ATCC 11303 9.8 1,1 x 10° 50
Pantoae sp. 12B5 8,8 1,6 x 10" 5,4
Pseudomonas syringae 12B8 9,5 - 5,2

* DO « moyenne » sur 3 a 10 expériences selon les souches; ** Obtenue apres centrifugation et lavages de

500 mL de culture

Apres lavages au NaCl 0,8% et a ’eau de Volvic®, le culot bactérien est repris, dans

tous les cas, par 100 mL d’une solution de mésotrione a la concentration désirée. Des

prélevements sont faits régulierement pendant 5 jours et sont congelés & -25°C jusqu’aux

analyses.
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I\VV. Comparaison de la biodégradation de la mésotrione pure par
E. coli ATCC 11303 dans I’eau de Volvic et dans un milieu
minéral
Nous avons cherché a comparer les cinétiques de biodégradation de la mésotrione par la

souche E. coli ATCC 11303 dans I’eau de Volvic® (classique) et dans un milieu minimum.

Pour ce faire, nous sommes partis de 500 mL de culture TS et avons préparé les cellules de la

facon suivante :

e Expérience classique : cf. protocole général décrit précédemment (11.2.).

e Expérience dans le milieu minimum : Aprés centrifugation du milieu de culture et

lavages au NaCl 0,8 % puis dans le milieu minimum, le culot bactérien est repris par 95 mL
de milieu minimum et 5 mL d’une solution de mésotrione 20 mM, préparée dans 1’eau
distillee.

Des prélévements sont effectues régulierement pendant 5 jours et sont congelés a - 25°C

jusqu’aux analyses par HPLC.

Remarque : Le milieu minéral minimum contient (pour 1 L d’cau distillée, pH = 7):

Y

K;HPO,4.1,6 g
KH,PO,4: 0,49
MgSQO,4, 7H,0: 0,29
NaCl:0,1¢

CaCl, : 2 mg

FeSO,4: 5 g

Acide borique : 2 mg
MnSO,4 H,0 : 1,8 mg
ZnS0O4 H,0 : 0,2 mg
CuSO,4 5H,0 : 0,8 mg
Na;MoQ,: 0,25 mg
Co(NOs)2: 0,1 mg
Thiamine - HCI : 0,1 mg
Biotine : 0,04 mg

vV V.V V V V V V V VYV V V V
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V. Controéle des cinétiques de dissipation de la mésotrione pure ou

formulée

V.1. Analyses par HPLC

Les échantillons, aprés décongélation, sont systématiquement centrifugés une nouvelle
fois & 12500 rpm pendant 3 minutes. Les analyses sont effectuées en mode gradient sur une
colonne C-18 Zorbax Eclipse Plus (Agilent) en utilisant les conditions suivantes (Tableau 4):

Tableau 4 : Conditions d’analyse des cinétiques de biodégradation de la mésotrione par HPLC

Mode gradient
A = H,0 + 0,01 % H3PO, (pH = 2,6)
B = Acétonitrile

Eluant 0-5min:95% A
5-30 min : 95-5 % A linéaire

30-32 min 5-95% A
32-35min 95 % A

Débit 1 ml/min
Température de la colonne 22°C
Longueur d*onde (DAD) 254 nm
Longueurs d’excitation et Aex =220 Nm
d’émission (FLD) Aem =430 nm
Volume d’injection 5uL

Mésotrione : 20,0

Métabolite 2 : 13,5
Temps de rétention (min) Métabolite 3 - 16.5
Métabolite 4 : 13,7
AMBA : 10,2 (FLD)
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V.2. Analyses par RMN 'H

Les spectres *H sont enregistrés selon le protocole général décrit précédemment. Les
cinétiques sont étudiées en utilisant 2 méthodes, Zgpr et Noesygpprld. Les parameétres
d’acquisitions de ces deux méthodes sont résumés dans le Tableau 5 :

Tableau 5 : Paramétres d’acquisition des spectres "H pour les cinétiques
de dissipation de la mésotrione

Zgpr Noesygpprld
Impulsion *H de 90° 8,5 Us 9,5 us
Impulsion de saturation 3s 3s
Délai de relaxation 2s 2s
Durée d'acquisition 4,67 s 4,67 s
Nombre de points 45536 45536
Nombre de scans 128 128
Fenétre spectrale 7003 Hz 7003 Hz
Nombre de scans factices 4 4
Durée de I'analyse 23 min 20 min

VI. ldentification du métabolite inconnu formé lors de la
biodégradation de la meésotrione par les souches Bacillus sp.

IB1, Bacillus sp. IB11 et E. coli ATCC 11303

VI1.1. Préparation de I’échantillon pour les analyses par RMN

Afin d’identifier le métabolite inconnu, un essai de biodégradation quantitatif a été

réalisé avec la souche donnant la concentration maximale de ce composé : Bacillus sp. IB11.
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VI.1.1. Biodégradation de la mésotrione par Bacillus sp. IB11

L’incubation de Bacillus sp. IB11 en présence de la mésotrione 1 mM a été réalisée en
regroupant 5 erlenmeyers de 100 mL de culture préparés suivant le protocole général. Des
prélevements sont réalisés régulierement chaque heure et les échantillons sont analysés
immédiatement par RMN 'H afin de suivre I’évolution de la concentration du métabolite
inconnu correspondant aux signaux a 7,8 et 8,2 ppm. Apres 23h d’incubation, la concentration
du métabolite est au maximum (0,23 mM). L’incubation est arrétée et le volume total de

I’erlenmeyer est centrifugé. Le surnageant (90 mL) est récupéré et placé au congélateur a -
40°C.

Une incubation similaire servant de témoin « cellules » a été réalisée en parallele dans
I’eau de Volvic, en absence de xénobiotique. Aprées 13 heures d’incubation, le volume total de

I’erlenmeyer est centrifugé et le surnageant (96 mL) est congelé a - 40 °C.

VI.1.2. Test de lyophilisation pour concentrer le métabolite
inconnu

Un essai de lyophilisation d’un volume de 5 mL du surnageant est réalisé¢ afin de
concentrer le métabolite inconnu. Aprés lyophilisation pendant 24 heures, le produit est
récupéré dans 600 pL de D;O et transféré dans un tube afin d’étre analysé par RMN *H. Le
spectre montre la disparition des pics provenant du métabolite inconnu, ainsi que ceux
correspondant au métabolite M3. Le metabolite inconnu semble donc étre instable a la
Iyophilisation. Une autre méthode de concentration a donc été testée, 1’évaporation douce

sous vide par Speed-Vac.

VI.1.3. Concentration par évaporation sous vide avec un Speed
Vac

Vingt mL de surnageant sont évaporés a froid sous vide en utilisant un Speed-Vac
SPD111V (Thermo). L’échantillon n’est pas évaporé a sec et I’eau évaporée est remplacée au
fur et @ mesure par D,O. 540 pL du surnageant concentré dans D;O et 60 uL d’une solution
de TSPd, a 5 mM dans D,0 sont placés dans un tube de RMN. Le spectre de RMN *H montre

la présence de tous les pics observés dans les surnageants avant traitement. L ensemble des
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metabolites est donc stable avec cette méthode. Une série d’expériences RMN 2D a ensuite

été réalisée pour identifier le métabolite inconnu.

VI1.2. Analyses par RMN 2D

VI.2.1 Expérience COSY 'H-'H (Correlation Spectroscopy)

Cette séquence 2D homonucléaire permet de corréler les signaux de protons couplés
scalairement. En d’autres termes, elle permet de transférer la magnétisation d’un proton sur un
proton voisin et permet donc de visualiser les constantes de couplage *J entre deux protons
voisins. Le Tableau 6 résume les paramétres d’acquisition utilisés pour la réalisation d une
COSsY.

Tableau 6: Paramétres d’acquisition d’une COSY

Nombre de scans 32

Nombre d'expériences TD1 1024

Nombre d'expériences TD2 2048

Durée d'acquisition 1s

Pulse 'H de 90° 0,2s

Fenétres spectrales F1 =F2 = 5500 Hz (10 ppm)

VI.2.2 Expérience TOCSY 'H-'H (Total Correlation Spectroscopy)

Cette séquence 2D homonucléaire permet de corréler les signaux de protons couplés
scalairement ("J'4-'y avec n > 3) et de définir les différents "H d’un méme systéme de spins.
Cette méthode permet d’observer les couplages protons longue distance. Le Tableau 7 résume

les parametres d’acquisition utilisés pour la réalisation d’une TOCSY.
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Tableau 7 : Paramétres d’acquisition d’une TOCSY

Nombre de scans

Nombre d'expériences TD1
Nombre d'expériences TD2
Durée d'acquisition

Pulse *H de 90°

Durée du spin-lock

Fenétres spectrales

32
1024
2048
1s
0,2s
70 ms
F1=5000 Hz, F2 = 5500 Hz

VI.2.3 Expérience NOESY 'H-'H (Nuclear Overhauser Effect

Spectroscopy)

Cette séquence permet de corréler des protons par interaction dipolaire entre deux

spins géometriquement proches (effet Overhauser nucléaire ou eOn). Les deux protons sont

séparés par un grand nombre de liaisons mais proches spatialement. Notons que les

corrélations ne sont plus visibles au dela de 5A. Le Tableau 8 résume les paramétres

d’acquisition utilisés pour la réalisation d’'une NOESY.

Tableau 8 : Paramétres d’acquisition d’une NOESY

Nombre de scans

Nombre d'expériences TD1

Nombre d'expériences TD2

Durée d'acquisition
Pulse 'H de 90°

Fenétres spectrales

VI.2 4.

Correlation)

32
512
2048
2s
0,2s
F1=F2 =5500 Hz

Expérience HMQC 'H-'3C (Heteronuclear Multi-Quantum

Cette expérience permet de corréler chaque proton avec le carbone auquel il est lié

(constante de couplage Juc). La constante de couplage est de ’ordre de 135 et 160 Hz pour
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les carbones aliphatiques et aromatiques, respectivement. Le tableau 9 résume les parametres

d’acquisition utilisés pour la réalisation d’une HMQC *H-*3C.

Tableau 9 : Paramétres d’acquisition d’une HMQC *H-C

Nombre de scans 32

Nombre d'expériences TD1 1024

Nombre d'expériences TD2 2048

Durée d'acquisition 15s

Pulse 'H de 90° 025

Fenétres spectrales F1= 20000 Hz, F2 = 5500
Hz

VI.2.5 Expérience HMBC (Multiple-Bond Correlation)

3 3
Cette expérience permet d’obtenir les corrélations et les couplages ( JH 0 JH o~ 8 Hz)

entre un proton et I’hétéroatome voisin. Le Tableau 10 résume les parameétres d’acquisition

utilisés pour la réalisation d’'une HMBC 'H-Bc,

Tableau 10: Paramétres d’acquisition d’une HMBC 'H-*C

Nombre de scans 32

Nombre d'expériences TD1 1024

Nombre d‘expériences TD2 2048

Durée d'acquisition 1,5s

Pulse 'H de 90° 0,2s

Fenétres spectrales F1 = 30000 Hz, F2 = 5500 Hz

VI1.3. Analyses par HPLC couplée a la spectrométrie de masse
(LC/MS)
La chaine HPLC est un appareil Waters Alliance 2695 muni d’un détecteur a barrettes

de diodes couplé a un spectrophotometre de masse Waters (Micromass) QTOF, équipé d’une

source électrospray (ESI), interface Z-spray. Les analyses ont été faites en mode positif.
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La colonne HPLC utilisée est une colonne C18 Kinetex (Phenomenex), 2,1 x 100 mm,
2,6 um et les conditions chromatographiques sont précisées dans le Tableau 11. Apres
dilution dans un mélange eau — acétonitrile (50-50 V/V) et séparation en chromatographie
liquide, I’échantillon est introduit dans la source via un capillaire métallique. Sous 1’action du
gaz nebuliseur chauffé a 100°C (azote, 35 L/h) et d’un champ électrique appliqué entre le
capillaire et une contre-électrode (3 kV), un spray de gouttelettes chargées est formé. Ce
dernier perd par la suite les molécules de solvant grace a un gaz de désolvatation (N, chauffé
a 180°C) avec un débit de 350 L/h. Des expériences en spectroscopie de masse de tandem
(MS/MS) sont aussi réalisées en utilisant 1’azote dans la cellule de collision avec un gradient
d’énergie de 20 a 30 eV. Une calibration est réalisée avant de débuter les analyses en LC/MS
avec de I’acide ortho-phosphorique (3 pL/min). Les conditions d’analyse sont résumées dans
la Tableau 11.

Tableau 11 : Conditions d’analyse des cinétiques de dissipation de la mésotrione par LC-MS

Mode gradient
A =H,0+ 0,01 % HCOOH (pH =2,9)
B = Acétonitrile
Eluants
0-15min: 95 % A
15-25 min : 5 % A linéaire
25-35min : 95 % A
Débit 0,2 mL/min
Température de la colonne 350C
Longueur d*onde 200 - 400 nm (UV)
Volume d’injection 10 pL
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Etude du tébuconazole et de sa formulation
(Balmora®)

I. Préparation des solutions de tébuconazole et de Balmora®

I.1. Préparation des solutions de tébuconazole

Du fait de sa faible solubilité dans 1’eau (36 mg/L a 25°C et pH 7 ; 30 mg/L a 20°C et
pH 7 soit environ 100 uM), la préparation des solutions de tébuconazole a été réalisée de deux
maniéres différentes suivant la concentration désirée. Les solutions de concentrations < 75
uM sont préparées dans 1’eau distillée tandis que celles > 75 uM sont préparées dans 1’éthanol

(avant dilution dans I’eau).

I.1.1 Préparation des solutions de tébuconazole dans |'eau

Dans une fiole jaugée de volume adéquat :
- Peser la quantité désirée du tébuconazole
- Ajouter de I’eau distillée a une bonne moiti¢ de la fiole environ
- Agiter avec un barreau aimanté
- Ajouter petit a petit I’eau distillée jusqu’au trait de jauge
- Laisser en agitation une nuit (plus de 15 heures), la solubilisation du
tébuconazole étant lente.

Notons que le pH des solutions préparées est aux alentours de 6,7.
I.1.2 Préparation des solutions de tébuconazole dans I'éthanol

Dans un tube eppendorf de 1,5 mL :
- Peser la quantité désirée du tébuconazole
- Ajouter 1 mL d’éthanol

- Vortexer pendant quelques secondes.
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1.2. Préparation des solutions de Balmora®

Le Balmora® est une formulation contenant du tébuconazole a 250 g.L™. La solution
est préparée dans une fiole jaugée de volume adéquat, par addition d’un volume donné de
Balmora® dans I’eau distillée. La solution est ensuite mise a agiter vigoureusement pendant
une nuit. Le pH final est toujours proche de 7. Une Vérification systématique par HPLC de la

concentration en tébuconazole de la solution avant utilisation est réalisée.

I1. Criblage de souches dégradantes

Les microorganismes testés ont été cultivés sur milieu nutritif spécifique (100 mL)
dans des erlenmeyers de 500 mL a 17°C ou 27°C suivant I’origine du microorganisme, sous
agitation a 200 rpm. Tous les milieux d’ensemencement ont été préalablement stérilisés a
I’autoclave a 121°C pendant 20 min sous une pression additionnelle de 1 bar.
L’ensemencement s’effectue sous hotte a flux laminaire a ’aide d’une préculture cultivée
dans les mémes conditions. Les conditions précises de culture pour chaque microorganisme

sont données dans le Tableau 12 :
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Tableau 12 : Souches testées pour la biodégradtion du tébuconazole

CULTURE CULTURE
SOUCHES T (°C) Milieu Temps SOUCHES T(CC) | Milieu | Temps

Arthrobacter sp. 7B9 27 TS 24h | Geotrichum candidum CBS14488 27 letljlgu 24h
Arthrobacter sp. N4 27 TS 24h | Janthinobacterium sp. 2B18 17 TS 24h
Arthrobacter sp. SR30 27 TS 24h | Microbacterium phyllosphaerae 2B3 17 TS 24h
Aspergillus niger ATCC 9142 27 Rosazza 24h | Mycobacterium chlorophenolicum RP1 27 TS 24h
Aureobasidium pullulans G 27 Sabouraud 76h | Nocardia asteroides LAB911 27 TS 24h
Bacillus cereus 2B9 27 TS 24h | Nocardia rubra ATCC15906 27 TS 24h
Bacillus cereus ATCC14579 27 TS 24h | Pantoea sp. 12B5 27 TS 24h
Bacillus megaterium DSM32 27 TS 24h | Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 27 TS 24h
Bacillus pumillus 5B1 17,27 TS 24h | Pseudomonas fluorescens CIP69B 27 TS 24h
Bacillus sp. 3B6 27 TS 24h | Pseudomonas putida ATCC21244 27 TS 24h
Bacillus sp. 29B3 27 TS 24h | Pseudomonas putida DSM84 27 TS 24h
Bacillus sp. IB1 27 TS 24h | Pseudomonas sp. 14B10 27 TS 24h
Bacillus sp. IB4 27 TS 24h | Pseudomonas sp. ADP 27 TS 14h
Bacillus sp. I1B8 27 TS 24h | Pseudomonas sp. C12B ATCC43648 27 TS 24h
Bacillus sp. IB10 27 TS 24h | Pseudomonas pseudoalcaligenes 1B78 27 TS 24h
Bacillus sp. 1B11 27 TS 24h | Pseudomonas syringae 12B8 27 TS 24h
Bacillus sp. 1B13 27 TS 24h | Rhodococcus erythropolis BTS1 27 TS 24h
Bacillus subtilis ATCC6633 27 TS 24h | Rhodococcus rhodochrous OBT18 27 TS 24h
Burkholderia sp. 1B1 27 TS 24h | Rhodococcus sp. PA 27 TS 24h
Candida parapsilosis ATCC

2046 27 Sabouraud 24h | Sphinghomonas sp. 7B15 17 R2A 48h
Chelatobacter heinzii SR45 27 TS 24h | Stenotrophomonas maltophilia 1B93 27 TS 24h
Cryptococcus sp. 28B7 17 Milieu 200 24h | Streptomyces sp. 1S1 27 E 60h
Cryptococcus victoriae 28B3 17 Milieu 200 24h | Streptomyces sp. 5S4 27 E 60h
Diozegia crocea 28B1 17 Milieu 200 24h | Streptomyces sp. 5S10b 27 E 60h
Escherichia coli ATCC11303 27 TS 24h

La composition des différents

distillée :

milieux de culture est la suivante pour 1 L d’eau

e Milieu TS (Trypcase-Soja, bioMérieux) : Bio-Trypcase 17 ¢g; Bio-Soyase 3 ¢ ;
glucose : 2,5g ; NaCl5 g ; K;HPO4 2,59 .

e Milieu R2A :

Extrait de levure (Difco) 0,5 g ; protéose peptone n°3 (Difco) 0,5 g ;

casaminoacides (Difco) 0,5 g ; glucose 0,5 g ; amidon soluble (Difco) 0,5 g ; pyruvate de
sodium 0,3 g ; K;HPO,40,3 g et MgSQO,4.7H,0 0,5 g.

e Milieu Emerson (E) : Amidon soluble (Difco) 15 g ; extrait de levure (Difco) 2,5 g ;
K2HPO, 1 g et MgS0O,4.7H,0 0,5 g.
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e Milieu Rosazza : Extrait de levure (Difco) 5 g ; soyoptim (Roquette) 5 g ; glucose 20 g;
NaCl 5 g et K;HPO,4 5 g.

e Milieu Sabouraud : Peptone 10 g ; glucose 20 g

e Milieu 200 : Extrait de levure (Difco) 3 g ; extrait de malt 3 g ; peptone 5 g ; glucose
10 g.

Apres culture et préparation des cellules selon le protocole général précédemment
décrit, ’incubation en présence de xénobiotique se fait a raison de 5 g de biomasse humide

pour 100 mL d’une solution de tébuconazole a 0,1 mM préalablement préparée dans 1’eau

distillée (pH = 7,0).

I11. Incubation du tébuconazole avec les souches dégradantes

Les souches bactériennes étudiées ont eté sélectionnées suite au criblage précédent

comme capables de dégrader efficacement le tébuconazole et proviennent soit :

1- d’isolement a partir d’eau de nuages collectée au sommet Puy de Dome: Bacillus sp.

3B6 ;

2- de la banque de souches commerciales American Type Culture Collection (ATCC) :
Pseudomonas putida ATCC 21244 et Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648.

I11.1. Suivi cinétique de la dissipation du tébuconazole pur ou

formulé

Pour chacune des souches, I’incubation en présence du tébuconazole ou de Balmora®,
a différentes concentrations (de 1 a 100 uM pour la matiére active), a été réalisée en
regroupant 2 ou 4 erlenmeyers de 100 mL de culture, préparés suivant la méthode générale
décrite précédemment. Aprés centrifugation a 8000 rpm pendant 15 minutes, le culot
bactérien est lavé une fois avec du NaCl 0,8 %, puis avec de 1’eau de Volvic. Il est ensuite
repris dans 100 mL d’une solution de tébuconazole dans I’eau distillée. Des prélévements sont
effectués réguliérement pendant 5 jours et sont congelés a -25°C jusqu’aux analyses par
HPLC.
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I11.2. Comparaison des cinétiques de biodégradation du tébuconazole
pur par Bacillus sp. 3B6 dans I’eau de Volvic et dans un milieu
minéral contenant une source d’azote

Nous avons cherché a comparer les cinétiques de biodégradation du tébuconazole par
la souche Bacillus sp. 3B6 dans I’eau de Volvic® (classique) et dans un milieu minéral

contenant une source d’azote. Pour ce faire, nous sommes partis de 200 mL de culture TS et

avons préparés les cellules de la fagon suivante :

e Expérience classique : cf. protocole décrit précédemment (11.2.)

e Expérience dans le milieu minéral : Aprés centrifugation du milieu de culture et

lavages au NaCl 0,8 % puis dans le milieu minéral, le culot bactérien est repris par 90 mL de
milieu minéral et 10 mL d’une solution de tébuconazole 100uM, préparée dans I’eau distillée.
Des prélevements sont faits régulierement pendant 3 jours et sont congelés a - 25°C

jusqu’aux analyses par HPLC.
Remarque : Le milieu minéral utilisé contient (pour 1 L d’eau distillée, pH = 7):

K;HPO,4.1,6 g
KH2,PO,4:0,4 g
MgSQO,4, 7H,0: 0,29
NaCl:0,1¢

CaCl, : 2 mg
(NH4)S0,4:0,1 ¢

YV V. V V V V

I11.3. Suivi de D’énantiosélectivité de la biodégradation du

tébuconazole par Bacillus sp. 3B6

L’énantiosélectivité¢ de la biodégradation a été suivie sur deux expériences avec un

protocole différent :

1°" protocole : des échantillons (1,5 mL) sont prélevés réguliérement au cours d’une
expérience classique en erlenmeyer de biodégradation du tébuconazole 70 uM par Bacillus
sp. 3B6 (a partir de 200 mL de culture). Apres centrifugation a 10 000 rpm pendant 3 minutes,
1 mL de surnageant est placé dans un eppendorf de 2 mL et extrait avec 500 pL d’acétate
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d’éthyle. Aprés agitation sur un Vortex et décantation, la phase organique est récupérée et
I’extraction est renouvelée une deuxieme fois. Les phases organiques sont combinées et
séchées avec du MgSO,. Elles sont ensuite récupérées a ’aide d’une pipette Pasteur, placées
dans un autre eppendorf et évaporées a sec sous courant d’azote. Le résidu est repris par 500
pL d’¢éluant HPLC avant analyse.

2éme

protocole : Un essai quantitatif a partir de 4 L de culture a été réalisé dans un
fermenteur (Biolafitte) pour pouvoir travailler sur de plus gros volumes en termes
d’extraction. Apres centrifugation et lavages des cellules selon le protocole général, le culot
bactérien est repris par 200 mL d’eau de Volvic® auquel on ajoute 600 mL d’une solution de
tébuconazole 100 pM. L’ensemble est mis a incuber a 27°C sous agitation continue et une
aération de ~ 1 v/iv/im. Des prélevements sont régulierement effectués pendant 3 jours
d’incubation. A chaque temps sont prélevés 2 fois 6 mL pour la détermination de I’exces
énantiomérique du tébuconazole dans le surnageant (duplicat) et 1 mL pour le suivi cinétique

de la biodégradation.

Le prélevement de 6 mL, placé dans un tube Falcon de 15 mL, est extrait avec 3 mL
d’acétate d’éthyle (agitation manuelle vigoureuse et Vortex pendant 1 minute). Des essais
préliminaires sur des solutions pures de tébuconazole a différentes concentrations ont permis
de vérifier que dans ces conditions, 100 % du tébuconazole était retrouve dans la phase
organique lors de cette unique extraction. La phase organique (1 mL) est récupérée, placée
dans un eppendorf, séchée avec du MgSO, et évaporée sous courant d’azote. Le résidu est

repris par 300 pL d’¢luant HPLC avant analyses.

Dans les deux cas, les analyses sont réalisées a 1’aide d’une colonne HPLC chirale
CHIRALCEL OD-H (0,46 x 25 cm) sur un appareil Agilent 1100 munie d’un UV, pilotée par
le logiciel Chemstation. La méthode analytique est la suivante : Mode isocratique ; Eluant ;
Hexane/isopropanol 90/10 ; Débit : 0,6 mL/min; A = 227 nm; Volume d’injection : 50 pL.

Les temps de rétention des deux énantioméres du tébuconazole sont 38,7 et 43,4 min.
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I11.4.  Suivi cinétique de la dissipation du tébuconazole : Extraction

du culot bactérien

Nous avons observé que les concentrations initiales en tébuconazole retrouvées dans
le surnageant étaient inférieures a celles attendues, en particulier avec la souche Bacillus sp.
3B6. Nous avons donc réalisé, en plusieurs points de la cinétique, une extraction du culot
bactérien par du méthanol lors des incubations de Bacillus sp. 3B6 et Pseudomonas sp. C12B
ATCC 43648 en présence de tébuconazole 50 pM.

Apres culture et préparation du culot bactérien selon le protocole expérimental général
(a partir de 2 ou 4 erlenmeyers de culture), il est repris dans 60 mL d’eau de Volvic et séparé
en 4 parties homogenes de 12 mL dans 4 erlenmeyers de 100 mL. La solution de
tébuconazole est ajoutée dans chaque erlenmeyer pour obtenir un volume final de 25 mL et
une concentration de 50 pM. Ces erlenmeyers sont mis a incubation (27°C et 200 rpm). A Ty
et a 3 autres temps d’incubation (7 heures, 23 heures et 75 heures), le contenu total de
I’erlenmeyer est centrifugé (15 minutes, 8000 rpm, 4°C). Le surnageant est récupéré et
congelé. Le culot est mis a agiter vigoureusement avec 10 mL de methanol dans un
erlenmeyer fermé, pendant une nuit a température ambiante. Apres centrifugation, le
surnageant récupéré est congelé. L’extraction est renouvelée une deuxieme fois. Le

surnageant et les extraits méthanoliques sont ensuite analysés par HPLC.

Remarque : La souche Bacillus sp. 3B6 culotte tres difficilement. La récupération du

surnageant nécessite plusieurs centrifugations a grande vitesse (10 000 rpm).

IVV. Contr6le des cinétiques de dissipation du tébuconazole pur

ou formulé par HPLC

Les échantillons, aprés décongélation, sont systématiquement centrifugés une nouvelle
fois a 12500 rpm pendant 3 minutes. Les analyses sont effectuées sur une colonne phase
inverse C18 Zorbax Plus (Agilent) en mode isocratique ou gradient (suivant ce qui est

recherché) selon les conditions suivantes (Tableau 13) :
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Tableau 13 : Conditions d’analyse des cinétiques de biodégradation du tébuconazole par HPLC

Mode gradient

Mode isocratique

A =H,0 + 0,01 % H3PO,4 (pH = 2,6)
B = Acétonitrile

A =H,0 + 0,01 % H3PO,
B = Acétonitrile

Eluants
0-5 min : 95 % A 50% de A et 50 % de B
5-30 min : 95-5 % A linéaire
30-32 min 5-95% A
32-35min 95 % A
Débi ; ]
Sl 1 mL/min 1 mL/min
Température de la
colonne 25 0C 25 0C
L ]
ongueur d'onde 225 nm 225 nm
Volume d’injection 100 L 100 L

Temps de rétention (min)

Tébuconazole : 26,1
Métabolite M1 : 22,3
Métabolite M2 : 24,5

Tébuconazole : 6,7
Métabolite M1 : 4,2

Métabolite M2 : 5,4

V. ldentification

des métabolites

biodegradation du tébuconazole

formés lors de |la

V.1. Essai quantitatif : Incubation du tébuconazole avec les souches

dégradantes

Afin d’obtenir une grande quantit¢é de métabolites, nous avons réalisé des essais

quantitatifs d’incubation de chaque souche en présence de tébuconazole en partant de gros

volumes de culture. La biodégradation est alors effectuée dans un fermenteur (Biolafitte).
Pour les souches, Pseudomonas putida ATCC 21244 et Pseudomonas sp. C12B ATCC

43648, nous avons utilisé 50 erlenmeyers de 100 mL de culture (5L de culture), préparés

suivant la méthode générale décrite précédemment. La totalité du culot bactérien est

transférée dans 1,5 litre d’une solution de tébuconazole 100 uM dans un fermenteur de 2L

sous agitation continue a une température de 27°C, aération ~ 0,7 v/v/m. Pour la souche
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Bacillus sp. 3B6, 40 erlenmeyers de culture ont été utilisés (soit 4 L de culture) et le culot
bactérien, obtenu apres centrifugation et lavages, a été repris dans 1,5 L de solution de
tébuconazole de concentration finale 50 pM, cette souche ayant plus de mal a culotter et une
dilution par I’eau résiduelle de lavage ne pouvant étre empéchée. La biodégradation a été
réalisée en fermenteur dans les mémes conditions. Un témoin cellules a été réalisé en paralléle
pour chaque souche dans les mémes conditions avec un rapport cellules/volume d’eau de

Volvic identique afin d’éliminer les signaux correspondants aux métabolites endogénes.

Dans chaque cas, les cinétiques de dissipation du tébuconazole sont suivies en direct
par HPLC. Quand la biodégradation est terminée (23h, 32h et 30h pour P. putida ATCC
21244, Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648 et Bacillus sp. 3B6, respectivement),
I’incubation est stoppée par centrifugation du volume total (8000 rpm pendant 15 minutes a
4°C).

Une partie du surnageant (20 mL) est soit directement analysee par HPLC/MS, soit
directement évaporée en utilisant le speed-vac sans chauffage. L’cau résiduelle est remplacée
par du D,O. Aprés ajout de TSPd,, le résidu est analysé par RMN *H. Le reste du surnageant
est placé, par volume de 200 mL, dans une ampoule a décanter d’un litre et extrait avec 3
volumes de chloroforme (solubilité 50 g/L contre 38 ng/L dans I’eau). L’extraction est répétée
trois fois pour assurer le passage total du tébuconazole et/ou des métabolites dans la phase
organique. L’ensemble des phases organiques est séché avec du MgSQ,, filtré sur papier
Whatman et évaporé sous vide (rotavapeur). Le réesidu est repris dans du chloroforme deutéré
CDCl; (1 mL) pour étre analysé par RMN *H. Le méme protocole est appliqué aux témoins

« cellules » pour chaque souche.

V.2. Analyses par HPLC couplée a la spectrométrie de masse (LC-
MS)

Les analyses sont réalisées sur un appareil HPLC Agilent 1200SL, équipé d’une
colonne phase inverse Zorbax Eclipse Plus XDB-C18 (10 cm x 2,1 mm ; taille des particules
3,5 um), couplé avec un spectrometre de masse Bruker ESI-TOF. La méthode HPLC utilisée

est la suivante (Tableau 14) :
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Tableau 14 : Conditions d’analyse des cinétiques de biodégradation du tébuconazole par LC-MS

Mode gradient
A =H,0 + 0,01 % HCOOH (pH =2,9)
B = Acétonitrile
Eluants
0-1 min : 100 - 98 % A
1-8 min : 98-30 % A linéaire
8-10 min 30-0 % A
10-13 min 0-100 % A
Rl 0,5 mL/min
Température de la
|
colonne 350C
Longueur d*onde 995 nm
Volume d’injection 10 uL
Temps de rétention (min) Tébuconazole : 8

V.3. Analyses par RMN 1D

v.3.1 RMN 'H

Les spectres 'H sont enregistrés dans 1’eau ou dans le méthanol selon le protocole

général décrit précédemment.

Pour les échantillons aqueux, 60 uL d’une solution de TSPd4 a 5 mM dans D,O sont
ajoutés a 540 pL de surnageant des échantillons aprés décongélation et centrifugation. Les

paramétres d’acquisition sont les suivants (Tableau 15) :
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Tableau 15 : Paramétres d’acquisition des spectres 'H pour I’étude de la biodégradation du tébuconazole

(D:0)
Impulsion *H de 90° 8,5 s
Impulsion de saturation 3s
Délai de relaxation 2S
Durée d'acquisition 4,67 s
Nombre de points 45536
Nombre de scans 128
Fenétre spectrale 7003 Hz
Nombre de scans factices 4
Durée de I'analyse 23 min

Pour les extraits chloroformiques, les parametres d’acquisitions des spectres de

RMN 'H du tébuconazole sont les suivants (Tableau 16) :

Tableau 16 : Paramétres d’acquisition des spectres "H pour I’étude de la biodégradation du tébuconazole

(CD4CI)
Impulsion *H de 90° 8,4 s
Impulsion de saturation 2s
Délai de relaxation 25S
Durée d'acquisition 3,28s
Nombre de points 65536
Nombre de scans 60
Fenétre spectrale 6009 Hz
Nombre de scans factices 0
Durée de I'analyse 10 min
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v.3.2 RMN 3¢

Les spectres *3C sont enregistrés en utilisant les paramétres suivants (Tableau 17) :

Tableau 17 : Paramétres d’acquisition des spectres C** J-MOD pour I’étude
de la dissipation du tébuconazole

Impulsion **C 9,4 s
Constante de couplage 145 Hz
Délai de relaxation 5s
Durée d'acquisition 1,08 s
Nombre de points 65536
Nombre de scans 1024
Fenétre spectrale 30000 Hz
Nombre de scans factices 0
Durée de I'analyse 1h 44 min

V.4.  Analyses par RMN 2D

Les expériences de RMN 2D sont réalisées dans des conditions identiques a celles
utilisées pour I’identification du métabolite inconnu de la mésotrione. Elles ne seront pas re-

détaillées ici (cf. partie VI-2 du chapitre sur la mésotrione).
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Etude du mélange de pesticides purs ou formules

I. Choix des souches testées

Les souches testées pour 1’étude de la biodégradation du mélange de pesticides, purs
ou formulés, sont les souches bactériennes : Bacillus sp. 3B6, capable de dégrader les deux
pesticides étudiés, et Pseudomonas putida ATCC 21244, capable de dégrader uniquement le

tébuconazole.

Il. Incubation de la mésotrione et du tébuconazole, purs ou

formules, avec la souche Bacillus sp. 3B6

Cette expérience permet de comparer la biodégradation de chaque pesticide seul avec
celle effectuée en présence du mélange. L’incubation en présence de mésotrione et de
tébuconazole, sous forme pure ou formulée, pour la souche Bacillus sp. 3B6 a été realisée
avec 200 ou 500 mL de culture préparés suivant la méthode générale décrite précédemment.
Deux types d’expériences sont réalisés : mésotrione et tébuconazole purs d’une part et
Callisto® et Balmora® d’autre part, a différentes concentrations. Des témoins classiques de
biodégradation de chague compose seul sont réalisés en paralléle dans les mémes conditions
afin de comparer les cinétiques de biodégradation. Le volume final est de 100 mL. Des
prélevements sont effectués régulierement pendant 5 jours. Les échantillons sont congelés

jusqu’aux analyses par HPLC des deux pesticides.

I11. Incubation de la mésotrione et du tébuconazole, purs ou

formulés, avec la souche Pseudomonas putida ATCC 21244

Le protocole expérimental est le méme que précédemment, en partant de 200 mL de
culture de Pseudomonas putida ATCC 21244.
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IV. Controle des cinétiques de dissipation du mélange

(meésotrione et tebuconazole) par HPLC

Les analyses sont effectuées sur une colonne phase inverse C18 Zorbax Eclipse Plus
(Agilent) en mode gradient en utilisant les conditions précisées dans le Tableau 18 :

Tableau 18 : Conditions d’analyse des cinétiques de disspation du mélange (mésotrione et tébuconazole)
par HPLC

Mode gradient

A =H,0 + 0,01 % H3 PO, (pH =2,6)
B = Acétonitrile
0-5min:95% A

Eluants
5-30 min : 95-5 % A linéaire
30-32 min : 5-95% A
32-35min : 95% A
Debit 1 mL/min
Température de la
colonne 220C

Longueur d‘onde
g dy=254 nm, &, = 225 nm

Longueurs d’excitation et Aex =220 nm
d’émission (FLD) Aem =430 nm

Volume d’injection

10 uL
Mésotrione : 20

M2 (meéso) : 13,2
M3 (méso) : 15,7
) _ M4 (méso) : 13,6
Temps de rétention (min)
AMBA (méso): 10,2 (FLD)
Tébuconazole : 26,1
Métabolite 1 (Teb) : 22,3

Métabolite 2 (Teb) : 24,5
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Résultats / discussion

Etude de la biodégradation de la mésotrione, pure et
formulée, par différentes souches bactériennes : vers
un mecanisme commun de biodégradation

Ce travail de thése fait suite & celui de Stéphanie Durand [2007], qui avait réalise un
large criblage de souches (140 souches testées bactériennes, fongiques ou levures,
commerciales ou isolées de différents compartiments environnementaux contaminés : eau ;
sol ; eau de nuages) a partir de la souchothéque du laboratoire pour trouver des souches
capables de biodegrader la mésotrione. Son travail s’était ensuite focalisé sur la souche la plus
efficace (100% de dégradation en 1h pour une solution de mésotrione 0,1 mM): Bacillus sp.
3B6 pour établir les voies de biodégradation de la mésotrione par cette souche bactérienne,

isolée de I’eau de nuages.

Suite a cette étude, des travaux, réalisés en collaboration avec Isabelle Batisson, MCF
au laboratoire Microorganismes : Génome et Environnement (LMGE, Université Blaise
Pascal), ont visé a isoler des souches capables de dégrader la mésotrione a partir de sols noirs
de la plaine de Limagne (Auvergne), vierges de toute contamination par des pesticides depuis
plus de 15 ans. En utilisant des techniques d’enrichissement [Batisson et al., 2009], plusieurs
souches ont été isolées, dont en particulier 16 souches de Bacillus. Apres études
morphologiques macro- et microscopiques suivies d’essais d'identification par PFGE (Pulsed
Field Gel Electrophoresis) [Porwal et al., 2009] de ces différentes souches, seules six souches
différentes, notées Bacillus sp. 1B1, 1B4, 1B8, 1B10, IB11 et IB13, ont été retenues pour

étudier leur capacité dégradante vis-a-vis de la mésotrione.

Afin de compléter cette étude et de mettre en évidence un mécanisme commun
potentiel de biodégradation, nous avons également décidé de travailler avec les trois souches
isolées d’eau de nuages, précédemment mises en évidence lors du criblage initial effectué par

Stéphanie Durand : Bacillus sp. 7B11, Pantoea sp. 6B2 et Pseudomonas syringae 12B8, qui
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avaient dégradé totalement la solution de mésotrione 0,1 mM apres 24, 48 et 24 h

d’incubation, respectivement.

Enfin, suite a 1’étude bibliographique sur la biodégradation de la mésotrione [Pileggi
et al., 2012] et a nos études d’impact sur la croissance de microorganismes, nous avons

intégré a cette étude une autre souche Gram négatif Escherichia coli ATCC 11303.

Nous avons dans un premier temps comparé ces dix souches bactériennes en termes de
cinétique de dissipation de la mésotrione avec celle obtenue avec notre souche de référence
Bacillus sp. 3B6, puis nous avons étudié plus en détails les voies métaboliques de chacune
d’elles.

I. Etude comparative des cinétiques de dissipation de la

meésotrione pure par les souches bactériennes testées

Pour chaque souche, les cellules bactériennes en phase de repos métabolique sont
mises a incuber a 27°C et sous agitation de 200 rpm, a raison d’environ 5 g de biomasse
humide dans 100 mL d’une solution de mésotrione 1 mM (340 mg.L™). Des prélévements
sont faits regulierement et les cinétiques de disparition de la mésotrione sont suivies par
HPLC sur 3-4 jours. Notons que des témoins « cellules » dans I’eau de Volvic sont réalisés en
parall¢le dans les mémes conditions, ainsi qu’un témoin mésotrione. Aucune dissipation de la
mésotrione n’a été¢ observée dans nos conditions d’incubation au cours du temps pour ce

témoin abiotique.

Pour plus de clarté, nous présenterons les résultats en deux parties : d’une part ceux
correspondant a I’ensemble des souches de Bacillus sp. et d’autre part, ceux concernant les

autres souches, notre référence étant toujours Bacillus sp.3B6.

1.1. Etude comparative des cinétiques de dissipation de la
mesotrione pure par sept souches de Bacillus sp.
Afin de pouvoir comparer les cinétiques obtenues avec les différentes souches de

Bacillus sp. a tester, nous avons travaillé avec une quantité de biomasse humide engagée (5,1

a 5,5 g) similaire aprés vérification de la DO de la culture (entre 9,1 et 9,9) (Cf. Partie
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Matériels et Méthodes). Des étalements sur milieu TS en boite de Pétri ont également permis
de vérifier que la concentration cellulaire était également proche (entre 4 et 12 x 10°
cellules/mL) (Tableau 19).

Il faut noter que la souche Bacillus sp. 3B6 culotte tres mal, ce qui rend difficile la
détermination de sa biomasse et que la souche Bacillus sp. IB8 présente une forme de
colonies particulieres, dont le dénombrement est délicat, mais qui du coup peut permettre son
identification (Figure 34).

Tableau 19 : Dénombrement des cellules

Nombre de Nombre de
Souches testées cellules/mL Souches testées cellules/mL
Bacillus sp. 1B1 3,7 x 10° Bacillus sp. 1B11 9,2 x 10°

Bacillus sp. 1B8 2~4x10° Bacillus sp. 7B11 1,2 x 10°

Figure 34 : Souche Bacillus sp. 1B8 cultivée sur milieu gélosé

En effet, Bacillus mycoides, bactérie du sol, appartenant au groupe Bacillus cereus, est
décrite comme croissant sur milieu gélosé sous la forme de chainettes de cellules liées bout a

bout, formant des filaments « radiaux » qui s’incurvent soit dans le sens des aiguilles d’une
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montre (SYN), soit dans le sens inverse (DX) [Di Franco et al., 2002]. C’est ce que I’on

observe avec Bacillus sp. IB8.

Les résultats des cinétiques de dissipation de la mésotrione 1 mM par les différentes
souches de Bacillus sp., suivies par HPLC, sont présentés sur la Figure 35.

—&— Bacillus sp. 3B6 —— Bacillus sp. 1B1

1.2 == Bacillus sp. IB4 ~0-— Bacillus sp. IB8
IE Bacillus sp. 1B10 —==Bacillus sp. 1B11
—— Bacillus sp. I1B13 —¥— Bacillus sp. 7B11

N

[Mésotrione] (mM)

i

HOMH

40 50

Temps d'incubation (h)

Figure 35 : Cinétiques de dissipation de la mésotrione (1 mM) par différentes souches de Bacillus sp.
3 a10 réplicats suivant la souche

Les cinétiques de dissipation de la mésotrione sont plus ou moins rapides suivant les

souches testées et le taux de disparition final est également variable.

En comparant les cinétiques de dissipation obtenues, nous pouvons discriminer 3

groupes de souches de Bacillus en fonction de leur capacité degradante:

e les souches IB4 et IB11 qui présentent des cinétiques trés semblables a celle de
notre souche référence, Bacillus sp. 3B6. Une disparition totale de la mésotrione est observée
aprés 24h d’incubation avec une constante de vitesse quasi-identique pour les trois souches

(Tableau 20) ;

e les souches I1B8 et IB10, qui montrent également une dissipation quasi-compléte
de la mésotrione mais avec des cinétiques plus lentes (Tableau 20). Ces deux souches sont un

peu moins efficaces ;
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e les souches IB1, IB13 et 7B11, pour lesquelles seule une dissipation partielle de la
mésotrione est observée (entre 50 et 70%) aprés 48h d’incubation et qui sont donc peu
efficaces (Tableau 20). Il faut noter que la dissipation se déroule pendant les premieres 10h

d’incubation, puis un plateau est observé.

Nous avons également déterminé les constantes de vitesse, en estimant que les
cinétiques obéissaient a des lois du premier ordre sur les 24 premiéres heures. Les constantes
de vitesse obtenues sont rassemblées dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Récapitulatif des données concernant les cinétiques de dissipation de la mésotrione (1 mM)
par les souches de Bacillus sp. testées

Pourcentage de dissipation Constantes de vitesse
apreés 9h apreés 48h k (h™ R?
Souches testées | d’incubation d’incubation

Bacillus sp. 3B6 96,1 % 100% 0,45 0,948
Bacillus sp. IB1 51,5 % 68 % 0,10 0,982
Bacillus sp. 1B4 95,7 % 100 % 0,41 0,987
Bacillus sp. 1B8 81,1 % 99,7 % 0,22 0,988
Bacillus sp. 1B10 83,3 % 99,6 % 0,24 0,992
Bacillus sp. IB11 93,8 % 100 % 0,36 0,982
Bacillus sp. 1B13 46,1 % 53,1 % 0,07 0,976
Bacillus sp. 7B11 52,5% 58,3 % 0,09 0,914

Les valeurs de R? pour toutes les souches reflétent bien que la réaction de dissipation
de la mésotrione peut étre assimilée a une cinétique du premier ordre. D’autre part, les
constantes de vitesse k confirment la répartition des souches testées en 3 groupes : (i) Les
souches IB4 et IB11 ont un comportement trés similaires a la souche Bacillus sp. 3B6 ; (ii) les
souches I1B8 et IB10 sont moins rapides mais conservent une bonne efficacité pour dissiper la
mésotrione 1 mM a presque 100 % ; (iii) enfin, pour les souches IB1, IB13 et 7B11, la
disparition est trés lente (vitesse divisée par un facteur 4) et incomplete.

Les souches bactériennes, capables de dissiper la mésotrione, conservent leur
efficacité sur de longues périodes de temps, car la réalisation des réplicats de biodégradation a
été parfois effectuée sur toute la durée de la thése. Pour une biomasse bactérienne similaire,

seules des différences négligeables ont été observées dans les cinétiques de dissipation.
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1.2. Etude comparative des cinétiques de dissipation de

mésotrione pure par des souches Gram négatif

la

Les cinétiques de dissipation de la mésotrione 1 mM par les souches dégradantes,

Escherichia coli ATCC 11303, Pantoae sp. 5B12 et Pseudomonas syringae 12B8, suivies par

HPLC sont présentées sur la Figure 36.
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Figure 36 : Cinétiques de dissipation de la mésotrione (1 mM) par différentes souches retenues apres le
criblage initial de S. Durand (2007). 2 a 4 réplicats suivant la souche

La surprise vient de la souche Pseudomonas syringae 12B8, qui a été retenue suite au

criblage initial par S. Durand car elle avait montré des capacités de biotransformation de la

mésotrione. En effet, une compléte disparition d’une solution de mésotrione 0,1 mM avait été

obtenue en 24h d’incubation en présence de 5 g de biomasse humide (cellules au repos). Ici,

en travaillant avec une solution dix fois plus concentrée, aucune diminution de la

concentration de la mésotrione n’est observée aprés 48h d’incubation.

Les deux autres souches, E. coli ATCC 11303 et Pantoae sp. 5B12, dissipent environ
20 et 50 % de la mésotrione 1 mM, respectivement. La dissipation par E. coli se déroule

pendant les 20 premiéres heures d’incubation puis un plateau est observé (Figure 36) alors

qu’avec la souche Pantoae sp. 5B12, la dissipation continue pendant les 55h d’incubation,
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puis s’arréte presque totalement (2 % de dissipation supplémentaire entre 55 heures et 5
jours). La encore, la biomasse humide utilisée pour chacune de ces souches est similaire avec
celle de la souche référence, Bacillus sp. 3B6. Les constantes de vitesse ont également été
calculées sur les 24 premiéres heures d’incubation (Tableau 21).

Tableau 21 : Récapitulatif des données concernant les cinétiques de dissipation de la mésotrione (1mM)
par différentes souches dégradantes

Pourcentage de dissipation Constantes de vitesse
apreés 9h apreés 48h k (h™ R?
Souches testées d’incubation d’incubation
Bacillus sp. 3B6 96,1 % 100% 0,45 0,948
E. coli ATCC 11303 20,3 % 23,3% 0,025 0,888
Pantoae sp. 5B12 23,7 % 50,5 % 0,03 0,931
P. syringae 12B8 0% 0% = =

Les constantes de vitesse permettent de classer ces deux souches dans le groupe des
Bacillus sp. préecédemment étudiés le moins performant avec une dissipation encore plus lente

et non complete.

En ce qui concerne ces deux souches, nous avons voulu tester si une augmentation de
biomasse permettrait d’augmenter le taux de dissipation de la mésotrione. Nous avons donc
« quasiment » doublé la biomasse bactérienne humide mise en réaction (expérience réalisée
avec 8 erlenmeyers de culture au lieu de 5 classiquement). Pour Pantoae sp. 5B12, la
biomasse a un effet important sur la cinétigue de dissipation et sur le pourcentage de
mésotrione dégradé en fin d’expérience (Figure 37). Avec une biomasse plus importante, on
observe une forte accélération de la dissipation pendant les 12 premiéres heures d’incubation,
qui atteint un taux de disparition de la mésotrione de 82%, suivie d’un plateau. Dans les
conditions classiques, seulement 50,5 % de la mésotrione a disparu au bout de 55h. Le taux de

dissipation est donc proportionnel au nombre de cellules présentes.
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Figure 37 : Effet de la quantité de biomasse bactérienne sur la dissipation de la mésotrione par la souche
Pantoae sp. 5B12. (A) 500 mL de culture, m=5,2 g et (ll) 800 mL de culture, m=7,8¢g

De méme pour E. coli ATCC 11303, les cinetiques de dissipation de la mésotrione
dépendent fortement de la biomasse bactérienne (Figure 38). La vitesse de la dissipation de la
mésotrione augmente proportionnellement a la biomasse bactérienne. Par contre, quelle que
soit la biomasse, un plateau est observé aprés 22 heures d’incubation. Deux hypothéses

pourraient expliquer I’apparition du plateau :

1 - Le milieu (eau de Volvic®) ne contenant pas de nutriments, les cellules s’épuisent

au cours du temps.

2- L’accumulation de métabolites peut-étre toxiques pour les cellules bactériennes ou

inhiber les enzymes impliquées dans la dissipation de la mésotrione.
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Figure 38 : Effet de la quantité de biomasse bactérienne sur la dissipation de la mésotrione par la souche
E. coli ATCC 11303. (O) 500 mL de culture, m=5,2 g ; (A) 700 mL de culture, m=7,9 g et
(O) 800 mL de culture, m=8,8¢g

Comme attendu, la biomasse bactérienne est bien un paramétre clef influant sur la

cinétique et le pourcentage de dissipation.

Nous avons noté que pour la plupart des souches, un plateau est observe lors de la
dissipation de la mésotrione, généralement aprés 10 a 24h d’incubation. Nous avons donc
comparé les cinétiques de dissipation de la mésotrione (1 mM) par E. coli ATCC 11303 dans
I’eau de Volvic ® et dans un milieu minéral contenant une source d’azote (le sulfate

d’ammonium, (NH,),SO,). Les résultats sont présentés sur la Figure 39.
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Figure 39 : Effet du milieu d’incubation sur la dissipation de la mésotrione (1 mM)
par la souche E. coli ATCC 11303. Eau de Volvic® (A) et milieu minimum (A)

La Figure 39 montre que la dissipation n’est pas améliorée dans le milieu minimum
comme milieu d’incubation. Si les cinétiques de disparition de la mésotrione sont
relativement similaires jusqu’a 9h d’incubation, que les cellules soient dans 1’eau ou dans le
milieu minimum, un arrét complet de celle-ci est observée apres 10h et un plateau
correspondant a 40% de disparition est obtenu avec le milieu minimum (diminution de 20 %
par rapport a I’eau de Volvic®). La différence de composition (présence d’ions en plus grande
concentration, apport d’une source d’azote) et de pH doit expliquer cette différence. On peut
faire I’hypothése qu’en présence d’une source d’azote, les cellules utilisent des métabolites ou
des composés carbonés libérés par les cellules lysées pour croitre et ne dégradent plus la

mésotrione.

1.3. Conclusion

Une dizaine de souches bactériennes, issues du criblage initial ou de la littérature, ont
été testées pour leur capacité a dissiper la mésotrione dans des conditions de repos
métaboliques. Seule une ne I’a pas dégradée dans nos conditions (Pseudomonas syringae
12B8) et les autres ont montré des efficacités variables d’une souche a 1’autre. Deux souches
de Bacillus, IB4 et IB11, isolées de sols, présentent des caractéristiques de dissipation trés
similaires a celle de notre souche référence Bacillus sp. 3B6 avec une disparition rapide de la

mésotrione (1 mM).
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Il est également intéressant de noter que deux souches Gram négatif, Pantoae sp.
5B12 et E. coli ATCC 11303, rarement décrites dans la littérature pour leurs capacités a
dégrader les xénobiotiques (bien qu’une souche de Pantoae ananatis, isolée d’un lac du
Brésil, se soit révélée capable de biotransformer la mesotrione [Pileggi et al., 2012]), ont
montré de bonnes activités dégradantes vis-a-vis de la mésotrione, notamment en augmentant
la biomasse bactérienne par rapport a la concentration classiquement utilisée lors de cette
étude.

Il. Etude comparative des voies métaboliques de biodégradation

de la mésotrione pure par les souches bactériennes testees

Grace a I'utilisation de techniques complémentaires d’analyses, a savoir la LC/MS et
la RMN, Durand et al. [2006b, 2010] ont proposé un schéma métabolique détaille de
biodégradation de la mésotrione par la souche Bacillus sp. 3B6 (Figure 40). Six métabolites
ont éte identifiés et deux voies de biodégradation ont pu étre mises en évidence. La voie
majoritaire commence par la réduction de la fonction nitro en hydroxylamine qui donne M2,
ce dernier étant en equilibre avec M3, formé par cyclisation intramoléculaire
(benzoisoxazolol). M3, relativement instable en conditions aérobies, peut soit perdre une
molécule d’cau conduisant a M4, soit libérer la partie cyclohexanedione et conduire a
I’AMBA. La deuxiéme voie minoritaire correspond a la rupture oxydative entre les deux
cycles libérant le MNBA, qui est rapidement réduit en AMBA, et le cycle cyclohexanedione,
qui est, lui, rapidement transformé en glutarate. Dans les deux cas, ’AMBA est le métabolite
terminal obtenu qui s’accumule dans le milieu. Rappelons que ces deux métabolites MNBA et
AMBA sont décrits par Mitchell et al. [2001], comme les seuls métabolites de la mésotrione

retrouvés dans 1’environnement.

109


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pileggi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22245060

Résultats / discussion

O O NO, o O_|N
X
| =
o SO,CHjs o SO,CH3
Meésotrione M4
. \ f-HZO

NHOH O—NH

O O o
A =
| P — OH
o SO,CH3 o SO,CHs
o) 0, \ M2 M3 J
_O)‘\O Y
#50,CH, l

z €----------

MNBA ! O NH,
Tt
o) 0 o)
s0,CH, oA~y
M1 = AMBA Glutarate

Figure 40 : Schéma métabolique de biodégradation de la mésotrione par la souche Bacillus sp. 3B6
(d’aprés Durand et al., 2010)

L’objectif était donc ici de comparer les voies de biodégradation des souches
précédemment identifices comme dégradantes en termes de cinétigue mais aussi de
métabolites formés avec celles observees par notre souche de référence (Bacillus sp. 3B6),
afin de définir un éventuel mécanisme commun de biodégradation de la mésotrione. Pour ce
faire, nous avons travaillé simultanément et systématiquement en HPLC (sensibilité pour
détecter de nouveaux métabolites présents mais impossibilité de quantifier certains
métabolites pour lesquels nous n’avons pas de standards) et en RMN *H (vision sans a priori
de tous les métabolites présents avec possibilité de quantification grace a la présence d’une
référence interne) en comparant les caractéristiques de chaque métabolite obtenu avec celles
décrites dans la thése de S. Durand [2007].

I1.1.  Vérification de ’adéquation quantitative entre analyses par

HPLC et RMN 'H

Nous avons tout d’abord vérifi¢ que les quantifications réalisées pour la mésotrione et

I’AMBA, seuls composés pour lesquels nous disposions de standards, par HPLC et RMN *H
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¢taient bien identiques. L’évolution relative des autres métabolites a également été comparée
entre ces deux techniques d’analyse afin de s’assurer qu’aucun biais n’¢tait possible et
pouvoir, le cas échéant, utiliser I'une ou l’autre technique pour présenter en détails les
résultats. En effet, si la RMN permet de tout voir a priori, a condition que la concentration
soit suffisante (~ 50 uM), les nombreux signaux, provenant de la dégradation du xénobiotique
mais aussi des métabolites endogénes des cellules, peuvent rendre difficile la quantification

des métabolites d’intérét.

II.1.1 Suivi et quantification de la mésotrione

Chaque expérience de biodégradation a été systématiquement analysée par HPLC et
RMN *H. Nous avons pu montrer que le suivi de la concentration en mésotrione dans nos
échantillons par ces deux techniques, quelle que soit la souche, était complétement
superposable et que la quantification était fiable par les deux techniques (Figure 41).
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Figure 41 : Exemples de quantification comparée de la mésotrione par HPLC (A) et RMN *H (O) lors de
sa biodégradation par (A) Bacillus sp. 3B6 et (B) Bacillus sp. IB13

II.1.2 Suivi et quantification du métabolite principal, 'AMBA

Le métabolite principal de la mésotrione (AMBA) venant d’étre commercialisé, nous
avons pu réaliser des droites d’étalonnage sur la HPLC et comparer les réponses quantitatives
entre la RMN et la HPLC. Coté HPLC, il s’agit d’un composé fluorescent, donc détectable
avec le fluorimetre a faible concentration. Il devient quantifiable en UV autour de 10 uM et ce
détecteur est préférable a fortes concentrations, le fluorimétre étant alors saturé (vers 0,3

mM). En RMN, la quantification est possible a partir d’'une concentration de 50 uM (en
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métabolite). L’adéquation des quantifications entre les deux techniques est trés bonne au dela

de cette concentration.
IT.1.3 Suivi des autres métabolites

Les autres métabolites décrits (M2, M3 et M4) sont détectables par HPLC-UV mais
n’ayant pas de standard, nous ne pouvons les quantifier par cette technique d’analyse. Nous
avons cependant systématiqguement comparé les allures des courbes obtenues pour leur
évolution entre HPLC (qualitatif) et RMN (quantitatif). Elles ont toujours été tres similaires
(Figure 42).

Dans tous les cas, aucun phénomene d’interférence avec la matrice n’a été observeé de
maniére significative dans toutes nos analyses par HPLC et les allures des cinétiques, aussi
bien de disparition de la mésotrione que d’apparition des métabolites, ont toujours été trés

similaires entre analyses par HPLC et par RMN.
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Figure 42 : Exemples de comparaison des cinétiques d’apparition et de disparition des métabolites M2 et
M3 lors de la biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche Bacillus sp. IB4 par RMN (colonne de
gauche) et par HPLC (colonne de droite)
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11.2. Suivi de I’évolution des métabolites lors de la biotransformation

de la mésotrione pure par Bacillus sp. 3B6

Les premieres expériences de biotransformation de la mésotrione (1 mM) ont été
réalisées avec la souche de référence, Bacillus sp. 3B6, afin de vérifier que I’ensemble des
métabolites décrits par Durand et al. [2006b, 2010] étaient bien détectés et dans des

concentrations similaires.

Les chromatogrammes HPLC correspondants a plusieurs temps d’incubation sont
présentés sur la Figure 43 et montrent, outre la disparition de la mésotrione, la présence de
nouveaux pics correspondant aux métabolites M1 = AMBA (tg = 10,2 min), M2 (tg = 13,5
min), M3 (tr = 16,5 min) et M4 (tr = 13,7 min), décrits précédemment. Leur évolution
respective au cours du temps semble plus ou moins correspondre aux résultats obtenus
précédemment. Nous pouvons cependant noter que le métabolite M4, qui était un métabolite

final s’accumulant dans le milieu lors des ¢tudes de Durand, n’est ici qu’un intermédiaire.
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Figure 43 : Suivi par HPLC-UV de la cinétique de biotransformation de la mésotrione 1 mM par la souche

Bacillus sp. 3B6

Pour pouvoir quantifier I’ensemble des métabolites, nous avons également réalisé un

suivi cinétique par RMN *H. En comparant les déplacements chimiques avec ceux décrits par

Durand et al. [2010], nous avons pu attribuer les signaux aux différents métabolites décrits, en

particulier dans la zone des aromatiques plus « lisible » (Figure 44). De nombreux signaux

sont également attribuables aux cellules et peuvent étre repérés par rapport au témoin

« cellules » réalisé systématiquement. Il faut cependant souligner que parfois la présence d’un

xénobiotique induit la formation de nouveaux métabolites cellulaires absents du témoin et

visibles sur les spectres RMN.
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Figure 44 : Suivi par RMN *H de la cinétique de biotransformation de la mésotrione 1 mM par la souche
Bacillus sp. 3B6. Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et M4 (orange)

Une quantification des différentes especes majoritaires (matiere active + métabolites)
est ensuite réalisée, essentiellement par RMN (Figure 45). Il faut souligner que le glutarate,
mis en évidence par RMN *H lors des études de S. Durand, a bien été détecté mais sa
quantification a été rendue difficile par la présence systématique dans la méme zone de
déplacement chimique (1,8-2,2 ppm) de composes cellulaires. 1l est toujours en faible
concentration (< 0,1 mM) et n’apparait que de fagon transitoire. Nous avons donc décidé de

ne pas I’intégrer dans notre bilan quantitatif global afin de ne pas fausser les résultats.
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Figure 45 : Bilan quantitatif global obtenu par RMN *H lors de la biodégradation de la mésotrione 1 mM
par la souche Bacillus sp. 3B6

Quelques différences sont a noter par rapport aux résultats publiés précédemment :

¢ le métabolite M3 est, dans nos études, toujours en concentration beaucoup plus
faible que M2 et il persiste, par contre, beaucoup plus longtemps (jusqu’a 48h d’incubation).
Dans les études précédentes, il était quasiment a la méme concentration que M2 apres 6-7h

d’incubation lorsqu’il était a son maximum et disparaissait apres 22h.

o le métabolite M4 apparait et disparait rapidement ici alors qu’il s’agissait d’un des

métabolites s’accumulant en fin d’incubation lors des travaux précédents.

Pour le reste, les résultats sont relativement similaires en termes d’évolution globale :
M2 et M3 sont des métabolites transitoires et se transforment de maniére non quantitative en

AMBA, qui reste le métabolite terminal dans ces conditions.

Une fois les différentes techniques mises en place et les métabolites repérés, nous
avons repris les expériences de biodégradation de la mésotrione 1 mM par les différentes
souches testées et avons suivi, de mani¢re qualitative et quantitative, ’apparition et la
disparition des métabolites déja décrits (et éventuellement nouveaux), pour voir si le schéma

biodégradatif proposé pouvait étre généralisé.

Pour essayer de rendre plus clair les résultats obtenus, ils seront présentés par genre de
bactéries et ne seront pas tous décrits dans le détail.
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11.3. Etude comparative de I’évolution des métabolites lors de la
biotransformation de la mésotrione pure par sept souches de

Bacillus sp.

II.3.1 Souches de Bacillus sp. les plus efficaces

Nous allons d’abord présenter les résultats avec les quatre souches dégradant
totalement la mésotrione 1 mM de maniére trés similaire a notre souche de référence, Bacillus

sp. 3B6 (Bacillus sp. IB4 et IB11) ou avec une cinétique plus lente (Bacillus sp. 1B8 et 1B10).

Les résultats obtenus avec la souche Bacillus sp. IB4 sont donnés, ici, a titre
d’exemple, toutes les analyses donnant des résultats similaires pour ces quatre souches. Les
analyses par HPLC montrent la disparition rapide de la mésotrione mais également
I’apparition des métabolites décrits précédemment. On peut noter la trés forte intensité du pic
de M4 apres 6h d’incubation, ce métabolite étant ici beaucoup plus concentré qu’avec

Bacillus sp. 3B6 (Figure 46).
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Figure 46 : Suivi par HPLC-UV de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM
par la souche Bacillus sp. I1B4
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Les analyses par RMN *H conduisent aux mémes conclusions (Figure 47) : M2 est le
métabolite majoritaire mais transitoire, M3 est moins concentré avec également un temps de
vie beaucoup plus court que M2, M4 est nettement visible avec cette souche mais n’est

¢galement que transitoire et en fin d’incubation, I’AMBA reste le seul métabolite.
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Figure 47 : Suivi par RMN *H de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche
Bacillus sp. 3B6. Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et M4 (orange)

Pour les quatre souches de ce groupe caractérisé par une biodégradation compléte de
la meésotrione, les résultats sont relativement similaires. Les métabolites M2 et M3
apparaissent des 1h d’incubation (Figures 48A et B). Leurs concentrations augmentent au fil
des heures pour atteindre un maximum d’autant plus important que le taux de biodégradation
de la mésotrione est important et que la vitesse est rapide (Bacillus sp. 1B4, Bacillus sp. 1B8 et
Bacillus sp. IB10). La concentration en M2 est toujours plus grande que celle de M3, qui est
un métabolite plus éphémére. Le métabolite M4 n’a été observé qu’avec la souche Bacillus
sp. IB4 (Figure 48C). L’AMBA est toujours le métabolite qui s’accumule seul en fin de
réaction (Figure 48D). Ce maximum dépend du pourcentage de biodégradation de la
mésotrione : la concentration observée est de 1’ordre de 0,6 mM pour les souches les plus
efficaces comme Bacillus sp. 3B6, Bacillus sp. IB10 et Bacillus sp. IB11 ; il atteint un plateau
aprés 100h d’incubation, et sa concentration est légérement moins importante pour les
souches Bacillus sp. I1B4 et Bacillus sp. IB8 mais toujours en augmentation.
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Figure 48 : Cinétiques d’évolution des métabolites de la mésotrione lors de sa biodégradation par Bacillus
sp. 3B6 (@), Bacillus sp. IB4 (), Bacillus sp. IB8 (@), Bacillus sp. IB10 () et Bacillus sp. IB11 (==). (A)
Métabolite M2 ; (B) Métabolite M3 ; (C) Métabolite M4 et (D) AMBA. 2 a5 réplicats suivant la souche
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Il est clair que les cinétiques d’apparition des métabolites dépendent de la cinétique de
disspation de la meésotrione. Cependant les allures sont trés similaires. Des suivis de pH,
réalisés au cours de la biodégradation de la mésotrione, ont montré une similarité presque
absolue entre les souches testées, n’expliquant pas les petites variations observées dans les
cinétiques ou I’apparition ou non du métabolite M4. Le pH en début d’expérience est proche
de la neutralité (~ 7,5), puis il augmente légérement au cours de I’incubation, sans doute sous

I’effet du relargage de métabolites endogenes, ne dépassant pas 9 au bout des 5 jours

d’incubation.

Cas particulier de Bacillus sp. IB11

Les analyses HPLC des échantillons de suivi de biodégradation de la mésotrione 1 mM

par Bacillus sp. IB11 ont montré les mémes pics que ceux observés avec les autres souches
(Figure 49).
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Figure 49 : Suivi par HPLC-UV de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche
Bacillus sp. IB11
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Cependant, lors des analyses par RMN *H, un métabolite inconnu a été détecté, se
présentant sous la forme de deux doublets résonnant a 7,80 et 8,18 ppm (Figure 50). Ces deux
signaux intégrent pour le méme nombre de protons. Un seul nouveau signal (singulet)
intégrant pour trois fois le nombre de protons des deux doublets est observé dans la zone des
aliphatiques. Ce métabolite intermédiaire, nommé Mi, apparait apres 5h d’incubation, atteint
son maximum de concentration vers 23h d’incubation et disparait aprés 32h. Il faut noter

qu’avec cette souche, le métabolite M4 n’est pas détecté.
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Figure 50 : Suivi par RMN *H de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche
Bacillus sp. IB11. Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et Mi (rose)

Grace a I’analyse par RMN, il est possible de quantifier ce métabolite, en supposant
que chaque doublet integre pour un proton. Avec cette hypothése, la concentration maximale
en Mi atteint 0,23 mM apres 23h d’incubation (Figure 51).
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Figure 51 : Evolution de la concentration du métabolite inconnu (Mi) et des autres métabolites lors de la
biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche Bacillus sp. IB11 (3 cultures indépendantes)

Il faut noter que le métabolite inconnu Mi n’apparait qu’apres 3,5h d’incubation, soit
apres les métabolites M2 et M3 qui sont detectés apres 1h, laissant penser qu’il pourrait étre
issu de ces métabolites comme I’AMBA. Cependant, sa formation rapide ne correspond pas a
un effet significatif sur les cinétiques de ces deux métabolites. Sa concentration augmente
pour atteindre un maximum apres 23h, en méme temps que M2. Apres 32h, Mi et M3
disparaissent et la concentration de M2 commence a diminuer, alors que celle de TAMBA

augmente. Il est donc difficile de situer le métabolite Mi dans le schéma métabolique.

I1.3.2 Souches de Bacillus sp. ne dissipant que partiellement la

mésotrione dans nos conditions d'expérience

Nous avons effectué la méme analyse sur les expériences de biodégradation de la
mésotrione 1 mM réalisées avec les trois souches de Bacillus sp. ne la dissipant pas
totalement : Bacillus sp. 1B1, Bacillus sp. 1B13 et Bacillus sp. 7B11. Pour rappel, ces souches
biotransforment, dans nos conditions, de 50 a 70% de la mésotrione aprés 5 jours

d’incubation.

Les études qualitatives et quantitatives sur 1’évolution des métabolites donnent des

résultats relativement similaires a ceux obtenus précédemment. Les métabolites M2 et M3,
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ainsi que ’AMBA sont retrouvés, dans des proportions plus faibles que précédemment du fait
de la biodégradation plus lente et incompléte de la mésotrione, a part pour la souche Bacillus
sp. 1B13 pour laquelle le métabolite M3 n’est pas détecté (Figure 52). Toutefois, la
concentration de M2 est toujours beaucoup plus importante que celle de M3. Enfin, aucune de

ces souches n’a conduit a la formation, méme transitoire, du métabolite M4.
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Figure 52 : Cinétiques d’évolution des métabolites de la mésotrione lors de sa biodégradation par (#)
Bacillus sp. 3B6, () Bacillus sp. IB1, (A) Bacillus sp. 1B13 et () Bacillus sp. 7B11. (A) Métabolite M2 ;
(B) Métabolite M3 et (C) AMBA (2 a 5 réplicats suivant la souche)

La encore, le métabolite inconnu (Mi) a pu étre mis en évidence avec la souche
Bacillus sp. IB1 par analyses RMN *H (Figure 53). Sa concentration reste plus faible qu’avec

IB11 du fait sans doute, de la moins forte biodégradation de la mésotrione. De plus, le
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maximum de concentration est obtenu aprés 8h d’incubation (0,14 mM) et une disparition

totale de Mi est observée aprés 23h tandis que M3 persiste.
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Figure 53 : Suivi par RMN *H de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche
Bacillus sp. IB1. Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et Mi (rose)

II.3.3 Conclusion sur les souches de Bacillus sp.

Les métabolites trouves lors de la biotransformation de la mésotrione 1 mM avec les
nouvelles souches de Bacillus sp. isolées sont les mémes que ceux trouvés avec la souche
Bacillus sp. 3B6 et déja identifiés par Durand et al. [2007]. Un schéma métaboliqgue commun
peut donc étre proposé avec une étape initiale clef correspondant a la réduction du
groupement nitro de la mésotrione (M2) et conduisant, aprés cyclisation, a un dérivé
isoxazolol (M3). Par contre, la déshydratation abiotique observée avec la souche de référence
Bacillus sp. 3B6 et conduisant a 1’isoxazole (M4) n’a été observée qu’avec une seule autre
souche (IB4) et un nouveau métabolite inconnu (Mi) a été repéré avec deux de ces souches
(IB1 et IB11). Il semble donc qu’un schéma métabolique de biodégradation de la mésotrione
commun (avec quelques variantes intermédiaires) puisse étre établi avec 1’ensemble de ces
souches de Bacillus, les cinétiques d’évolution des métabolites variant avec celle de la

mésotrione (Figure 54).
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Figure 54 : Schéma métabolique proposé pour la biodégradation de la mésotrione par différentes souches

de Bacillus sp.

Une analyse quantitative comparée de 1’évolution des différents métabolites avec les

différentes souches de Bacillus sp. testées est présentée sur la Figure 55.
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Figure 55 : Bilan quantitatif global obtenu par RMN *H lors de la biodégradation de la mésotrione 1 mM
par les souches Bacillus sp. (A) 1B1, (B) 1B4, (C) IB8, (D) IB10, (E) IB11, (F) IB13 et (G) 7B11
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Différentes remarques peuvent étre faites :

e Le métabolite M2 est toujours le métabolite majoritaire quelle que soit la souche
entre 1h et 48h d’incubation et ’AMBA reste le métabolite terminal, qui s’accumule, dans
tous les cas. Les métabolites M3, M4 et Mi apparaissent en concentrations plus faibles (voire

nulles) et de maniére intermédiaire.

e Auvec toutes les souches, excepté Bacillus sp. 7B11, une disparition de 40 a 60%
de matiére est constatée aprés 5 jours d’incubation, la concentration d’AMBA retrouvée ne
correspondant pas a celle de mésotrione initiale (comme pour Bacillus sp. 3B6). Par
conséquent, environ la moitié de la mésotrione doit étre minéralisée, ou convertie en d’autres
métabolites non détectés dans le milieu par nos méthodes d’analyse car adsorbés sur les
cellules, internalisés ou instables, et ce quelle que soit ’efficacité de la souche vis-a-vis de la

mésotrione.

1.4, Etude comparative du comportement des métabolites lors de la
biotransformation de la mésotrione pure par Escherichia coli ATCC
11303 et Pantoae sp. 5B12

Afin de déterminer si ce schéma métabolique pouvait étre généralisable a d’autres
souches, nous avons effectué les mémes analyses sur les métabolites obtenus avec les deux
autres souches dégradantes testées précedemment, a savoir Escherichia coli ATCC 11303 et
Pantoae sp. 5B12, qui biotransforment la mésotrione, dans nos conditions, a 20 et 50%

respectivement.

Avec ces deux souches, les métabolites M2 et M3 sont retrouvés, ainsi que ’AMBA
comme métabolite terminal. La encore, le métabolite M4 n’a pas été détecté, ni par HPLC, ni
par RMN 'H, méme de maniére intermédiaire. Pour ces deux souches, le méme métabolite
inconnu (M) est observé par RMN *H (Figure 56).
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Figure 56 : Suivi par RMN *H de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche

E. coli ATCC 11303. Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et Mi (rose)

En termes de cinétique d’apparition et de disparition par rapport aux autres
métabolites, Mi apparait aprés 2h d’incubation, mais suit dans son évolution, une allure
similaire & M3 jusqu’a 8h d’incubation (0,15 mM). Ensuite Mi disparait totalement tandis que
M2 et M3 augmentent davantage. Il faut noter que durant la disparition de Mi, la
concentration de I’AMBA augmente (Figure 57).
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Figure 57 : Evolution de la concentration du métabolite inconnu (Mi) et des autres métabolites lors de la
biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche E. coli ATCC 11303 (2 cultures indépendantes)
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Avec la souche Pantoae sp. 5B12, Mi est observé mais en concentration assez faible.
Il apparait aprés 7h d’incubation, atteint son maximum a 22h (0,05 mM) et disparait apres 48h
(Figure 58).
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Figure 58 : Evolution de la concentration du métabolite inconnu (Mi) et des autres métabolites lors de la
biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche Pantoae sp. 5B12 (2 cultures indépendantes)

Une analyse quantitative comparée de 1’évolution des différents métabolites avec les

deux souches Gram négatif testees, E. coli ATCC 11303 et Pantoae sp. 5B12 est présentee

sur la Figure 59. La perte de matiere est d’environ 35-40% apres 120h d’incubation.

Cependant, la faible et lente dégradation de la mésotrione dans le cas de ces souches aboutit a

la présence plus longue de M3 (jusqu’a 55h) et de M2 (120h), ce dernier étant cependant en

diminution. Nous pouvons supposer que comme avec les autres souches, I’AMBA restera le

seul métabolite qui s’accumule.
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Figure 59 : Bilan quantitatif global obtenu par RMN *H lors de la biodégradation de la mésotrione 1 mM
par les deux souches Gram négatif, (A) E. coli ATCC 11303 et (B) Pantoae sp. 5B12

11.5. Conclusion

Toutes les souches bactériennes dégradantes testées, Gram positif comme Gram
négatif, donnent les mémes métabolites : M2 (métabolite intermédiaire majoritaire), M3
(métabolite intermédiaire) et ’AMBA (métabolite terminal) quel que soit le taux de
biodégradation de la mésotrione. Par contre, le métabolite M4 identifié précédemment comme
un autre métabolite final avec Bacillus sp. 3B6, n’a été observé qu’avec Bacillus sp. I1B4, et ce
de maniére transitoire, mais en concentration plus importante. Plusieurs souches ont conduit a
un métabolite inconnu (Mi), qui apparait en quantité plus ou moins importante (0,05-0,3 mM)
selon les souches aprés quelques heures d’incubation, et disparait rapidement (22-48h).

L’évolution de ce métabolite ne donne pas de renseignement clair sur son origine.

En conclusion, le schéma métabolique proposé pour la dégradation de la mésotrione
par les souches de Bacillus peut étre généralisé en incluant des souches Gram négatif qui,
certes ont une efficacité moindre dans la transformation de cet herbicide, mais conduisent aux

mémes métabolites (Figure 60).
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Figure 60 : Schéma métabolique propose pour la biodégradation de la mésotrione par les souches
bactériennes étudiées

I11. Essai d’identification du métabolite inconnu observé lors de
la biodégradation de la mésotrione pure par LC/MS et RMN
2D

Pour rappel, les analyses par RMN *H de ce métabolite inconnu Mi ont montré la

présence de 2 signaux dans la zone des aromatiques : deux doublets a 7,80 et 8,18 ppm

intégrant pour le méme nombre de protons (Figure 61).
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Figure 61 : Spectre RMN 'H (zones des aliphatique en haut et des aromatiques en bas) d’un surnageant de
biodégradation (T + 13h)

Un seul nouveau signal (singulet) est observé dans la zone des aliphatiques, tous les
autre signaux de cette zone pouvant étre attribués aux métabolites déja identifiés ou aux
métabolites endogenes. Ce singulet résonne a 3,52 ppm et intégre pour trois fois le nombre de
protons des deux signaux précédents. Il pourrait étre attribué au groupement -CHs du
SO,CHs.

Il semble donc a priori, par rapport a la mésotrione et aux autres métabolites déja
identifiés, qu’il ne reste plus que deux protons sur le noyau aromatique, et que la partie
cyclohexanedione soit clivée. D’autre part, au regard des cinétiques, Mi apparait toujours

apres les métabolites M2 et M3. Il pourrait donc provenir de cette voie métabolique.

I11.1. Analyses par LC/ESI-MS

Plusieurs échantillons, correspondants a différents temps d’une cinétique de
biodégradation avec Bacillus sp. IB11 et Escherichia coli, ont été analysés par LC/(+)-ESI-
MS accompagnés de témoins « cellules » réalisés dans les mémes conditions. Aucun nouveau
signal (différent des métabolites déja identifiés ou des métabolites endogeénes) n’a été détecté
en masse et il n’a donc pas été possible d’avoir des informations sur sa structure par cette
méthode. Il semble que notre métabolite ne soit pas ionisable dans les conditions utilisées (Cf.

partie Matériels et Méthodes).

132



Résultats / discussion

I11.2.  Analyses par RMN 2D

Nous avons donc réalisé un essai quantitatif de biodégradation de la mésotrione par la
souche Bacillus sp. IB11, qui a été arrété au maximum de concentration de Mi, soit aprés 23h
d’incubation. A ce temps, il ne reste plus de mésotrione, le métabolite M2 est a une
concentration quasi maximale (0,4 mM), et M3 commence a disparaitre (0,16 mM). L’AMBA
commence a s’accumuler (0,11 mM). Aprés concentration en utilisant un Speed-Vac et
reprise dans D,0, I’échantillon concentré a été analysé par différentes techniques de RMN 2D

pour essayer d’obtenir des informations structurales sur Mi :

Remarque : Dans les expériences de RMN 2D suivantes, nous présentons uniquement
la zone des aromatiques car le singulet a 3,52 ppm ne correle ni avec des protons, ni avec des
carbones de la zone aromatique, ce qui pourrait corroborer qu’il s’agit du groupement CH3
du sulfonyle (distance trop longue pour pouvoir visualiser une corrélation).

o Expérience TOCSY *H-'H (Total Correlation SpectroscopY) : cette séquence 2D

homonucléaire permet de corréler les signaux *H couplés scalairement et d’identifier tous les

signaux 'H appartenant & une méme molécule (méme réseau de spins).

Deux taches de corrélation ont été observées pour le métabolite inconnu entre les
deux signaux a 7,80 ppm et 8,18 ppm, ce qui prouve que ces deux protons appartiennent bien

a la méme molécule (Figure 62).
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Figure 62 : Expérience TOCSY H-'H enregistrée sur un surnageant de biodégradation (TO + 13h)

e Expériences COSY 'H-'H et NOESY 'H-'H: la COSY est une séquence 2D

homonucléaire qui permet de corréler les signaux de protons couplés scalairement et elle
permet donc de visualiser les constantes de couplage %J entre 2 protons voisins. La NOESY
permet de corréler des protons par interaction dipolaire entre deux spins géométriquement
proches (effet Overhauser nucléaire ou eOn). Notons que les corrélations ne sont plus visibles
au dela de 5A. Les mémes corrélations entre les deux signaux du métabolite Mi sont présentes

dans ces deux expériences (Figure 63).
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Figure 63 : (A) COSY 'H-'H et (B) NOESY 'H-'H d’un échantillon de biodégradation de la mésotrione
1 mM (TO + 13h)
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L’ensemble de ces expériences montre que ces deux protons sont, scalairement et
proches dans I’espace, et qu’ils sont donc portés par deux carbones adjacents. Aucune autre
corrélation n’est visible confirmant qu’il n’y a bien que ces deux protons sur le noyau
aromatique. Sachant qu’il est issu de la mésotrione, la structure du métabolite inconnu

proposeée est donc la suivante (Figure 64) :

H SO,CHs
H

Figure 64 : Hypothése de structure du métabolite inconnu

Afin de corréler les protons avec les carbones correspondants, une expérience HMQC
'H-3C a été réalisée (Figure 65). Elle permet de corréler chaque proton avec le carbone le

portant (constante de couplage *Jyc).

'. ! 1 #J " »\
JETIET (T [T L Vo Ve || V.1 ,"“l_ra) Y }‘“—‘A_,A-.._;- Sn
ppm I o p [ 1 T 7 F
} I 1
T e e B N T | ; -
- = | \
| | G| . -
I I | ) I i |
120 -L —+- IR S FR—. 4 LS R e o e ) ? 5 o . b o
I ] |e®* | I I I |
R N i ‘
0 g | Nl | | | |
M e il R L
| | ﬁ g [ | & | | | |
| | B I 1 |
140F -——1--—F-—-"--- == 1 ) - e T Rttt R
e |8 L
| | @.,,,, | 8 | | |
150 ; " ¢ P SR Ty e "
| |
i | i | i i |
I | ] I } | |
160 1 i L 1 | L |
| I I I | I I
I I i I I i |
| | | | | | |
L B e B S
- : | ‘ ‘
1804 : ' - I . ‘ - L Ry
1904
* T T T [T T T X Vo T | T ) G ol =il S | x T
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 1.2 7.0 6.8 6.6 6.4 ppm

Figure 65 : HMQC 'H-"*C d’un échantillon de biodégradation de la mésotrione 1 mM (TO0 + 13h)

135



Résultats / discussion

La Figure 65 montre une corrélation entre le proton résonnant & 7,80 ppm avec un
carbone résonnant a 140 ppm et le proton a 8,18 ppm avec un carbone résonnant a 143 ppm,

deux carbones appartenant bien a la zone des aromatiques.

Des renseignements supplémentaires sont recherchés en utilisant une expérience
HMBC *H-*C (Figure 66) qui permet d’établir des corrélations hétéronucléaires pour des
couplages a plus longue distance (plusieurs liaisons).
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Figure 66 : HMBC 'H-*C d’un échantillon de biodégradation de la mésotrione 1 mM (TO0 + 13h)

Plusieurs taches de corrélation sont observées pour chaque proton :

o pour le proton résonnant & 8,18 ppm, 3 taches de corrélation sont observées

avec des carbones résonnant a 122,0 ; 154,2 et 160,5 ppm.

o Pour le proton résonnant a 7,80 ppm, 2 taches de corrélation sont observées

avec des carbones résonnant a 114,8 et 154,2 ppm.

Nous pouvons remarquer donc que les deux protons correlent avec le méme carbone
(154,2 ppm) qui est un carbone de la zone aromatique. Le carbone résonnant a 160,5 ppm est

un carbone aromatique avec un groupement électro-attracteur (du type COOH).
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111.3. Hypotheses sur la structure du métabolite inconnu Mi

D’aprés les données des différentes expériences de RMN, nous pouvons déduire que
la structure du métabolite inconnu est un cycle aromatique (déplacements chimiques des
protons), ayant perdu la partie cyclohexanedione (un seul signal dans la zone des aliphatiques
correspondant au méthyle du groupement sulfonylméthyle) et tétrasubstitué. Les deux protons
aromatiques sont portés par des carbones adjacents. Ce métabolite semble donc avoir une
structure relativement similaire a celles de ’AMBA ou du MNBA, mais avec une substitution
en position 3. L’absence de pics dans la zone des aliphatiques (clivage de la partie
cyclohexanedione) favorise I’hypothése qu’un des substituants est le groupement -COOH. Cet
acide carboxylique pourrait étre porté par le carbone résonnant a 160,5 ppm, corrélé avec le
proton & 8,18 ppm (HMBC 'H-'3C, Figure 66). La structure du métabolite inconnu pourrait

HOOCW)\r

/\/ \SOZCHS

H

donc étre du type (Figure 67) :

Figure 67 : Hypothése de structure de Mi

Dans la littérature, la biodegradation biologique des dérivés aromatiques nitrés peut
suivre deux voies principales [Marvin-Sikkema et de Bont, 1994 ; Ye et al., 2004 ; Arora et
al., 2012]:

e Oxydation du cycle aromatique dans une réaction catalysée soit par une
dioxygénase avec introduction simultanée de deux groupements hydroxyles, soit par une
monooxygénase avec introduction d’un seul groupement hydroxyle et élimination ou non du
groupement nitro. Cette voie de biodégradation de nitrobenzenes a été mise en évidence chez
différentes souches bactériennes : Comamonas acidovorans NBA-10 [Nishino et Spain,
1995] ; Pseudomonas sp. JS42 [Haigler et al., 1994] ; Micrococcus sp. [Mulla et al., 2011].
Cette premiére stratégie pourrait conduire a un dérivé du catéchol (X =Y = OH sur la Figure
67) (Figure 68).
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e Reéduction du groupement nitro en fonction hydroxylamine via un intermédiaire
nitroso. Cette hydroxylamine peut ensuite étre transformée soit en amine (cette voie a déja éte
mise en évidence lors de la biodégradation de la mésotrione par Bacillus sp. 3B6), soit suite a
un réarrangement enzymatique par une mutase du type réarrangement de Bamberger,
conduire a des dérivés 1,2- ou 1,4-aminophénol [Schenzle et al., 1999], soit grace a une
hydroxylaminobenzoate lyase conduire a un dérivé de catéchol [Marvin-Sikkema et De Bont,
1994] (Figure 68).

R
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Réduction Nz
R R R R
N NAD(P)H NAD(P)H H20
| / ¥ > _&QF> _&Qﬁ (a)

NAD(P) NAD(P) NH; o

NO, NO NHOH OH
Monooxygénase Réarrangement de

o, Bamberger
Dioxygénases

R
R R R
X
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..... > =
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Z OH OH
NH»
NO, NO, OH

Figure 68 : Schéma récapitulatif des différentes voies de biodégradation des dérivés aromatiques nitrés
par oxydation du cycle aromatique ou réduction du groupement nitro conduisant a (a) : un dérivé de
catéchol, (b) un réarrangement de Bamberger ou (c) la réduction classique

Oxydation

Aucune étude n’a décrit la présence de ces différentes enzymes (monooxygénase ou
dioxygeénase, mutase, hydroxylaminobenzoate lyase) chez les souches de Bacillus, E. coli ou
Pantoae, ce qui n’exclut pas leur présence. En combinant les données de la littérature et celles

obtenues par RMN, nos hypotheses de structures pour Mi sont donc (Figure 69) :
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NO, NH, OH
HOOC OH HOOC )\ OH
~ (’\r HOOC\ N OH \l %
NN )
H w/ SO,CHs wN\F SO,CH3 H Z SO,CHs
H H H
Structure 1 Structure 2 Structure 3

Figure 69 : Hypotheses de structures pour le métabolite inconnu

L’absence de standards pour ces structures nous amene a comparer avec des molécules
connues afin de prédire, avec les déplacements chimiques des carbones et des protons, la
structure la plus credible. La comparaison avec les données de molécules similaires (sans le
substituant -SO,CHs) est en faveur de la structure 2 (Figure 69) a cause des déplacements
chimiques tres déblindés des deux protons (7,80 et 8,18 ppm) et des carbones correspondants
(140 et 143 ppm). L’étude des déplacements chimiques d’autres molécules ayant un
substituant -SO,CHs, mais pas les mémes groupements sur le cycle aromatique, montre que ce
dernier « deblinde » les signaux des atomes voisins. Par conséquent, il est difficile de prédire
sans ambiguité laquelle de ces trois molécules est la plus probable.

Une molécule de structure tres proche de I’hypothése 2 pour notre métabolite inconnu
et trés étudiée est I’acide 3-hydroxy-4-méthylanthranilique (Figure 70). Plusieurs auteurs ont
pu mettre en évidence des réactions chimiques d’auto-oxydation de ce composé [Manthey et
al., 1988] ou des réactions enzymatiques catalysees par exemple par des laccases isolées de

Trametes versicolor [Osiadacz et al., 1999] conduisant a des dimeres (Figure 70).

COOH COOH COOH
H NH, _ H N NH,
5 - Oxydation TN
Laccase -
H “oH H N o 0
CHj CHg3 CHg3
4-M-3-HAA Actinocine

Figure 70 : Oxydation de I’acide 3-hydroxy-4-méthylanthranilique (4-M-3-HAA) en actinocine
(d’aprés Osiadacz et al., 1999)
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La comparaison des deux spectres RMN H, avant et aprés dimérisation, montre une
grande variation des déplacements chimiques des deux protons dans le cas du dimére, passant
de 7,19 et 6,29 ppm a 7,44 et 7,14 ppm. Une quatriéme possibilité de structure pour le
meétabolite inconnu pourrait correspondre a un dimére de la structure 2 (Figure 71). L’enzyme
responsable de cette réaction (laccase) trés répandue chez les plantes et les champignons a
également été mise en évidence chez un grand nombre des souches bactériennes dont des
souches de Bacillus sp. [Van Waasbergen et al., 1996] et d’E. coli [Kim et al., 2001]. Cette
structure dimérique pourrait expliquer I’absence de réponse en spectrométrie de masse que

nous avons obtenue.

COOH COOH

H N NH,
X X

b NP o o)
SO,CHs SO,CH4

Structure 4

Figure 71 : Structure dimérique possible proposée pour le métabolite inconnu

En conclusion, quatre structures chimiques possibles ont été proposées pour le
métabolite inconnu observé lors de la biodégradation de la mésotrione par plusieurs des
souches bactériennes testées. L’absence d’autres informations (surtout issues de la
spectrométrie de masse) rend difficile le choix d’une de ces hypothéses. Des études plus
approfondies (autres méthodes d’analyses, autres séquences de RMN) ou la synthése de
certaines des structures proposées pourrait nous permettre de trancher entre ces quatres

hypothéses.
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IV. Etude de Deffet de la formulation (Callisto®) sur Ila
biodégradation de la mésotrione par les souches bactériennes

dégradantes

En agriculture, ce ne sont pas les matieres actives mais les matiéres formulées qui sont
épandues. Nous avons donc voulu étudier I’effet de la formulation, et donc des adjuvants, sur
la biodégradation de la mésotrione par les deux souches Gram positif les plus efficaces
(Bacillus sp. 3B6 et IB11) (en termes de biodégradation), ainsi que par les deux souches
Gram négatif dégradantes (Escherichia coli ATCC 11303 et Pantoae sp. 5B12). Pour ce faire,
nous avons travaillé avec la formulation Callisto®, qui contient 100 g/L de mésotrione.
D’apres sa fiche de sécurité [Article 31, 1907/2006/CE], deux additifs présentant un caractére
toxique sont décrits : ’octan-1-0l a 5-10 % W/W et le « poly(oxy-1,2-éthanediyl), a-isodecyl-
o-hydroxy » (= isodécyl alcool polyéthylene glycol ou PEO 10-6, CAS 61827-42-7) a 20-30
% W/W (sachant que la mésotrione représente 9% W/W) [Fiche sécurité Réglement (CE) No.
1907/2006] (Figure 72).

o N NN
HO OH
n

Isodécyl alcool polyéthyléne glycol Octan-1-ol
Figure 72 : Structure des deux additifs connus dans la formulation Callisto®

Un spectre RMN 'H d’une solution de Callisto® (500 pM) est présenté sur la Figure
73 montrant la présence de nombreux signaux autres que ceux de la mésotrione. Ceux-ci
peuvent donc étre attribués aux additifs. Ils correspondent a des signaux de longue chaine
aliphatique : 0,8-0,9 ppm (CH,), 1,2-1,5 ppm (CH,), 1,6-1,8 ppm (CH) et (CH,-C-OH(ou
OR)), 3,5-4,0 ppm (CH,-O-). Les intégrations de ces pics montrent leur importante

concentration dans la formulation Callisto® par rapport a la matiére active.
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Figure 73 : Spectre RMN 'H réalisé dans D,O d’une solution de Callisto® contenant 500 pM
de mésotrione
Dans la suite, les concentrations indiquées correspondent a des concentrations en
matiére active afin de pouvoir faire une comparaison directe entre mésotrione pure et

formulée.
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IV.1. Etude de la stabilitt du Callisto® dans les conditions

expérimentales choisies

Des premiers tests ont été réalisés pour vérifier la stabilité d’une solution de Callisto®
a la lumiére dans nos conditions d’incubation et lors de sa conservation au réfrigérateur. Ces
tests ont montré une grande stabilité d’une solution de cette formulation : plus de deux mois

au réfrigérateur et plus de 5 jours dans les incubateurs, a la lumiere naturelle et a 27°C.

IV.2. Etude comparative de la biodégradation de la mésotrione pure

et formulée par les souches de Bacillus sp.

Nous avons comparé la biodégradation de la mésotrione pure et formulée, a
différentes concentrations, en termes de cinétiques et de voies métaboliques par deux souches

dégradantes tres efficaces.

Iv.2.1 Biodégradation de la mésotrione pure et formulée par

Bacillus sp. 3B6

Les cellules de Bacillus sp. 3B6 au repos métabolique sont incubées avec 3
concentrations faibles de mésotrione pure et de Callisto® en parallele : 0,02, 0,12 et 0,18 mM
(Figure 74). Une biodégradation totale au bout de quelques heures est observée pour toutes les
concentrations et ce, avec les mémes cinétiques pour la molécule pure (données non
présentées) ou formulée. L’effet des additifs semble donc négligeable pour de faibles

concentrations.
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Figure 74 : Biodégradation par la souche Bacillus sp. 3B6 de la mésotrione formulée (Callisto®) a
différentes concentrations

Nous avons donc testé une gamme de concentrations plus grandes (de 0,1 a 1 mM)
tout en comparant avec des équivalents de la mesotrione seule (Figure 75). Les résultats
montrent une augmentation de I’effet de la formulation avec la concentration. Les cinétiques
de biodégradation de la mésotrione 0,1 mM seule et formulée sont similaires et pour 0,25
mM, un effet de ralentissement est observé avec la formulation. Cet effet inhibiteur est
augmenté pour une concentration de 0,5 mM, le taux de biodégradation diminuant de 40 %
pour la mésotrione formulée en fin d’incubation. L’inhibition est totale pour la biodégradation

de 1 mM de Callisto®, alors que la mésotrione pure a totalement disparu au bout de 48h.
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Figure 75 : Influence de la concentration des adjuvants (Callisto®) sur la biodégradation de la mésotrione
(A:0,1;B:0,25;C:05etD:1mM) par lasouche Bacillus sp. 3B6.
(CI) Mésotrione pure, (A) Mésotrione formulée (3 cultures indépendantes)

Si les adjuvants ont un impact sur la cinétique de biodégradation, voire méme ont un
effet inhibiteur, le schéma métabolique de la mésotrione reste le méme. Les métabolites, M2,
M3, M4 et PTAMBA apparaissent toujours lors de la biodégradation de la mésotrione
formulée, avec des cinétiques, et donc des concentrations, dépendant de celle de disparition de
la molécule mere. Par exemple, la concentration du métabolite M3 (Figure 76B), qui apparait
lors de la biodégradation de la mésotrione 0,5 mM formulée, est 4 fois plus petite que celle
observée avec la mésotrione pure. Les autres métabolites subissent aussi le méme effet. Les
métabolites M2 et AMBA sont largement moins concentrés en présence de la formulation
mais la diminution reste modérée en comparaison de celle de M3 (plus de la moitié) (Figures
76A et C). Par conséquent, ’équilibre entre M2 et M3 est déplacé en faveur de M2 sous
I’effet de I’inhibition de la dégradation de la mésotrione formulée. Il peut s’agir d’un effet de

pH li¢ a la présence des adjuvants, le pH mesuré étant toujours inférieur d’environ 0,2 unités

de pH avec la formulation.
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Figure 76 : Influence de la formulation (Callisto®) sur I’apparition des métabolites M2 (A), M3 (B) et
AMBA (C) au cours de la biodégradation de la mésotrione 0,5 mM par la souche Bacillus sp. 3B6.
(CI) Mésotrione pure, (A) Mésotrione formulée (3 cultures indépendantes)

Iv.2.2 Biodégradation de la mésotrione pure et formulée par

Bacillus sp. IB11

La deuxiéme souche testée est Bacillus sp. 1B11, qui dégrade tres efficacement la
mésotrione pure. La encore, pour une concentration de 0,1 mM de mésotrione (Figure 77A),
la formulation n’a aucun effet et elle présente un caractere inhibiteur peu significatif pour une
concentration de 0,25 mM (Figure 77B) en mésotrione mais quasi-total pour une
concentration de 0,5 mM (Figure 77C). Le taux de biodégradation n’atteint alors que 20%
tandis qu’il est de 100 % pour la matiére active pure (Figure 77C). Enfin, aucune dégradation

n’est observée avec le Callisto® 1 mM (non présent¢).
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Figure 77 : Influence de la concentration de la formulation (Callisto®) (A:0,1;B:0,25etC: 0,5 mM)
sur la biodégradation de la matiere active (mésotrione) par la souche Bacillus sp. IB11. (1) Mésotrione
pure, (A) Mésotrione formulée

Iv.2.3 Comparaison des deux souches Bacillus sp. 3B6 et Bacillus

sp. IB11

Les souches Bacillus sp. 3B6 et Bacillus sp. IB11 ne dissipent que partiellement la
mésotrione formulée (Callisto®) 0,5 mM (60 et 20 %, respectivement). Les cinétiques sont un
peu différentes : pour IB11, la biodégradation a lieu pendant les 5 premiéres heures
d’incubation et aprés, nous observons une inhibition compléte. Par contre, la souche Bacillus
sp. 3B6 présente un premier plateau entre 8 et 22h de dégradation lente, puis une phase de
dégradation rapide entre 22 et 30h suivie par un nouveau plateau ou plus aucune

biodégradation n’est observée (Figure 78).
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Figure 78 : Comparaison de I’effet de la formulation Callisto® (0,5 mM) sur le métabolisme des deux

souches () Bacillus sp. 3B6 et (A) Bacillus sp. IB11. (Plein) Mésotrione pure, (vide) mésotrione formulée

La Figure 78 montre que ’effet inhibiteur de la formulation est plus grand sur la
souche Bacillus sp. IB11. La trés grande différence de biodégradation entre la mésotrione 500
MM pure et celle formulée par la souche Bacillus sp. IB11 confirme que la toxicité des
adjuvants de la mésotrione sur ces cellules bactériennes est la cause de I’effet inhibiteur.
Aucune ¢étude sur P’adjuvant connu du Callisto® n’a ¢té publiée a notre connaissance.
Cependant, Clair et al. [2012] ont montré que les adjuvants éthoxylés sont responsables de la

toxicité de formulations a base du glyphosate sur les cellules humaines.

Les métabolites apparus au cours de la dégradation de la mésotrione formulée par la
souche Bacillus sp. IB11 sont les mémes (M2, M3, AMBA et Mi). Leurs concentrations
dépendent du taux de dégradation de I’herbicide. Par exemple, pour la mésotrione 0,5 mM, les
concentrations des métabolites sont faibles (10 a 20 % en comparaison avec la matiére active
pure) a cause de la trés lente cinétique de biodégradation. M3 est le métabolite le plus affecté,
sa concentration diminue de 95 % (effet de pH). Le schéma métabolique n’est donc pas

modifié par la présence des adjuvants.
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IV.3. Etude comparative de la biodégradation de la mésotrione pure

et formulée par deux souches Gram négatif

Iv.3.1 Biodégradation de la mésotrione pure et formulée par

Escherichia coli ATCC 11303

Cette souche dégrade partiellement la mésotrione pure. Dans cette partie, la
dégradation de la mésotrione formulée a différentes concentrations est testée en comparant
avec les mémes concentrations en matiere active pure. Les résultats sont présentés sur la
Figure 79.
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Figure 79 : Influence de la concentration de la formulation (Callisto®) (A: 0,1 ; B: 0,25; C: 0,5 et
D : 1 mM) sur la biodégradation de la matiére active (mésotrione) par la souche E. coli ATCC 11303. ([J)
Mésotrione pure, (A) Mésotrione formulée (2 cultures indépendantes)

La surprise vient du fait que quelle que soit la concentration en mésotrione, non
seulement cette souche dégrade la mésotrione formulée mais le taux de dégradation est
nettement supérieur a celui obtenu en présence de mésotrione pure, et ceci est d’autant plus

marqué que la concentration est forte. La comparaison des pourcentages de biodégradation de
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la matiére active pure et formulée, au bout de 48h d’incubation, est présentée dans le Tableau
22.

Tableau 22 : Pourcentage de biodégradation par la souche E. coli ATCC 11303 de la mésotrione seule ou
formulée a différentes concentrations

Concentration Meésotrione pure Mésotrione formulée

0,1 mM 59,5 % 73,9%
0,25 mM 67% 84,2%
0,5 mM 60% 78,8%

1mM 39,5% 92,1 %

Le pourcentage de biodégradation de la mésotrione formulée est élevé, dépassant
toujours les 70 %. Il I’est d’autant plus que la concentration en mésotrione (et donc en
adjuvants) est élevée. La matiere active pure, elle, comme décrit précédemment, est moins

biotransformée avec I’augmentation de la concentration, et toujours moins que la formulation.

Les reésultats obtenus avec cette souche Gram négatif sont complétement différents
de ceux obtenus avec les deux souches de Bacillus. Les adjuvants, inhibiteurs du métabolisme
biodégradatif chez Bacillus sp. 3B6 et IB11, accélerent et activent ce métabolisme chez la
souche E. coli ATCC 11303.

Nous avons donc suivi, par RMN *H, la biodégradation des adjuvants du Callisto® 1
mM afin de chercher une explication a cet effet stimulant (Figure 80) au cours de la
biodégradation de la mésotrione. Il faut noter que I’aire du massif résonnant a 3,5-4,0 ppm
(CH,-O-) n’a pas évolué au cours de suivi entre t0 et 80h, ce qui montre la difficulté de la

dégradation de ce groupement par les cellules bactériennes.
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Figure 80 : Suivi par RMN *H de la biodégradation des adjuvants du Callisto® 1 mM

par la souche E. coli ATCC 11303

Les spectres RMN *H montrent la diminution trés importante du massif a 1,25-1,4

ppm, correspondant aux groupements -CH,-. Les autres pics correspondant aux groupements -
CHs terminaux et aux —CH,-O ont une aire qui ne varie pas de maniére significative au cours
du temps. Il semble que la souche dégrade la chaine carbonée suivant les voies classiques

d’w-ou (w-1) oxydation rencontrées avec les alcanes a longues chaines (-CH; — CH,OH —
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CHO — COOH — décarboxylation) via des étapes d’oxydation successives mono terminale
[Kester et Foster, 1963 ; Nhi-Cong et al., 2010]. L’alcane hydroxylase, qui est 1’enzyme
impliquée dans la premiere étape de la réaction, a été mise en évidence chez des souches
bactériennes Gram négatif et positif [Smits et al., 1999].

La cinétique de dégradation des groupements CH, de I’adjuvant (massif a 1,25-1,4

ppm) est tracée en fonction du temps d’incubation (Figure 81)
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Figure 81 : Evolution de I’aire du massif a 1,25-1,4 ppm lors de la biodégradation de la mésotrione 1 mM
formulée par la souche E. coli ATCC 11303

La Figure 81 montre une dégradation d’environ 80% d’un des adjuvants contenu
dans la formulation Callisto® en paralléle avec la dégradation de la matiére active, ce qui peut
expliquer I’amélioration de la biodégradation de la mésotrione formulée par rapport a la
matiere active seule (co-métabolisme). Des dosages d’ATP pourraient permettre de mettre en

évidence cet apport d’énergie.

D’autre part, le schéma métabolique de la biodégradation de la mésotrione formulée
par la souche E. coli. ATCC 11303 est étudié, tout en le comparant avec la matiére active
seule. Le suivi par RMN *H réalisé durant I’incubation montre la présence des métabolites
déja trouvés avec la mésotrione seule (Figure 82). Les métabolites, AMBA, M2, M3 et le
métabolite inconnu sont présents, ce qui prouve que le schéma métabolique de la mésotrione
ne dépend pas de la formulation. Par contre, les concentrations des métabolites sont plus

importantes (environ le double) du fait que le taux de biodégradation est plus grand, sauf
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pour le métabolite inconnu (Mi) dont la concentration maximale est du méme ordre de
grandeur (0,1 mM).

Par conséquent, malgré le changement de la cinétique de biodégradation de la
mésotrione formulée entre les souches de Bacillus sp. (Gram positif) et la souche d’E. coli
(Gram négatif), le schéma métabolique reste le méme, ce qui prouve que les métabolites
trouvés dans nos conditions du laboratoire peuvent potentiellement exister dans les

compartiments de I’environnement aprés épandage du pesticide Callisto®.
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Figure 82 : Suivi par RMN *H de la dégradation du Callisto® 1 mM par la souche E. coli ATCC 11303
Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et Mi (rose)
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Iv.3.2 Biodégradation de la mésotrione pure et formulée par
Pantoae sp. 5B12
La souche Pantoae sp. 5B12 est la deuxiéme souche Gram négatif testée. Deux

concentrations (0,5 et 1 mM) de la mésotrione seule ou formulée sont mises en incubation a

27°C et 200 rpm avec les cellules bactériennes (Figure 83).
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Figure 83 : Influence de la concentration de la formulation (0,5 et 1 mM) sur la biodégradation de la
matiere active (mésotrione) par la souche Pantoae sp. 5B12. (1) Mésotrione pure, (A) Mésotrione
formulée

L’effet de la formulation est beaucoup moins net que dans le cas d’E. coli (Figure 83).
Pour une concentration de 0,5 mM, la mésotrione formulée est mieux dégradee tandis que
pour une concentration de 1 mM la matiere active seule est légérement mieux dégradée. Par
contre, les taux de biodégradation en fin d’incubation sont presque similaires. Donc, pour
cette souche, les adjuvants n’ont pas d’effet ni d’inhibition, ni d’activation sur le métabolisme
biodégradatif. L’évolution des aires des signaux correspondant aux adjuvants est étudiée aussi
pour cette souche par RMN 'H, afin de mieux comprendre 1’absence de toxicité du Callisto®.
La Figure 84 montre une diminution progressive de I’aire du massif résonnant a 1,25-1,4 ppm
entre tO et 100h d’incubation. Par contre, celle du massif centré sur 0,8 ppm n’évolue pas

pendant les 50 premieéres heures d’incubation, puis diminue de moitié entre 50 et 100h

d’incubation.
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Figure 84 : Suivi par RMN *H de la biodégradation des adjuvants du Callisto® 1 mM par la souche

Pantoae sp. 5B12

La cinétique de dégradation de 1’adjuvant est tracée en fonction du temps d’incubation

rapidement que pour E. coli).

(Figure 85). Elle est plus lente que pour E. coli, ce qui peut peut-étre expliquer I’absence
d’effet stimulant marqué sur la biodégradation de la mésotrione. La dégradation des adjuvants
empéche I’effet toxique des adjuvants d’opérer et explique la résistance de cette souche vis-a-

vis de la formulation Callisto®, sans cependant induire de co-métabolisme (du moins aussi
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Figure 85 : Dégradation de I’adjuvant correspondant au massif a 1,25-1,4 ppm par la souche
Pantoae sp. 5B12

Enfin, de nouveau, les mémes métabolites sont retrouvés, TAMBA, M1, M2 et Mi
durant la dégradation du Callisto® 1 mM (Figure 86). La concentration de tous les
métabolites est similaire a celle obtenue avec la mésotrione pure (0,15 mM pour Mi).
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Figure 86 : Suivi par RMN *H de la cinétique de biodégradation de la mésotrione 1 mM par la souche
Pantoae sp. 5B12. Mésotrione (bleu), AMBA (rouge), M2 (vert), M3 (mauve) et Mi (rose)
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IV.4. Conclusion

La dégradation de la mésotrione formulée est modulée en présence des adjuvants.
Cette modification est dépendante des souches bactériennes testées et de la concentration. La
dégradation est fortement inhibée pour les souches de Bacillus sp. (Gram positif) a partir
d’une concentration de 0,5 mM tandis que pour les concentrations inférieures, 1’effet des
adjuvants n’est pas significatif. Pour les deux souches Gram négatif testées, 1’effet des
adjuvants sur la biodégradation de la matiére active est soit : (i) peu significatif pour Pantoae
sp. 5B12 ; (ii) stimulant de maniére croissante suivant la concentration pour E. coli ; ces deux

souches dégradant aussi certains adjuvants.

Enfin, il faut noter que tous les métabolites, déja identifiés avec la mesotrione pure,
sont détectés lors de la dégradation du Callisto®. Par conséquent, le schéma métabolique

n’est pas modifié.

V. Conclusion

Suite aux travaux de S. Durand et d’l. Batisson, nous avons pu comparer les capacités
et efficacités de biodégradation de la mésotrione pour 9 souches bactériennes, Gram positif et
négatif, avec celles de la souche Bacillus sp. 3B6 prise comme référence. Si les cinétiques et
les taux de biodégradation de cet herbicide sont variables d’une souche a 1’autre pour une
biomasse similaire, les voies métaboliques identifiées peuvent s’inscrire dans un schéma
général global, la réaction initiale étant la réduction du groupement —NO; en hydroxylamine
(Métabolite M2). Un nouveau métabolite, Mi, a pu étre mis en évidence pour deux souches de
Bacillus sp. et les deux souches Gram négatif testées. Ce métabolite n’a pas pu étre identifié
avec certitude mais il s’inscrit trés vraisemblablement comme une variante de la

biodégradation du premier métabolite M2,

Les essais avec la matiére active formulée ont montré une forte inhibition de la
biodégradation avec les souches Gram positif, croissante avec sa concentration, et une
stimulation plus ou moins significative avec les souches Gram négatif. Aucune modification
du schéma métabolique de dégradation n’a été observée, des variations de concentrations des
métabolites liées logiqguement aux modulations des taux de transformation de la matiere active

étant les seules différences.
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Etude de la biodégradation du tébuconazole,

pur et formulé

I. Recherche de microorganismes capables de dégrader le

tébuconazole pur

La premiere étape de cette étude a été de réaliser un large criblage de
microorganismes, isolés de difféerents compartiments environnementaux mais également
provenant de banques de souches commerciales, afin de selectionner ceux aptes a
biotransformer le tébuconazole. Nous avons évalue les capacités de biodégradation en
réalisant des tests avec des cellules au repos métabolique (a raison de 5 g de biomasse humide
dans 100 mL d’une solution 0,1 mM de tébuconazole). La température d’incubation est 27°C.
La dissipation du tebuconazole est suivie réguliécrement par HPLC sur 5 jours d’incubation.
Un témoin correspondant a une solution de tébuconazole sans cellules a été incubé dans les
mémes conditions. Aucune disparition du fongicide n’a été observée dans ce témoin
abiotique.

Les souches testées sont :

e soit celles qui dégradent la mésotrione. Nous avons voulu savoir si ces souches
étaient également capables de dégrader un pesticide ayant une structure chimique
complétement différente ;

e soit des souches de collection commerciales ;

e soit des souches issues de la souchothéque du laboratoire, qui ont été
précédemment isolées de sols contaminés ou d’eau de nuages prélevée au sommet du Puy de

Do6me.

Le Tableau 23 présente les taux de disparition du tébuconazole obtenus aprés 5 jours

d’incubation pour les bactéries, les champignons et les levures testées.
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Tableau 23 : Tests de dissipation du tébuconazole. Taux de disparition aprés 5 jours d’incubation. Essais
avec des cellules au repos métabolique —Tébuconazole 0,1 mM

Taux de Taux de
SOUCHES disparition SOUCHES disparition
Bactéries Gram positif Bactéries Gram négatif
Arthrobacter sp. 7B9 0 Burkholderia sp. 1B1 0
Arthrobacter sp. N4 0 Chelatobacter heinzii SR45 0
Arthrobacter sp. SR30 0 Escherichia coli ATCC 11303 0
Bacillus cereus 2B9 30% Janthinobacterium sp. 2B18 0
Bacillus cereus ATCC 14579 0 Pantoae sp. 12B5 0
Bacillus megaterium DSM 32 0 Pseudomonas aeruginosa 0
ATCC10145
Bacillus pumillus 5B1 0 Pseudomonas fluorescens CIP 69B 0
Bacillus sp. 3B6 50% Pseudomonas putida ATCC 21244 60%
Bacillus sp. 29B3 50% Pseudomonas putida DSM 84 50%
Bacillus sp. IB1 0 Pseudomonas sp. 14B10 0
Pseudomonas sp. ADP 0

Bacillus sp. 1B4 0 Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648 40%

0 Pseudomonas pseudoalcaligenes 0
Bacillus sp. 1B8 IB78
Bacillus sp. 1B10 0 Pseudomonas syringae 12B8 0
Bacillus sp. 1B11 0 Sphinghomonas sp. 7B15 0
Bacillus sp. IB13 30% Stenotrophomonas maltophilia 1B93 0
Bacillus subtilis ATCC 6633 0
Microbacterium phyllosphaerae 0 Champignons
2B3
Mycobacterium chlorophenolicum 0 Aspergillus niger ATCC 9142 0
RP1
Nocardia asteroides LAB 911 35% Geotrichum candidum CBS 14488 0
Nocardia rubra ATCC 15906 0 Levures
Rhodococcus erythropolis BTS1 0 Aureobasidium pullulans G 0
Rhodococcus rhodochrous OBT18 0 Candida parapsilosis ATCC 2046 16%
Rhodococcus sp. PA 0 Cryptococcus sp. 28B7 0
Streptomyces sp. 1S1 0 Cryptococcus victoriae 28B3 0
Streptomyces sp. 5S4 0 Diozegia crocea 28B1 0
Streptomyces sp. 5S10b 0
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Au total, 50 souches, essentiellement bactériennes, ont été testées et aucune n’est
capable de dégrader completement le tébuconazole. Neuf souches ont permis la disparition de
16 a 60% du tébuconazole aprés 5 jours d’incubation : 8 souches bactériennes (5 souches
Gram positif dont 4 Bacillus et 3 souches Gram négatif, toutes du genre Pseudomonas) et une
souche de levure : Candida parapsilosis ATCC 2046.

Pour la suite de nos études, nous avons sélectionné les 3 souches bactériennes les plus
efficaces : la souche Bacillus sp. 3B6 (isolée de I’eau des nuages), qui dégrade également la
mésotrione [Durand et al., 2006a], et les deux souches commerciales, Pseudomonas putida
ATCC 21244 et Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648, qui sont capables de dissiper 40 et

60% de tébuconazole, respectivement.

I1. Etude de la biodégradation du tébuconazole pur par la souche
Bacillus sp. 3B6

IL.1.  Cinétiques de dissipation du tébuconazole pur

Aprés 24h de culture sur milieu Trypcase-Soja (TS), la souche Bacillus sp. 3B6
(cellules au repos métabolique correspondant a 200 mL de culture) est incubée en présence de
tébuconazole (100 mL) a différentes concentrations : 1, 5, 10, 50 et 100 uM. Nous sommes
limités par la faible solubilit¢ du tébuconazole dans 1’eau (36 mg.L™ & 25°C et pH = 7
correspondant a ~ 100 uM). La température d’incubation est de 27°C. Des prélevements
réguliers de 1 mL sont effectués sur 3 jours d’incubation pour le suivi cinétique par HPLC.
Un témoin correspondant a une suspension bactérienne en absence de tébuconazole est réalisé
dans les mémes conditions d’incubation afin de différencier les métabolites propres aux
cellules de ceux issus de la biodégradation du fongicide. Chaque essai a été répété au
minimum trois fois.

Au cours de la these, nous avons travaillé avec deux lots congelés de la souche
Bacillus sp. 3B6 différents. Ces deux lots ont donné des résultats différents en termes de
taux de biotransformation du tébuconazole, méme si les cinétiques et surtout les
métabolites formés étaient identiques. Toutes les expériences n’ont pas été répétées avec les
deux lots. Nous présenterons donc les résultats obtenus au cours de cette these en précisant a

chaque fois le lot (1 ou 2) utilisé.
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Les cinétiques de disparition du tébuconazole a différentes concentrations par le lot 1
de Bacillus sp. 3B6 sont présentées sur la Figure 87. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées pour chaque concentration, en partant de 200 mL de culture pour un volume final de
40 mL de solution de tébuconazole.
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Figure 87 : Cinétiques de dissipation du tébuconazole par la souche Bacillus sp. 3B6 (lot 1)
a(A)l, 5et10 uM et (B) 50 et 100 uM (3 cultures indépendantes)

Nous pouvons observer que la concentration de tébuconazole diminue quelle que soit
la concentration initiale et ce, de maniére tres reproductible. Celle-ci est tres proche de la
concentration théorique attendue sauf dans le cas de I’essai a 100 uM. Ceci peut s’expliquer
par le fait que la souche Bacillus sp. 3B6 culotte trés mal et qu’une dilution ne peut étre évitée
lorsque nous utilisons la solution de tébuconazole a la concentration maximale. Apres calcul
de ce facteur de dilution, la concentration théorique attendue est de 80 uM.

Nous pouvons également remarquer que la cinétique de dissipation obtenue se

décompose en deux étapes : une phase de disparition rapide du tébuconazole pendant les
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premieres 24 heures, puis un plateau pendant les 48 heures suivantes ou une trés faible
dissipation est observée (entre 0 et 10% supplémentaires au maximum). Une autre remarque
importante est que pour tous ces essais, le taux de biotransformation est d’environ 50% et ce,
quelle que soit la concentration initiale.

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises sur le fait que plus aucune évolution n’est
observée aprées 24h d’incubation : soit les bactéries ont épuisé toutes leurs réserves et ne sont
donc plus capables de poursuivre la transformation du tébuconazole, soit un des métabolites
formés est toxique pour les cellules.

Nous avons donc voulu savoir si en travaillant dans un milieu minimum possédant une
source d’azote (NH4CI), plutét que dans 1’eau de Volvic®, la souche pouvait dissiper un
pourcentage plus important de tébuconazole. Nous avons unigquement travaille avec des
concentrations en tébuconazole de 1 a 50 pM.

Aucune différence significative sur la cinétique et le taux de biotransformation du
tébuconazole n’est observée entre eau et milieu minimum, quelle que soit la concentration
initiale. Deux exemples de cinétiques de dissipation comparées du tébuconazole (1 et 10 puM)

sont présentés sur la Figure 88.

A) 0,9 B) 10

08 |
07 Sa
0,6 1he

0,5 '—g :—:
0,4
03
0,2
0,1

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 a0 7O EBO
Temps d'incubation (h) Temps d'incubation (h)

N
i

| B
I o
4 *e

A i t

> &
[ 2 4

[Tebu] [una)

[Tébu] (uM)
[ B VY = TR I T

Figure 88 : Cinétiques de dissipation du tébuconazole par la souche Bacillus sp. 3B6 (lot 1) dans I’eau de
Volvic (A) ou dans un milieu minéral contenant une source d’azote () pour une concentration initiale
de (A) 1 uM et (B) 10uM

Le tébuconazole n’est peut étre pas source d’énergie ou la source d’azote choisie n’est
peut étre pas assimilée par Bacillus sp. 3B6. Par contre, ce taux de biotransformation du
tébuconazole de 50 %, quelles que soient les conditions, nous a fait penser a une dégradation
énantiosélective du tébuconazole, comme reporté dans la littérature lors de son métabolisme
chez le lapin [Zhu et al., 2007] ou chez la truite [Konwick et al., 2006]. En effet, le
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tébuconazole étant commercialisé sous forme racémique, 1’'un des énantiomeres pourrait étre

biotransformé de maniere exclusive ou privilégiée (Figure 89).

HO‘§ HO///‘ %

o o
N N N N
Cl (N J/N Cl (N J/N

Figure 89 : Les deux énantiomeres du tébuconazole

Nous avons donc suivi I’évolution de I’exceés énantiomérique du tébuconazole au

cours du temps lors de sa biodégradation par Bacillus sp. 3B6.

11.2.  Suivi de DP’énantiosélectivité de la biotransformation du

tébuconazole

L’¢tude bibliographique sur les méthodes de séparation des énantiomeres du
tébuconazole par HPLC chirale est relativement restreinte [Hou et al., 2003 ; Zhu et al.,
2007 ; Zhou et al., 2009] mais pour la mise au point de notre méthode d’analyse, nous nous
sommes appuyés sur la publication de Zhou et al. [2009]. Ces auteurs utilisent une colonne
CHIRALCEL OD [Cellulose tris-(3,5-diméthylphényl-carbamate)] avec un éluant
hexane/propan-2-ol (phase normale) et obtiennent de bonnes séparations des énantiomeres du

tébuconazole.

Des premiéres mises au point ont donc été réalisées a partir de solutions aqueuses
pures plus ou moins diluées de tébuconazole (5, 10, 25, 50, 75 et 100 uM) pour vérifier le bon
taux de recouvrement du tébuconazole au cours du protocole : extraction du tébuconazole
dans ’acétate d’éthyle (1 et 6 mL de solution de tébuconazole prélevée pour une extraction
par 500uL et 3 mL d’acétate d’éthyle, respectivement), évaporation de la phase organique
apres séchage sur MgSQO, sous un courant d’azote et reprise du résidu dans 1’éluant HPLC.
Nous avons vérifi€ qu’une deuxieme extraction n’apportait aucune amélioration, le
tébuconazole étant trés soluble dans ’acétate d’éthyle (> 250 g.L™). Chaque expérience a été
répétée trois fois. Le taux de recouvrement varie suivant les concentrations et les conditions
de volume entre 99,1 et 100,7 %. Nous avons donc considéré qu’aucune perte significative de

tébuconazole n’avait lieu au cours de notre protocole.
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Avec ces échantillons, nous avons ensuite procédé aux essais sur HPLC chirale. La
meilleure séparation des deux énantiomeres du tébuconazole est obtenue en travaillant en
mode isocratique avec un éluant hexane/isopropanol 90/10 et un débit de 0,6 mL.min™". Dans
ces conditions, les deux énantiomeres ont des temps de rétention de 39 et 43 min (Figure 90).
En comparant a la publication de Zhou et al. [2009], qui trouvent des temps de rétention dans
des conditions d’analyse similaires de 37 et 41 min environ, nous avons attribué le premier

pic a I’énantiomére (-)-(R) et le deuxiéme, a 1’énantiomeére (+)-(S).
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Figure 90 : Chromatogrammes HPLC sur colonne chirale (CHIRALCEL OD) du tébuconazole racémique
commercial

Aprés mise au point du protocole, nous avons effectué des premiers essais sur
quelques échantillons « réels » obtenus lors de la biodégradation du tébuconazole 50 uM par
Bacillus sp. 3B6. Nous avons choisi les temps TO, 5h et 73h. A partir de ces surnageants (1
mL) et aprés avoir appliqué le protocole décrit succinctement précédemment, nous avons pu
mettre en évidence une énantiosélectivité de la biodégradation, qui augmente avec le temps.
Cependant, les volumes initiaux de surnageant étant faibles (1 mL) et les échantillons étant

limités a un seul par temps, nous avons décidé de refaire une expérience quantitative de
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biodégradation du tébuconazole, en travaillant en fermenteur pour pouvoir prélever des
volumes plus importants a chaque temps (6 mL) et en duplicat. Des échantillons (1 mL) sont
prélevés en parallele pour suivre la cinétique de biodégradation du tébuconazole et vérifier

qu’il n’y a pas de grosses variations entre expérience en erlenmeyer et en fermenteur.

Pour cette expérience, nous sommes partis de 4 L de culture de Bacillus sp. 3B6.
Aprés centrifugation et lavages par une solution de NaCl 0,8 % et de I’eau de Volvic®, le
culot bactérien (200 mL) est repris par 600 mL de tébuconazole 100 uM. Des prélevements
réguliers sont effectués et analysés par HPLC en phase inverse pour le suivi cinétique de la
biodégradation et par HPLC chirale, apres extraction, pour le suivi de I’exces énantiomérique

au cours du temps.

La concentration initiale de tébuconazole mesurée est en accord avec la concentration
theéorique attendue de 75 pM (Figure 91). La cinétique de biodégradation obtenue en
fermenteur est tres similaire a celle obtenue en erlenmeyer : une phase de disparition rapide
du tébuconazole pendant les 24 premicres heures suivie d’un plateau. Le taux de

biotransformation du tébuconazole est de 47%.
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Figure 91 : Cinétique de dissipation du tébuconazole (75 uM) par Bacillus sp. 3B6 (lot 1)
lors d’un essai en fermenteur

Apreés extraction a 1’acétate d’éthyle des surnageants de la cinétique de dissipation du
tébuconazole et préparation des échantillons suivant le protocole décrit précédemment, les

extraits ont été analysés par HPLC chirale. L’exces énantiomérique (ee) est défini comme :

ee = ([+] - [-I) / ([+] + [-]) x 100
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Le tébuconazole commercial est un mélange racémique contenant les deux
énantiomeres en méme proportion. L’exces énantiomérique est donc de 0 pour la solution

initiale de tébuconazole. Son évolution au cours du temps est présentée sur la Figure 92.
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Figure 92 : Evolution de I’excés énantiomérique du tébuconazole
lors de sa biodégradation par Bacillus sp. 3B6 (lot 1) (2 essais)

L’évolution de I’excés énantiomérique observé montre que la biodeégradation du
tébuconazole est énantiosélective. Le (-)-(R)-tébuconazole est toujours majoritaire dans le
surnageant et semble donc moins facilement dégradé que son énantiomere. Dans 1’étude de
Zhu et al. [2007] sur le métabolisme du tébuconazole chez le lapin, les auteurs ont montré une
dissipation plus rapide de I’énantiomére (+) dans le plasma et une concentration toujours plus
faible de ce méme énantiomere dans les muscles ou le foie. Cependant, tout comme dans cette
étude, ’excés énantiomérique reste faible (18 %) et les 50 % du taux de dégradation observé
lors de la biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6 ne peuvent s’expliquer par la

dégradation d’un seul énantiomere.

L’apparition du plateau lors de la cinétique de biodégradation a 50 % de taux de
transformation pourrait alors s’expliquer par la formation de métabolites toxiques pour les
cellules. Nous avons voulu vérifier ’impact de la biomasse bactérienne sur la cinétique et le

taux de biodégradation du tébuconazole.
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11.3. Modifications des conditions de dissipation du tébuconazole

Lors de cette expérience, nous avons dd utiliser un nouveau lot de Bacillus sp. 3B6
congelé (lot 2), issu de la congélation d’une culture du lot 1 donc correspondant a une

génération supplémentaire.

Nous avons donc réalisé une expérience en comparant les cinétiques de dissipation du
tébuconazole (50 uM) en présence d’une biomasse croissante de Bacillus sp. 3B6. Nous
sommes partis de 200 mL (conditions classiques jusque la), puis 400 et 500 mL de culture.
Les résultats sont présentés sur la Figure 93.
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Figure 93 : Effet de la biomasse bactérienne correspondant a 200 mL (), 400 mL (A) et 500 mL (@) de
culture sur la dissipation du tébuconazole (50 uM) par la souche Bacillus sp. 3B6 (lot 2)

Dans les conditions classiques (200 mL de culture), nous pouvons remarquer que la
concentration initiale retrouvée est faible par rapport a celle théorique attendue : 34 UM avec
ce nouveau lot (lot 2) au lieu de 46 a 48 uM pour les expériences précédentes (lot 1). Plus la
biomasse augmente et plus la concentration initiale diminue. D’autre part, le pourcentage de
dissipation du tébuconazole est supérieur a 50% que nous considérions la concentration
mesurée (60 %) ou a fortiori la concentration attendue (72 %). 1l semble donc que ce nouveau

lot de Bacillus sp. 3B6 ait un comportement assez différent du précédent.

La comparaison des cinétiques et du taux de dissipation du tébuconazole en présence
d’une biomasse croissante (correspondant a 200, 400 et 500 mL de culture bactérienne)

montre des différences assez peu significatives pour ces deux parametres. En doublant la
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biomasse bactérienne, le taux de dissipation n’est pas amélioré (Figure 93). La seule
différence est la concentration initiale en tébuconazole mesurée. On peut supposer soit que le
tébuconazole est trés rapidement biotransformé, soit qu’il est en partie biosorbé. Il faut
rappeler que cette souche culotte trés mal (le nouveau lot étant encore pire que le précédent),
sans doute du fait de la production d’exopolymeéres (EPS), qui sont connus pour contribuer
aux processus de sorption des composés peu hydrophiles [Spéth et al., 1998 ; Wo et Love,
2011].

Pour vérifier cette deuxieme hypotheése, nous avons répété 1’expérience précédente,
pour le tébuconazole a 50 pM, en répartissant la suspension cellulaire obtenue aprés
centrifugation et lavages dans quatre petits erlenmeyers, qui sont traités en entier a TO, T,
Tosn et Tzsy de la maniere suivante : aprés centrifugation, le surnageant est congelé a -25°C
jusqu’aux analyses. Une extraction du « culot » au methanol est réalisée pendant une nuit sous
agitation vigoureuse. Apres centrifugation, les différents extraits méthanoliques sont analyses
par HPLC. Les résultats des expériences réalisees avec différentes biomasses bactériennes,

correspondant a 200, 400 et 500 mL de culture initiale, sont présentés sur la Figure 94.
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Figure 94 : Suivi du contenu en tébuconazole (50 uM) dans le surnageant (@) et dans le culot bactérien
(M) lors de sa dissipation par Bacillus sp. 3B6 avec différentes biomasses correspondant a (A) 200 mL, (B)
400 mL et (C) 500 mL de culture. (A) Concentration totale en tébuconazole.

A TO, une concentration tres importante de tébuconazole est retrouvée dans le culot
bactérien, d’autant plus importante que la biomasse est forte, ce qui confirme notre hypothése
de sorption de ce composé sur/dans les cellules. Le tébuconazole est méme retrouvé en plus
forte concentration dans le culot que dans le surnageant pour les fortes biomasses. Ce
processus de biosorption est extrémement rapide puisque par exemple, 57% du tébuconazole
se trouve dans le culot pour la plus forte biomasse testée (correspondant a 500 mL de culture
initiale) a TO. Ce composé, plutét hydrophobe, a donc tendance a s’adsorber sur les cellules.
Ce processus de biosorption du tébuconazole a été largement décrit pour les boues activées
des stations d’épuration [Kahle et al., 2008 ; Stamatis et al., 2010] mais pas dans le cas de
microorganismes isolés. Il s’agit d’un phénoméne couramment rencontré et étudié, méme si
tous les mécanismes ne sont pas complétement compris. Par exemple, Ju et al. [1997] ont
étudié la biosorption du lindane (1,2,3,4,5,6-hexachlorocyclohexane) par différentes souches

bactériennes dont une souche de Bacillus subtilis qui adsorbe en moins d’une demie-heure 25
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% du pesticide (4 mg/L). Des interactions de type hydrophobes et van der Waals ont été mises
en évidence. De méme, Hong et al. [2000] ont étudié la biosorption de 1,2,3,4-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine par des cellules vivantes et mortes (stérilisées) de Bacillus
pumilus. La biosorption est fortement augmentée sur les cellules mortes (détérioration des
membranes, plus d’activité des transporteurs) mais, outre les interactions directes, ces auteurs
ont mis en évidence le role clef de la production de polymeéres extracellulaires (type EPS)
dans ce processus.

En sommant les concentrations retrouvées dans le surnageant et dans le culot, la
concentration théorique initiale attendue de 50 UM est retrouvée. Elle est méme un peu
surestimée du fait que cette souche ne culotte pas bien et que lors de I’extraction du culot au
méthanol, il reste toujours un peu de surnageant. Les cinétiques de disparition du
tébuconazole dans le surnageant et dans le culot sont trés similaires, la concentration dans le
culot étant supérieure pour les fortes biomasses pendant les 3 jours d’incubation. Il semble

donc qu’il y ait un équilibre de concentration entre les cellules et le milieu externe.

Il faut quand méme noter que ce processus était trés minime avec le lot 1 de Bacillus
sp. 3B6 (entre 5 et 15 % de perte du tébuconazole dans le surnageant a TO suivant les
concentrations en partant de 200 mL de culture), le lot 2 favorisant la production d’EPS (il

culotte beaucoup moins bien).

La comparaison des cinétiques, prenant en compte les concentrations trouvées en
tébuconazole dans le culot et dans le surnageant, et des taux de disparition (55-60%) montre
que la dissipation par la souche Bacillus sp. 3B6 est complétement indépendante de la

quantité de cellules bactériennes présentes dans le milieu (Figure 95).
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Figure 95 : Cinétiques globales de dissipation du tébuconazole (50 uM) par Bacillus sp. 3B6 avec
différentes biomasses correspondant a 200 mL (), 400 mL (A) et 500 mL (@) de culture

Finalement, méme si les processus de sorption rapide dépendent de la quantité de
cellules, les cinétiques et les taux de dissipation sont trés similaires quel que soit le nombre de
cellules dans la gamme testée. Il semble donc qu’un composé présent dans le milieu puisse

inhiber cette dissipation.

Nous nous sommes donc intéressés a 1’identification des métabolites formés au cours

de la biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6.

I1.4. Identification des métabolites formés au cours de la

biodégradation

I1.4.1 Analyses par HPLC et LC/(+)ESI/MS

Lors du suivi cinétique de disparition du tébuconazole par HPLC, I’apparition de deux
nouveaux pics est observée a des temps de rétention plus courts que le tébuconazole (tgr ~ 23
et 25 min), dont les aires augmentent au cours du temps (Figure 96). Ces nouveaux pics ne
sont pas observés dans les prelévements du témoin « cellules », ce qui laisse supposer qu’il

s’agit de deux métabolites plus polaires du tébuconazole.
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Figure 96 : Suivi par HPLC de la biodégradation du tébuconazole 50 uM par la souche Bacillus sp. 3B6 et
apparition des métabolites 1 et 2 (Méthode d’analyse HPLC mode gradient)

L’évolution de ces deux métabolites au cours du temps suivie par HPLC est reportée

sur la Figure 97. La formation de ces deux métabolites est concomitante a la disparition du

tébuconazole. Un plateau est atteint aprés 24-30h d’incubation.
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Figure 97 : Suivi par HPLC de la biotransformation du tébuconazole (50 pM) et de I’apparition de deux
métabolites par la souche Bacillus sp. 3B6 (lot 1) (@) Tébuconazole ; () Métabolite M1 (tg = 23,4 min) ;
(A) Métabolite M2 (tg = 24,6 min). (3 cultures indépendantes)

Afin d’identifier ces métabolites potentiels du tébuconazole, des échantillons prélevés a
TO et aprés 30 min, 33h et 80h d’incubation lors de la dégradation du tébuconazole (50 uM)
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par Bacillus sp. 3B6 (200 mL de culture) ont été analysés en LC/(+)-(ESI)-MS (cf. partie
Matériels et Méthodes pour le détail des analyses). Aprés dilution par 10 de ces échantillons,
les chromatogrammes obtenus sont les suivants (Figure 98) :
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Figure 98 : Spectres obtenus par LC-(+)-ESI-MS lors de ’analyse des échantillons (A) d’eau ultrapure et
prélevés lors de la biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6 aprés (B) 30 min, (C) 33h et (D)
80h d’incubation
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Par comparaison avec les chromatogrammes obtenus pour les prélévements réalises aux

mémes heures d’incubation dans le témoin « cellules », trois nouveaux pics sont observés :

e deux pics bien visibles, notés M1 et M2 (Figure 98), qui présentent tous les deux
une masse m/z = 324. lls possedent tous les deux un atome de chlore car nous observons des
pics a 324 et 326 correspondant a I’abondance isotopique du chlore (Clss = 75% ; Cls; = 25%)
(Figure 99). Cette caractéristique prouve qu’il s’agit de métabolites du tébuconazole, le chlore
n’existant pas dans un environnement naturel a 1’état libre. Ces deux composés ne peuvent
donc pas provenir de la souche bactérienne. D’autre part, d’apres la régle de ’azote inversée
avec le mode d’ionisation, la masse paire obtenue permet de conclure que le cycle triazole n’a

pas €té touché.
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Figure 99 : Agrandissement de I’amas isotopique (A) du tébuconazole et (B) des métabolites M1 et M2

La masse molaire de 323 g /mol correspond a une différence de 16 unités de masse par
rapport a celle du tébuconazole (307 g/mol). Il s’agit trés probablement de dérives hydroxylés
du tébuconazole (substitution d’un atome d’hydrogéne par un groupement hydroxyle).
Plusieurs dérivés hydroxylés sur le noyau aromatique ou sur la chaine aliphatique ont été

décrits dans la littérature (Cf. Chapitre bibliographique sur le tébuconazole).

e Un pic d’intensité tres faible a un temps de rétention de 7,9 min (trés proche du
tébuconazole) possédant une masse m/z de 306, correspondant a une perte de masse de 2
unités par rapport au tébuconazole ou de 18 (- H,0) par rapport aux métabolites ML et

M. Ce composé MB est toujours chloré car nous observons deux pics a 306 et 308
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correspondant a 1’abondance isotopique du chlore (Clss = 75% ; Cls; = 25%) (Figure 100).

Pour pouvoir perdre une molécule d’eau, le métabolite hydroxylé dont il est issu, doit posséder

un hydrogéne sur le carbone voisin. Ce métabolite ne peut donc étre hydroxylé que sur la

chaine aliphatique du tébuconazole et non sur le noyau aromatique. D’autre part, ce COMpPOsé

M3 ne semble pas se former lors d’un processus abiotique puisque sa concentration n’évolue

pas entre 33 et 80h. Il s’agit donc bien d’un métabolite.
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Figure 100 : Spectre de masse (A) et agrandissement de ’amas isotopique (B) du métaboliteM3

Les hypotheses qui peuvent étre émises pour la structure du métabolite M3 et de son

précurseur hydroxylé sont les suivantes (Figure 101):
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Figure 101 : Structures possibles pour le métabolite hydroxylé précurseur et M3

Il faut noter que des essais en GC/MS ont été réalisés sur une solution standard de
tébuconazole et sur un surnageant de biodégradation. L analyse a été effectuée sur un appareil
GC/MS Agilent 6890 équipée d’une colonne 5% diphényl - 95% diméthylpolysiloxane (15 m x
0,18 mm x 0,2 um). La température de I’injecteur est de 250°C et le gradient de température
utilisé est de 50°C a 350°C avec une vitesse de 10°C/min. Le spectrometre de masse (impact
électronique ; 70 eV) est utilisé en mode « full scan ». Dans ces conditions, le pic observé dans
les deux échantillons présente un rapport m/z = 250. Le tébuconazole semble s’étre fragmenté
du fait de la température €levée utilisée pour I’injecteur ou de la tension trop forte appliquée
lors de I’ionisation. De plus, le bruit de fond est trés intense et génant pour détecter les
métabolites. Cette méthode d’analyse, largement utilisée dans la bibliographie, a été

abandonnée.

IT.4.2 Analyses par RMN

Pour pouvoir identifier sans ambiguité les structures chimiques des différents
métabolites observés, une technique de choix est la RMN. Cependant, les échantillons dans
ces expériences de biodégradation sont trop peu concentrés pour pouvoir utiliser directement
cette méthode d’analyse. Nous avons donc réalisé un essai quantitatif de biodégradation du

tébuconazole par Bacillus sp. 3B6 en fermenteur a partir de 4 L de culture (aprés
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centrifugations et lavages, le culot bactérien est repris dans 1,5 L de tébuconazole 50 uM). Un
témoin cellules a été réalisé en paralléle dans les mémes conditions. Nous avons réalisé un
suivi cinétique de la biodégradation par HPLC et aprés 25h d’incubation, la biodégradation
est stoppée par centrifugation du milieu, puis extraction au chloroforme (50% de
tébuconazole dégradé). Des essais préliminaires sur le protocole d’extraction avaient été
réalisés sur des surnageants de biodégradation et avaient montré d’excellents taux d’extraction
du tébuconazole et des deux principaux métabolites M1 et M2. Aprés concentration des
phases méthanoliques dans un ballon sur un évaporateur rotatif jusqu’a un volume de 5 mL
environ, la solution est transférée dans un pilulier et évaporée a sec sur un rotavapeur. Le
résidu est alors repris dans D,0O. Un échantillon est analysé par LC-(+)ESI-MS afin de vérifier

que les trois métabolites ont bien été extraits lors du protocole (Figure 102).
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Figure 102 : Spectre de masse LC-(+)-ESI-MS du résidu obtenu apreés extraction et repris dans ’eau.
1 : Métabolite 1, 2 : Métabolite 2, 3 : Métabolite 3

Avant d’analyser par RMN les échantillons complexes obtenus, nous avons d’abord
cherché a identifier les pics du tébuconazole en réalisant les spectres RMN *H et *C d’une
solution standard concentrée dans le chloroforme deutéré. Les spectres RMN correspondants

sont présentés sur la Figure 103.
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Figure 103 : Spectres RMN 'H (A) et **C (JMOD) (B) du tébuconazole (dans CDCls)
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L’¢chantillon complexe issu de ’extraction et de la concentration du prélévement et

repris dans CDClI; lors de la biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6 aprés 25h

d’incubation a été également passé en RMN 'H et °C. Le témoin « cellules » correspondant

traité selon le méme protocole a également été analysé. Les spectres RMN correspondants

sont

présentés sur les Figures 104 et 105.
l: (A) Lépides (membranes des cellales)
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Figure 104 : Spectres RMN *H (A) du témoin cellules de Bacillus sp. 3B6 et (B) de I’échantillon de
biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6 aprés 25h d’incubation (dans CDCly).

T = Tébuconazole ; M = Métabolites

180



Résultats / discussion

5 sedBbag SYREIENERALCABENIRRRRE
2 5339985 No@BEBBEBIIIIRBERRI3AR
I NV 1/ T e SNV
T
T'l
T T 1T
| ' - | I
. L ‘.u :
| T M
|

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
Figure 105 : Spectres RMN *C de ’échantillon de biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6
apreés 25h d’incubation (dans CDCl3). T = Tébuconazole

Les spectres RMN deviennent beaucoup plus complexes, notamment du fait de
I’extraction simultanée de composés cellulaires, en particulier de dérivés lipidiques issus des
membranes, qui sont en concentrations beaucoup plus importantes que les métabolites du
tébuconazole. Dans le spectre RMN *H, la région des protons aliphatiques devient
particulierement dense et complexe a analyser, méme si la comparaison avec le témoin permet
d’éliminer un certain nombre de pics dus aux cellules et non au tébuconazole ou a ses

métabolites.

Pour obtenir des informations supplémentaires sur la structure des métabolites, nous
avons réalis¢ la méme panoplie d’analyses en RMN 2D que celle présentée précédemment
(COSY 'H-'H, NOESY *'H-'H, HMQC 'H-**C, HMBC 'H-'*C). Une analyse détaillée des
taches de corrélation observées sur chacun des spectres obtenus (Exemples sur les Figures

106 et 107) nous a permis d’établir les réseaux carbone-proton de chaque métabolite.
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Figure 106 : Expérience COSY 'H-'H de I’échantillon de biodégradation du tébuconazole par

Bacillus sp. 3B6 apreés 25h d’incubation
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Figure 107 : Expérience HMBC
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En combinant les données obtenues par les techniques complémentaires de LC/MS et
de RMN 1D et 2D, nous avons pu identifier sans ambiguité (analyses détaillées et
identification de la structure chimique des métabolites réalisées par B. Combourieu,
Professeur, Université de Lyon 1) les structures chimiques des métabolites M1, M2 et M3 du
tébuconazole (Figure 108).

Cl

Tébuconazole Métabolite M1

l

N
Cl ( N
\
Métabolite M2 Métabolite M3

Figure 108 : Voies proposées de biodégradation du tébuconazole par Bacillus sp. 3B6

Le métabolite M1, hydroxylé sur le groupement t-butyle, a déja éte decrit dans le
métabolisme de nombreux organismes, qu’il s’agisse de mammiferes (rat, chévre), végétaux
(blé) [FAO/WHO, 1994] ou de microorganismes : bactérie (Pseudomonas fluorescens) et
champignons (Trichoderma harzianum, Meraliporia incrassata) [Obanda et al., 2009]. Le
métabolite, M2, hydroxylé en o du noyau aromatique, a été décrit dans une étude de
photodégradation du tébuconazole en présence de TiO, [Calza et al., 2002]. Ces deux
composés ont été identifiés par LC-MS/MS et IR. L’alcéne M3, présent en trés faible

concentration, n’a jamais été décrit dans la littérature.

Remarque : Attention ! Il n’a pas été possible de déterminer de maniére certaine qui était M1
et M2 sur les chromatogrammes HPLC. Nous avons donc attribué le nom de M1 au

métabolite ayant le temps de rétention le plus court et M2 au deuxieme.
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11.5. Evolution des métabolites formés dans différentes conditions de

biodégradation

N’ayant pas de standard de ces métabolites, il n’a pas été possible de les quantifier.
D’aprés les spectres de masse obtenus (Figure 98) et en supposant que le taux d’ionisation de
M1 et M2 soit similaire, le métabolite M1 semble 2,5 a 3 fois moins concentré que M2.

Les suivis cinétiques d’apparition des métabolites M1 et M2 par HPLC (M3 n’est pas
détectable dans nos conditions d’analyse) ont montré une relative bonne reproductibilité des

valeurs d’aire HPLC trouvées (Figure 109).
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Figure 109 : Evolution des deux métabolites M1 (1) et M2 (A) au cours de la biodégradation du
tébuconazole 50 uM par la souche Bacillus sp. 3B6. (3 cultures indépendantes)

Nous pouvons observer une courte phase de latence avant la détection des métabolites
dans le surnageant. Nous avons précédemment montré que la souche Bacillus sp. 3B6 avait
tendance a accumuler le tébuconazole a I’intérieur ou a la surface de la cellule. Nous avons
donc recherché également les deux métabolites principaux M1 et M2 dans le culot bactérien,
lors d’une expérience réalisée avec différentes quantités de biomasse (correspondant a 200,
400 et 500 mL de culture bactérienne). L’évolution des concentrations de M1 et M2 dans le
surnageant et le culot bactérien (aprés extraction au méthanol), lors de la biodégradation du

tébuconazole 50 UM, est présentée sur la Figure 110.

184



Résultats / discussion

A) 140 A) 800
120 - 700 @
£ A E N
o
£ 100 i 600
g | A E °00 ¢
< T 7 -
g a0 L
{ o £ o TF
° / o 300 /
< 40 <
S ~ 200 +— —
i 4
2 20 / ﬁ s
//l' 100 -+
0 74 T T T 1 0 T T T ]
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Temps d'incubation (h) Temps d'incubation (h)
B) 160 B) 800
£ 140 700 .
1S
o 120 = = £ 600 A
N S
1 100 N 500 /F
< o < \
g 8 A J 400 —
: / g /
o 60 / < 300 /
P = 0
§ 40 / ﬁ —— 5 200 +—Hf_—"
20 +—4 2 100 +
0 'Al T T T 1 0 'A T T T 1
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Temps d'incubation (h) Temps d'incubation (h)
C) 160 C) 700
A
e 140 T £ 600
o
g 120 A 2 500 -
n 100 & % 7.‘ =
< /' — < 400
2 80 J
T ; T 300
@ 60 T o
< [ 2200 +— =
- 40 + < A
- (o}
s 20 1 /\.‘_ = 100 -+~
0 'AJ T T T 1 0 'l T T T 1
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Temps d'incubation (h) Temps d'incubation (h)

Figure 110 : Evolution des concentrations en M1 (colonne de gauche) et M2 (colonne de droite) dans le
surnageant () et dans le culot bactérien (H) lors de la biodégradation du tébuconazole 50 pM par
Bacillus sp. 3B6 avec différentes biomasses correspondant a (A) 200 mL, (B) 400 mL et (C) 500 mL de
culture. (A) Quantité totale en métabolites

Quelles que soient les conditions, une partie non négligeable (~ 30%) des métabolites

se trouve dans le culot. L’évolution des cinétiques d’apparition de ces métabolites est

relativement similaire quelle que soit la biomasse. Nous retrouvons le fait que les cinétiques
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de disparition du tébuconazole et d’apparition des métabolites sont peu influencées par la
quantité de biomasse bactérienne présente avec une concentration similaire en fin de cinétique
(Figures 94 et 110).

11.6. Conclusion sur les essais de biodégradation du tébuconazole

pur par la souche Bacillus sp. 3B6

La souche Bacillus sp. 3B6, isolée d’ecau de nuages prélevée au sommet du Puy de
Dome, biotransforme de maniére incompléte (50 a 60%) et énantiosélective (ee =18%) le
tébuconazole dans une large gamme de concentrations (de 1 a 100 pM). Ce taux de
biotransformation est indépendant de la concentration initiale en tébuconazole et en cellules.
Un processus de biosorption est observé et suivant les concentrations présentes, le
tébuconazole peut se trouver majoritairement sur/dans la cellule. La biotransformation atteint
rapidement un plateau, quelle que soit la concentration initiale. 11 semble qu’un métabolite
puisse étre toxique pour le microorganisme. Trois métabolites ont pu étre identifies : 2 dérives
hydroxylés du tébuconazole, dont un déja décrit dans la littérature, et un composé,
minoritaire, issu de la déshydratation d’un des dérivés précédents. Un nouveau schéma

métabolique de dégradation a ainsi pu étre mis en évidence.

I1l1. Etude de la biodégradation du tébuconazole pur par les
souches de Pseudomonas

Au cours du criblage initial, deux souches de Pseudomonas, Pseudomonas sp. C12B
ATCC 43648 et Pseudomonas putida ATCC 21244, ont montré un taux de biotransformation
de respectivement 40 et 60% du tébuconazole 100 uM. Il nous a donc semblé intéressant
d’étudier plus en détails le comportement biodégradatif de ces souches Gram négatif vis-a-vis

du tébuconazole.
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lll.1.  Etude de la biodégradation du tébuconazole par Pseudomonas
sp. C12B ATCC 43468

IIT.1.1. Cinétiques de dissipation

Apres 24h de culture sur milieu Trypcase-Soja (TS), la souche Pseudomonas sp. C12B
ATCC 43468 (cellules au repos métabolique correspondant a 200 mL de culture) est incubée
en présence de tébuconazole (100 mL) a deux concentrations : 10 et 50 uM. La température
d’incubation est de 27°C. Des prélevements réguliers de 1 mL sont effectués sur 5 jours
d’incubation pour le suivi cinétique par HPLC. Un témoin correspondant a une suspension
bactérienne en absence de tébuconazole est réalisé dans les mémes conditions d’incubation
afin de différencier les metabolites propres aux cellules de ceux issus de la biodégradation du
fongicide.

Les cinetiques de disparition sont présentées sur la Figure 111. Elles montrent que
cette souche est capable de dégrader partiellement le tébuconazole aprés une longue phase de
latence (4 a 8h d’incubation), une étape de dégradation tres lente (48h) et une phase de
dégradation plus rapide. Les taux de dissipation du tébuconazole aprés 5 jours d’incubation
sont d’environ 50% pour une concentration initiale de 10 pM et de 40% pour une
concentration de 50 puM. Il faut noter que les concentrations initiales sont relativement

proches de celles théoriques attendues.
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Figure 111 : Dissipation du tébuconazole 10 uM (A) et 50 pM (J) par la souche
Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648 (3 cultures indépendantes)
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Ces différentes phases de latence semblent correspondre a la mise en place du systeme
enzymatique nécessaire a la biotransformation du tébuconazole. Comme précédemment, nous

avons voulu étudier I’effet d’une augmentation de biomasse sur 1’efficacité de la dissipation.

IIT.1.2. Influence de la biomasse sur la cinétique de dissipation
du tébuconazole par Pseudomonas sp. C12B
Nous avons donc fait des essais en doublant la biomasse utilisée pour la dissipation du

tébuconazole, en partant de 400 mL de culture au lieu de 200 mL. La Figure 112 présente une

comparaison des cinétiques de disparition du tébuconazole 10 et 50 uM dans ces deux

conditions.
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Figure 112 : Effet de la quantité de biomasse sur la dissipation du tébuconazole (A) 10 uM et (B) 50 uM
par la souche Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648. Biomasse correspondant & 200 mL (A) et

400 mL (M) de culture (3 cultures indépendantes pour B)
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La Figure 112 montre une augmentation du taux de dissipation du tébuconazole par la
souche Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648 quand la concentration de cellules bactériennes
est doublée. Le temps de latence est le méme (~ 8h), tandis que la phase de dégradation lente
est raccourcie (30h) et que la phase rapide est beaucoup plus importante. Ainsi, le taux de la
dissipation du tébuconazole est largement augmenté (80% au lieu 40% pour une concentration
initiale en tébuconazole de 50 uM) et quasiment proportionnel a la quantité de cellules. Ce
taux est 2 fois plus important en présence de 2 fois plus de cellules.

Donc, contrairement aux résultats obtenus avec la souche Bacillus sp. 3B6, I’efficacité
de cette souche de Pseudomonas depend directement de la biomasse bactérienne présente.

ITT.1.3. Identification des métabolites formés

Lors du suivi HPLC des cinétiques de dissipation, aucun nouveau pic n’a été observé.
Des modifications de méthode d’analyse (gradient, colonne) n’ont pas non plus permis de
mettre en évidence la formation de métabolites dans le surnageant. Nous avons réalisé des
extractions au méthanol du culot bactérien en fin de cinétique pour voir si les métabolites du
tébuconazole étaient restés dans le contenu intracellulaire. Aucun pic visible en HPLC,
différent de ceux observés aprés extraction d’un culot bactérien de cellules seules, n’a été

détecté dans nos conditions d’analyse.

I11.2. Etude de la biodéegradation du tébuconazole pur par
Pseudomonas putida ATCC 21244

IIT.2.1. Cinétiques de dissipation

Comme précédemment, aprées 24h de culture sur milieu Trypcase-Soja (TS), la souche
Pseudomonas putida ATCC 21244 (cellules au repos métabolique correspondant a 200 mL de
culture) est incubée en présence de tébuconazole (100 mL) a trois concentrations : 10, 50 et
70 puM. La température d’incubation est de 27°C. Des prélevements réguliers de 1 mL sont
effectués sur 5 jours d’incubation pour le suivi cinétique par HPLC. Un témoin correspondant
a une suspension bactérienne en absence de tébuconazole est réalisé dans les mémes
conditions d’incubation afin de différencier les métabolites propres aux cellules de ceux issus
de la biodégradation du fongicide.

Les cinétiques de disparition du tébuconazole sont présentées sur la Figure 113.
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Figure 113 : Cinétiques de dissipation par la souche Pseudomonas putida ATCC 21244 (A) du
tébuconazole a 10 uM (A), 50 uM () et 70 uM (O) et agrandissement (B) de la zone des premieres
heures d’incubation (3 cultures indépendantes)

La Figure 113 montre que cette souche est capable de dissiper partiellement le
tébuconazole apres une phase de latence (~ 8h d’incubation), une étape de disparition trés
lente (22h) puis rapide pour atteindre ensuite un plateau aprés 56h d’incubation. Le taux de
dissipation du tébuconazole est relativement indépendant de la concentration en tébuconazole
initiale et varie de 60 a 70%.

Il faut remarquer également qu’avec cette souche, les concentrations initiales de
tébuconazole mesurées sont inférieures a celles théoriques attendues : 8 UM au lieu de 10 puM,

40 UM au lieu de 50 UM et 48 puM au lieu de 70 uM. Il s’agit 1a encore d’un processus de
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biosorption que nous avons pu mettre en évidence par extraction du culot au méthanol et
analyse des extraits méthanoliques. En additionnant les concentrations trouvées dans ces deux
compartiments, nous retrouvons les concentrations initiales attendues. Les cinétiques de
disparition du tébuconazole dans le surnageant et dans le culot sont similaires a celles
observees precédemment avec la souche Bacillus sp. 3B6.

IIT.2.2. Influence de la biomasse sur la cinétique de dissipation

du tébuconazole par Pseudomonas putida
Nous avons étudié I’influence de la biomasse bactérienne sur la cinétique et le taux de
disparition du tébuconazole 10 uM et 50 uM par Pseudomonas putida ATCC 21244 en
comparant, sur une méme culture, une biomasse correspondant a 200 et 400 mL de culture.

Les cinétiques comparées sont présentees sur la Figure 114.
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Figure 114 : Effet de la quantité de biomasse sur la disparition du tébuconazole (A) 10 uM et (B) 50 pM
par la souche Pseudomonas putida ATCC 21244, Biomasse correspondant a 200 mL (A) et 400 mL (H) de
culture (3 cultures indépendantes pour B)
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Le doublement de la biomasse bactérienne (avec un passage de 200 mL de culture,
conditions classiques, a 400 mL) entraine une diminution de la phase de latence et une légére
augmentation du taux de dissipation du tébuconazole, qui n’atteint pas cependant 100%
(environ 80% avec les deux concentrations testées). Le plateau correspondant a Iarrét de la
dissipation est également atteint plus rapidement. Il y a donc un effet de la quantité de
biomasse présente sur la dissipation du tébuconazole mais qui n’est pas, dans ce cas, du tout
proportionnel au nombre de cellules. Nous retrouvons par contre le fait que le taux de

dissipation est quasiment indépendant de la concentration initiale testée.

ITT.2.3. Identification des métabolites formés

Lors des suivis cinétiques par analyse HPLC, aucun nouveau pic n’a été détecté et ce,
méme en changeant les conditions d’analyse. Cette souche étant plus efficace en termes de
cinétique de dissipation que Pseudomonas sp. C12B, nous avons décidé de faire une
expérience quantitative en gros volume pour essayer de visualiser d’éventuels métabolites en

concentrant le surnageant d’une part et en extrayant le culot d’autre part.

Cet essali est réalisé dans un fermenteur a partir de 2 L de culture. Apres centrifugation
et lavages, le culot bactérien est remis en suspension dans 1,5 L de solution de tébuconazole
100 uM. L’expérience est réalisée sous agitation et aération continue, a une température de
27°C. Un témoin cellules est réalisé en parallele dans les mémes conditions. Un suivi par
HPLC est effectué¢ régulicrement pour observer 1’état d’avancement de la réaction.
L’incubation est arrétée lorsque la cinétique de dissipation du tébuconazole atteint son plateau
apreés 23h d’incubation avec un taux de 55 %. Le surnageant est séparé en deux parties : I’'une
d’clle est directement concentrée par évaporation a froid dans un SpeedVac ; I'autre est
extraite avec du chloroforme. Le culot bactérien, lui, est mis a agiter vigoureusement en
présence de méthanol pendant une nuit. Apres évaporation du solvant, le résidu est repris,
dans tous les cas, par 1 mL de chloroforme deutéré en vue de 1’analyse RMN. Le méme

protocole est suivi pour le témoin cellules.
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Les spectres RMN *H des extraits chloroformiques du surnageant et du culot bactérien
obtenus lors de la dissipation du tébuconazole 100 pM par Pseudomonas putida sont

présentés sur les Figures 115 et 116, respectivement, et sont comparés avec les spectres
correspondants du témoin cellules.
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Tébuconazole 100 pM (CDCls)
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Figure 115 : Spectres RMN *H réalisés dans CDCI; en haut : d’une solution de tébuconazole 100 UM ; au
milieu : du surnageant de dissipation du tébuconazole (100 uM) par la souche Pseudomonas putida ATCC
21244 obtenu apres 23h d’incubation et en bas : du surnageant d’un témoin cellules obtenu aprés 23h
d’incubation. Les signaux correspondant au tébuconazole sont entourés en rouge et ceux correspondant
au témoin « cellules » sont surmontés d’une étoile (%).
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Figure 116 : Spectres RMN 'H réalisés dans CDCl; d’extraits méthanoliques du culot bactérien de
Pseudomonas putida ATCC 21244 obtenu apreés 23h d’incubation lors de la dissipation du tébuconazole
(100 pM) (en haut) et d’un témoin cellules (en bas). Les signaux correspondant au tébuconazole sont
entourés en rouge et ceux correspondant au témoin « cellules » sont surmontés d’une étoile ().

La comparaison des spectres de 1’échantillon de dissipation avec celui du témoin
« cellules » ne montre aucun nouveau pic de maniére clairement visible. Il semble donc
qu’aucun métabolite ne soit présent dans la phase chloroformique, malgré le fort facteur de

concentration.

Nous avons également analysé la phase aqueuse (surnageant) directement concentrée
de I’échantillon « biodégradation » et de celui «témoin cellules », afin de vérifier que de
potentiels métabolites n’avaient pas été extraits par le chloroforme ou s’étaient volatilisés
durant le protocole d’extraction. Ici, la concentration a été réalisée dans un SpeedVac sans
chauffer. Le résidu n’a jamais été amené a sec et repris régulierement par D,O. Les spectres

RMN *H obtenus sont présentés sur la Figure 117.
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Figure 117 : Spectres RMN 'H réalisés dans D,O du surnageant concentré d’un échantillon obtenu aprés
23h d’incubation lors de la dissipation du tébuconazole (100 uM) par Pseudomonas putida ATCC 21244
(en bas) et d’un témoin « cellules» obtenu dans les mémes conditions (en haut). Les signaux
correspondant au tébuconazole sont surmontés d’une étoile ().

Le spectre RMN 'H du témoin «cellules » présente de trés nombreux signaux
intenses, correspondant a tous les composés cellulaires concentrés, eux aussi, et rendant
difficile la visualisation potentielle d’autres pics. Une étude attentive d’agrandissements des
différentes zones du spectre n’a pas permis de mettre en évidence des pics autres que ceux du

tébuconazole, quand méme identifiables, dans 1’échantillon de biodégradation.

Il1 semble donc qu’aucun métabolite du tébuconazole ne soit détecté par injection
directe sur HPLC ou par analyse aprés concentration par RMN 'H. Aucun métabolite ne
semble s’accumuler et les intermédiaires ont soit un temps de vie trés court, soit sont présents

en trés faible concentration.

I11.3. Conclusion sur les essais de biodégradation du tébuconazole

pur par les souches de Pseudomonas

Les deux souches de Pseudomonas testées, Pseudomonas sp. C12B ATCC 43648 et

Pseudomonas putida ATCC 21244, biotransforment de maniere incompléte le tébuconazole
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sur une large gamme de concentrations (de 1 a 100 uM) apres une longue phase de latence
(plus d’une dizaine d’heures), permettant sans doute la mise en place du systéme enzymatique
de dégradation. Le taux de biotransformation croit avec I’augmentation de la biomasse mais
n’est jamais de 100%. Aucun métabolite n’a pu étre mis en évidence par analyse directe en
HPLC, ni par analyses, aprés extraction et concentration du surnageant et du culot, en RMN
'H. Deux hypothéses peuvent étre émises : (i) les métabolites restent en concentration trés
faibles; (ii) ces deux souches minéralisent le tébuconazole. Des essais de respirométrie

(tébuconazole **C) devront étre réalisés pour trancher entre ces deux hypothéses.

IV. Etude de Deffet de la formulation (Balmora®) sur la
biodégradation du tébuconazole par les souches bactériennes
dégradantes

Comme précédemment, nous avons donc voulu étudier ’effet de la formulation, et
donc des adjuvants, sur la biodégradation du tébuconazole par nos deux souches les plus
efficaces (Bacillus sp. 3B6 et Pseudomonas putida). Pour ce faire, nous avons travaillé avec
la formulation Balmora®, qui contient 250 g/L de tébuconazole. D’aprés sa fiche de sécurité
[Article 31, 1907/2006/CE], le Balmora® contient du N,N-diméthyldécanamide a plus de
25% (W/W) et d’autres additifs non précisés et désignés comme non toxiques, le
tébuconazole étant & 26% W/W. Le spectre RMN *H d’une solution de Balmora®, contenant

300 UM de tébuconazole est présenté sur la Figure 118.
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Figure 118 : Spectre RMN 'H global réalisé dans D,O du Balmora® contenant 300 uM de tébuconazole.
(A) et agrandissement de la zone des aliphatiques (B). T : Tébuconazole, A : N,N-diméthyldécanamide
Le spectre RMN 'H du Balmora® présente de nombreux signaux dont ceux du

tébuconazole minoritaire. La région des aliphatiques est particulierement riche comme nous
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pouvions nous Yy attendre. Les signaux du N,N-diméthyldécanamide ont pu étre attribués par
comparaison des déplacements chimiques avec ceux du produit commercial. Le rapport avec
le tébuconazole est de 5 a 6 fois, ce qui ne correspond pas aux données de la fiche technique
(3 fois au maximum si absence d’autres adjuvants) et semble assez surprenant. Il faut noter la
présence de nombreux autres signaux, d’intensité plus faible, qui correspondent aux autres

adjuvants inconnus présents dans le mélange.

IV.1. Etude comparative de la biodégradation du tébuconazole pur et

formulé (Balmora®) par la souche Bacillus sp. 3B6

Dans la premiere partie des résultats, nous avons montré la capacité de la souche
Bacillus sp. 3B6 a dégrader partiellement le tébuconazole (10 - 100 puM) avec un taux de
biodégradation de 60-70 % en partant de 200 mL de culture. Dans cette partie, et pour étre sar
d’observer des effets sur les mémes « cellules », nous avons réalise systématiquement des
essais en paralléle, a partir d’une méme culture, avec la matiére active et la formulation, en
travaillant a concentration identique en matiere active. Nous avons donc testé des
concentrations de 25, 50 et 100 pM en tébuconazole. Les différentes cinétiques de
biodégradation du tébuconazole pur et formulé avec Bacillus sp. 3B6 sont présentées sur la
Figure 119.
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Figure 119 : Cinétiques de biodégradation par Bacillus sp. 3B6 du tébuconazole pur ou formulé a
différentes concentrations (25, 50 et 100 uM). Tébuconazole (A), Balmora® (H)
(3 cultures indépendantes)

Remarque : Les concentrations en tébuconazole a TO sont celles mesurées dans le
surnageant. Elles sont plus faibles que celles théoriques attendues du fait du processus de
biosorption mis en évidence dans la premiére partie. Il faut cependant souligner que la
présence des adjuvants de la formulation n’empéche pas ce processus, et méme semble le
favoriser, contrairement a ce qu’on aurait pu penser, puisque les concentrations initiales de
tébuconazole dans le Balmora® sont seulement sensiblement plus élevées que celles de la
matiere active, la solubilité étant fortement améliorée avec la formulation.

Les interprétations des cinétiques varient en fonction des concentrations en
tébuconazole testées. Le fongicide formulé est plus fortement dégradé pour une concentration
de 25 puM : 80 % de tébuconazole dissipé contre 56% pour la matiére active. Nous pouvons
faire I’hypothése que les adjuvants servent de co-métabolites et favorisent la biodégradation.
Pour la concentration intermédiaire (50 pM), un effet légérement négatif, encore peu
significatif, est observé sur le pourcentage de biotransformation, effet qui devient un effet
inhibiteur pour une concentration initiale de 100 uM. Il faut noter qu’a cette concentration, la
cinétique de dissipation initiale est relativement similaire avec celle de la matiere active pure

sur les 9 premicres heures d’incubation, mais qu’il y a ensuite un arrét de cette dégradation
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dans le cas du fongicide formulé. L’ effet n’est donc pas immédiat. Un essai complémentaire,
réaliseé avec une concentration initiale de 250 pM pour le tébuconazole formulé (cette
concentration n’étant pas possible a atteindre avec la matiére active seule) a montré une

inhibition compléte de la biodégradation (Tableau 24).

Tableau 24 : Pourcentage de dissipation du tébuconazole pur ou formulé par la souche Bacillus sp. 3B6
a différentes concentrations

Concentration % dissipation % dissipation
en Tébuconazole (Matiére active) (Formulation)
25 uM 56,5 % 79,5 %
50 uM 64,5 % 53,5 %
100 pM 67 % 27,5 %
250 uM - 0 %

Les adjuvants du Balmora® jouent donc un rdle accelérateur sur la dissipation du
tébuconazole avec la souche Bacillus sp. 3B6 a la plus faible concentration, sans doute lié a
un effet de co-métabolisme, puis un effet inhibiteur a plus fortes concentrations intervenant
apres quelques heures d’incubation. Nous pouvons faire I’hypothése de la production d’un
métabolite issu d’un adjuvant présentant une toxicité pour cette souche ou d’un effet a long
terme d’un des adjuvants. L’absence totale de biodégradation du tébuconazole formulé a 250

MM prouve la présence d’un tel effet qui est croissant suivant la concentration.

Les métabolites formés avec le tébuconazole formulé par la souche Bacillus sp. 3B6
sont les mémes que ceux trouvés auparavant avec la matiére active seule. Par contre, leurs
concentrations sont dépendantes de la cinétique de dégradation du tébuconazole. Par exemple,
pour le tébuconazole 100 uM, les concentrations des métabolites sont plus petites lors de la

biodégradation du tébuconazole formulé par rapport a la molécule seule (Figure 120).
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Figure 120 : Cinétiques d’apparitions des métabolites M1 (A) et M2 (B) au cours de la biodégradation du
tébuconazole 100 uM seul (A) ou formulé () par la souche Bacillus sp. 3B6
(3 cultures indépendantes)

Nous avons cherché également a suivre le devenir des adjuvants par RMN 'H afin de
mieux comprendre D’effet inhibiteur de la formulation observé. Un suivi des aires des
différents signaux principaux correspondant aux adjuvants, en particulier du N,N-

diméthyldécanamide (Figure 121) a été réalisé durant la biodégradation du Balmora® 100

UM,

/\/\/\/\)LN/

Figure 121 : Structure de N,N-diméthyldécanamide

Le suivi montre une diminution progressive de I’ensemble des signaux correspondant
aux adjuvants au cours de temps (Figure 122). Entre 0 et 80h d’incubation, plusieurs signaux
(massifs centrés sur 0,9 ; 1,15 et 2,3 ppm correspondant aux groupements -CHs, -CH,- et —
CH»-CO- de chaines alkylées) ont totalement disparu. D’autres signaux (singulets a 2,9 et 3,1
ppm correspondant aux deux groupements —CHjs portés par ’azote de ’amide) ont une aire
correspondant au tiers de celle initiale. La dégradation de cet adjuvant commence et est donc
plus rapide du c6té de la chaine aliphatique par rapport a la partie amide. Il faut également
noter la disparition d’autres signaux correspondant a des adjuvants inconnus. Par exemple, le
massif résonnant a 3,7-3,8 ppm disparait progressivement et complétement au cours du temps
(Figure 122). En fin de cinétique, outre les deux singulets attribués aux groupements méthyle

portés par un atome d’azote (amide ?), apparait un grand singulet a 2,7 ppm, qui n’est ni
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présent dans le témoin « cellules », ni lors de la biodégradation du tébuconazole seul. Ce

signal appartient donc a un métabolite des adjuvants sans qu’on puisse savoir lequel.

A notre connaissance, aucune ¢tude sur le schéma métabolique de biodégradation de
N,N-dialkylamide a longue chaine n’a été publiée. Seules deux ¢études réalisées dans
différents types de sol ont montré la grande biodégradabilit¢é du N,N-diméthyldécanamide
avec des temps de dissipation trés courts correspondant a 50% et 90% de disparition en 0,5 et
2,5h, et 0,65 et 7,5 jours, respectivement [Flueckiger, 1995 ; Wyss-Benz and Tschech, 1995].
Les longues chaines aliphatiques ou d’acides gras sont connues pour étre dégradées par une
succession de réactions d’oxydation/décarboxylation jusqu’a leur minéralisation ou leur
intégration dans le métabolisme central (m-oxydation). Plusieurs études sur des souches de
Bacillus megaterium ont mis en évidence ce mécanisme [Willetts, 1974 ; Matson et al., 1977].
Pour le devenir des «amides» dialkylés, il faut plutét chercher du coté des N,N-
diméthylphénylurées (diuron, isoproturon, ...), pour lesquels il a été montré des réactions de
N-désalkylation conduisant a des métabolites intermédiaires —N-déméthylés, puis N,N-
didéméthylés chez plusieurs souches bactériennes [Sorensen et al., 2001 ; Sun et al., 2009 ;
Hussain et al., 2009]. Ce méme type de réaction a été montré lors de la biodégradation du
N,N-diméthylformamide par un cocktail de souches bactériennes, conduisant a ’apparition de

la diméthylamine, avant sa minéralisation totale [Bromley-Challenor et al., 2000].
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Figure 122 : Suivi par RMN 'H de la biodégradation des adjuvants du Balmora® 100 pM
par la souche Bacillus sp. 3B6

Nous pouvons donc comparer, a partir des données de RMN, la cinétique de

biodégradation du N,N-diméthyldécanamide, et du tébuconazole formulé au cours de

I’incubation (Figure 123).
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Figure 123 : Suivi (A) de I’aire du signal (3,1 ppm) du N,N-diméthyldécanamide et (B) de la concentration
en tébuconazole formulé (Balmora®) par la souche Bacillus sp. 3B6

La dégradation relativement efficace de I’adjuvant a un effet inihibiteur sur celle du
tébuconazole par Bacillus sp. 3B6. Plusieurs explications peuvent étre suggérées : (i)
formation d’un métabolite toxique de [’adjuvant qui inhibe la biodégradation du
tébuconazole ; (ii) compétitivité pour les substrats disponibles pour un méme nombre de
microorganismes présents. Il serait €galement intéressant d’étudier la biodégradation de
I’adjuvant seul (N, N-diméthyldécanamide) pour veérifier si le métabolite donnant un singulet
en RMN est issu de cet adjuvant, et de réaliser des tests d’impact de ce composé sur les

cellules bactériennes pour vérifier les hypotheses proposeées.

IV.2. Etude comparative de la biodégradation du tebuconazole pur et
formulé (Balmora®) par la souche Pseudomonas putida ATCC
21244

L’effet de la formulation sur la dégradation de la maticre active (tébuconazole) est
étudié a différentes concentrations. Le tébuconazole seul est mieux dégradé que celui formulé
pour toutes les concentrations testées. Pour une concentration de 100 uM, le pourcentage de
biodégradation est fortement diminué. Pourtant, méme pour une concentration de 250 UM,
22% de dégradation est observée donc nous n’avons pas une inhibition totale de la
biodégradation du tébuconazole, contrairement a ce qui a été observé avec Bacillus sp. 3B6
(Tableau 25).
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Tableau 25: Pourcentage de biodégradation du tébuconazole pur ou formulé par la souche Pseudomonas
putida ATCC 21244 & différentes concentrations

Concentration % disparition % disparition
en Tébuconazole (Matiére active) (Formulation)
25 uMm 50 % 37,5 %
50 uM 55,5 % 49 %
100 uM 48 % 30 %
250 pM - 22 %

La comparaison des cinétiques de biodégradation du tébuconazole pur et formulé par
la souche Pseudomonas putida ATCC 21244 (Figure 124) montre I’effet inhibiteur de la
formulation. Cet effet est croissant avec la concentration et est vraiment significatif avec la
plus forte concentration (100 uM). La phase de latence est observable pour le tebuconazole

pur et formulé.
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Figure 124 : Influence de la concentration des formulations (25, 50 et 100 uM) sur la biodégradation du
tébuconazole pur (A) et formulé (M) par la souche Pseudomonas putida ATCC 21244
(3 cultures indépendantes)
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Le devenir des adjuvants avec cette souche n’a pu étre suivi par RMN 'H faute de
temps et reste a faire. Comme précédemment, la biodégradation de I’adjuvant connu devra

également étre envisagée.

V. Conclusion

Par un large criblage de souches, nous avons pu trouver trois souches bactériennes

biotransformant partiellement le tébuconazole :

e Bacillus sp. 3B6, isolée d’eau de nuages prélevée au sommet du Puy de Dome, qui
biotransforme immédiatement et de maniére énantiosélective le tébuconazole jusqu’a 50-60%
quelle que soit la concentration initiale et la quantité de cellules, par hydroxylation sur le
groupement tert-butyle ou sur la chaine aliphatique, ce dernier subissant ensuite une réaction
de déshydratation conduisant a un alcéne. Deux de ces métabolites n’avaient jamais été

identifiés en tant que métabolites potentiels.

e deux souches de Pseudomonas commerciales, Pseudomonas sp. C12B ATCC
43648 et Pseudomonas putida ATCC 21244, qui biodégradent de maniére incomplete le
tébuconazole aprés une longue phase de latence. Aucun métabolite n’a pu étre mis en

évidence et la minéralisation devra étre vérifiée.

Il faut noter que dans la littérature, peu de souches ont été isolées mais qu’elles
appartiennent majoritairement au genre Pseudomonas. Aucune ne dégrade le tébuconazole
totalement, le principal métabolite étant un dérivé hydroxylé sur le groupement t-butyle
[Sehnem et al., 2010 ; Obanda et al., 2008, 2009].

L’utilisation de la formulation, Balmora®, conduit a un effet neutre ou activateur a
faible concentration (co-métabolisme) et inhibiteur croissant avec la concentration, sur la
biodégradation du tébuconazole. Il faut noter que la souche Gram négatif (P. putida) est
moins sensible aux effets de 1’adjuvant, pour une méme concentration, que la souche Gram
positif testée (Bacillus sp. 3B6). Nous avons pu également observer que les principaux
adjuvants étaient effectivement biodégradés par Bacillus sp. 3B6, pouvant conduire a un co-
métabolisme positif pour la biodégradation du tébuconazole, mais aussi, a plus fortes

concentrations, a une compétition de substrats entre la matiére active et les adjuvants ou a la

207



Résultats / discussion

formation de métabolites plus toxiques que la molécule mére et donc a un effet négatif (effet

inhibiteur).

Les adjuvants ont donc un impact en termes de biodégradation des pesticides et il est
donc important de travailler sur la formulation (ou les formulations) pour avoir une vision
globale du devenir de ces pesticides. La connaissance de I’ensemble des adjuvants contenus
dans la formulation (secret industriel !!) pourrait permettre de mieux comprendre 1’impact
individuel mais aussi les interactions existant entre ces différents composés en termes de

biodégradation ou de toxicité.
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Impact de la formulation des pesticides, Callisto® et
Balmora®, sur la croissance de souches
microbiennes

Apres avoir montré I’effet inhibiteur des adjuvants présents dans les formulations sur
le métabolisme biodégradatif des deux matieres actives de pesticides étudiées par plusieurs
souches, Gram positif et Gram négatif, dans les chapitres précédents, nous avons voulu
étudier un autre aspect de leur potentielle toxicité en suivant I’impact de la formulation sur la
croissance de diverses souches bactériennes. Nous avons choisi des souches bactériennes,
Gram positif (Bacillus sp.) et Gram négatif (Escherichia coli ATCC 11303, Pantoae sp.
5B12, Pseudomonas putida ATCC 21244), dégradant ou non les pesticides, parmi celles
testées precédemment. En effet, il est connu que ces deux types de bactéries présentent
souvent des sensibilités trés différentes vis-a-vis de xénobiotiques organiques et métalliques
variés [Trudgill et al., 1971 ; Harrop et al., 1989 ; Suresh et al., 2010]. Nous avons également
testé la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa (ATCC 17504) et la levure Candida
albicans (CIP 444), qui sont classiquement intégrées dans les études de toxicité [Hayyan et

al., 2013 et réferences citées].

Nous avons donc tracé les courbes de croissance de ces différentes souches cultivées
sur un milieu relativement pauvre choisi pour limiter la croissance bactérienne, de facon a
pouvoir suivre la DO directement dans le tube de culture au cours de 1’incubation (milieu PC-
cf. Partie Matériels et Méthodes) contenant le pesticide pur ou formulé, a différentes
concentrations. Un témoin est réalisé en absence de pesticide pour s’assurer que la souche est
bien viable. Les incubations se font dans des tubes bouchés, dans les mémes conditions que
celles utilisées pour les tests de biodégradation (27°C avec une agitation de 200 rpm). La
mesure de la croissance bactérienne (DO) est réalisée sur un spectrophotometre a une A = 600
nm. Trois réplicats sont réalisés par conditions et les courbes présentées correspondent aux

moyennes. Des comparaisons sont ensuite réalisées entre les courbes obtenues avec la matiére
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active seule et la matiere active + adjuvants (formulation) pour étudier I’impact de ces deux

groupes de composes, pour une méme concentration en matiere active.

|. Etude comparative de la croissance de souches bactériennes et
de levure en présence de mésotrione pure ou formulée
(Callisto®)

La formulation de mésotrione testée est le Callisto®, comme dans les essais
précédents de biodégradation. Nous rappelons que pour cette formulation a 100 g/L de
matiére active, les seuls éléments concernant les adjuvants présents proviennent de sa fiche de
sécurité avec la description des additifs potentiellement toxiques, soit ’octan-1-ol a 5-10 %
W/W et le «poly(oxy-1,2-éthanediyl), o-isodecyl-o-hydroxy » (= isodécyl alcool
polyéthylene glycol ou PEO 10-6, CAS 61827-42-7), 20-30 % W/W (sachant que la
mésotrione représente 9% W :W) [Fiche sécurité Reglement (CE) No. 1907/2006] (Figure
125).

(@] /\/\/\/\
HO OH
n

Isodécyl alcool polyéthyléne glycol Octan-1-ol

Figure 125 : Structures chimiques des adjuvants connus du Callisto®

1.1. Croissance de souches bactériennes Gram positif

Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux souches de Bacillus sp. étudiées
précédemment et avons travaillé avec les 3 souches dégradant trés rapidement et
complétement la mésotrione 1 mM (Bacillus sp. 3B6, Bacillus sp. I1B4 et Bacillus sp. IB11)

et une souche la dégradant de maniere partielle et lentement (Bacillus sp. 7B11).

Des concentrations croissantes de mésotrione pure ou formulée (de 0 jusqu’a 1 mM)
sont ajoutées en conditions stériles a des cultures bactériennes de Bacillus sp. dans le milieu

PC. Les croissances de ces souches sont suivies pendant 24 heures.
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Des prélevements (500 pL) sont réalisés en début et fin d’expérience dans chaque tube

pour mesurer le taux de dégradation de la mésotrione dans ces conditions.

I.1.1 Courbes de croissance de Bacillus sp. 3B6 en présence de

mésotrione pure ou formulée

Les courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 (Figure 126) montrent une
similarité absolue entre absence et présence a différentes concentrations de la mésotrione
pure. La matiére active (pour des concentrations < 1 mM) n’a aucun effet toxique sur la
croissance des cellules bactériennes. On peut remarquer que 1’allure des courbes est tres
spéciale (absence de phase stationnaire conduisant a une forme de cloche) et ceci méme en
absence de mésotrione. Cette souche a une croissance particuliere et caractéristique. Notons
que le maximum de croissance des cellules bactériennes est atteint aprés 7h d’incubation

dans ces conditions.

1,2
——0mM A~ 0,125mM =—>—0,25mM —%=0,375mM
——0,5mM —0—0,75mM —&—1mM
1
0,8
Q 06
0,4 \
0,2
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempsd'incubation (h)

Figure 126 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes
de mésotrione pure

Nous avons, en paralléle et sur la méme culture, tracé les courbes de croissance en

présence des mémes concentrations croissantes en mésotrione, mais cette fois-ci, formulée
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(Callisto®), afin d’observer I’'impact/toxicité des adjuvants du Callisto® sur cette croissance.
Elles présentent des allures complétement différentes et montrent un trés fort effet inhibiteur
de la formulation sur la croissance des cellules dés 250 uM (Figure 127). Aucune croissance
bactérienne n’est notée, ce qui confirme la toxicité importante des adjuvants sur les cellules de

Bacillus sp. 3B6, la matiére active n’ayant aucun effet.

1,2
——0mM ——0,25mM —¥—0,375mM

——0,5mM —0—0,75 mM —4—1mM

ol N
ol X
\

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempsd'incubation (h)

DO

0,2

Figure 127 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes
de mésotrione formulée (Callisto®)

Nous avons refait une expérience avec cette fois-ci, des concentrations plus faibles en
mésotrione formulée afin d’affiner la concentration limite effective: de 25 a 100 uM. Les

courbes de croissance sont présentées sur la Figure 128.
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——0puM —&— 25 M —=—50 uM
——75uM 100 pM

0,8

DO

Tempsd'incubation (h)

Figure 128 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes
de mésotrione formulée (Callisto®)

La toxicitée de la mésotrione formulée est bien mise en evidence, méme pour des
concentrations tres faibles. Dés 25 UM, la croissance est Iégerement retardée et est moins
importante que celle obtenue en absence d’herbicide formulé. Lorsque cette concentration
augmente (50 pM), la croissance débute beaucoup plus tard et lentement (3h au lieu de 30
min) et diminue de moiti¢ (DO max de 0,4 au lieu de 0,75 en absence d’herbicide). Enfin,
seule une tres légére croissance bactérienne est observée (DO max de 0,2) en présence d’une
concentration de 75 UM en mésotrione formulée. Ces derniers résultats confirment la tres
grande toxicité des adjuvants du Callisto® sur la souche Bacillus sp. 3B6. Cette toxicité est
clairement dépendante de la concentration de la formulation, donc de la concentration en

adjuvants.

I.1.2 Courbes de croissance de Bacillus sp. IB11 en présence de

mésotrione pure ou formulée

Nous avons donc voulu savoir si ce trés fort effet toxique des adjuvants de la
formulation observé avec Bacillus sp. 3B6 étaient également visibles avec d’autres souches de
Bacillus sp. Les tests de toxicité de la mésotrione seule et formulée sont réalisés sur une autre
souche efficace pour la dégradation de la mésotrione : Bacillus sp. IB11. Nous avons travaillé

avec les mémes concentrations en matiére active que pour Bacillus sp. 3B6, en intégrant
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cependant une concentration supplémentaire : 50 puM. Les courbes de croissance obtenues

avec la mésotrione pure ou formulée sont présentées sur la Figure 129.

A) 14 ——0mM —=&— 0,05 mM 4—-0,125mM =—¢—=0,25mM
—%—0,375mM_ —e—0,5mM —0—0,75mM —a—1mM
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Figure 129 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. IB11 en présence de concentrations
croissantes de mésotrione pure (A) et formulée (B)

Les courbes de croissance de Bacillus sp. IB11 en présence ou non de mésotrione pure
(Figure 129A) suivent la méme allure, quelle que soit la concentration. Apres 2h de temps de
latence, la croissance bactérienne démarre rapidement, puis plus lentement jusqu’a arriver a la
phase stationnaire aprés 12h d’incubation en absence ou en présence d’une faible
concentration de mésotrione pure (50 pM) et 24h pour des concentrations plus fortes. L’allure
est classique et tres différente de celle observée avec la souche Bacillus sp. 3B6. On peut
cependant noter une diminution progressive de la DO corrélée a I'augmentation de la

concentration en mésotrione entre 5 et 12h d’incubation. Cet effet observable est cependant
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minime, la différence étant de 15 % au maximum entre les deux extrémes de concentrations

en mésotrione testées (0 et 1 mM).

En présence de mésotrione formulée (Figure 129B), I’effet inhibiteur sur la croissance
de Bacillus sp. IB11 est observé dés 50 uM et il est d’autant plus fort que la concentration en
mésotrione formulée est importante, jusqu’a une inhibition compléte dés 0,25 mM. Pour 50 et
125 pM, la phase de latence est augmentée et la croissance maximale est plus faible. La
encore, ’effet toxique de la formulation du Callisto® est mis en évidence et il est largement

plus important que I’effet de la matiere active seule.

I.1.3 Courbes de croissance de Bacillus sp. IB4 en présence de
mésotrione pure ou formulée
Nous avons testé la derniére souche dégradant de maniere tres efficace et rapide la

mésotrione : Bacillus sp. IB4 avec la mésotrione pure et formulée suivant le méme protocole.

L’ensemble des courbes de croissance avec cette souche est présenté sur la Figure 130.
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Figure 130 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. IB4 en présence de concentrations croissantes
de mésotrione pure (A) et formulée (B)

Les resultats obtenus avec cette souche sont tres similaires a ceux observés
précédemment : effet minime de la matiere active sur la gamme de concentrations testées
(Figure 130A) et par contre, un effet toxique d’autant plus important que la concentration en
mésotrione formulée est forte (Figure 130B). Comme précédemment, on observe une légere
inhibition de la croissance & 50 uM, qui s’accentue fortement a 125 uM jusqu’a une inhibition

compléte a des concentrations supeérieures.
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I.14

Courbes de croissance de Bacillus sp. 7B11 en présence

de mésotrione pure ou formulée

Une derniére série d’expériences a été réalisée, selon le méme protocole, avec une

souche de Bacillus, qui ne dégrade que partiellement et lentement la mésotrione

7B11 (Figure 131).

: Bacillus sp.
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Figure 131 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 7B11 en présence de concentrations

croissantes de mésotrione pure (A) et formulée (B)

Les conclusions sont les mémes que précédemment : pas d’effet de la matiére active

quelle que soit sa concentration (Figure 131A), léger effet de la formulation dés une

concentration de 50 uM en matiere active, sur la courbe de croissance avec une DO max
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diminuée, un effet plus important pour 125 uM et une inhibition totale de la croissance

bactérienne pour des concentrations supérieures (Figure 131B).

I.1.5 Conclusions

Avec les quatre souches de Bacillus sp. testées, les résultats sont relativement
similaires, méme si certaines des souches sont plus sensibles : pas ou peu d’effet de la
mésotrione pure jusqu’a une concentration de 1 mM (340 mg/L) mais une inhibition totale de
la croissance bactérienne en présence de mésotrione formulée (Callisto®) des 125 puM (42,5
mg/L), mettant en évidence la toxicité des adjuvants du Callisto® sur ces cellules
bactériennes Gram positif. Parmi ces souches, Bacillus sp. 3B6 est particulierement sensible

puisque I’inhibition de croissance est observée des 75 uM de mésotrione formulée.

Nous avons, dans tous les cas, veérifié la degradation effective de la mésotrione dans
ces conditions en analysant par HPLC un échantillon prélevé en début et en fin d’expérience
(24h d’incubation). La comparaison des taux de dégradation entre la matiere pure (P) et

formulée (F) de la mésotrione avec chaque souche testée est présentée dans le Tableau 26 :

Tableau 26 : Pourcentage de biodégradation de la mésotrione pure (P) et formulée (F) a différentes
concentrations lors de la croissance sur milieu PC de différentes souches de Bacillus sp.

50 uM 125 uM 500 PM

Bacillus sp. 3B6 34 % 9% 23% | 75% | 10% | 25%

Bacillus sp. IB11 - - 825% | 54% | 32% 0%

Bacillus sp. 1B4 - - 80% | 36% |[695% | 0%

Bacillus sp. 7B11 68% |[816% |725% | 785% |635% | 0%

Dans ces conditions, toutes les souches testées dégradent la mésotrione pure avec
certes, un taux de dégradation plus faible que lors des études de biodégradation précédentes,
ce qui est explicable par la quantité beaucoup moins importante de cellules bactériennes et par

la présence d’un milieu nutritif. Le pourcentage de dégradation diminue avec la concentration.
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Pour les 3 souches Bacillus sp. 3B6, IB4 et IB11, la présence de la formulation inhibe
partiellement et méme totalement la biodégradation en fonction de la concentration. La seule
souche Gram positif qui a un comportement différent est Bacillus sp. 7B11. Le taux de
dégradation de 70 % est plus important que celui obtenu dans les tests de biodégradation
précédents (50 % en «resting cells »). De plus, la présence de la formulation active la
dégradation pour les deux concentrations 50 et 125 pM. Cette souche travaille donc en co-
métabolisme et la présence d’une autre source de carbone que le pesticide favorise sa
croissance et donc la biodégradation de la mésotrione. Il faut atteindre une concentration de
500 uM pour voir une inhibition compléte, les adjuvants présentant alors un effet toxique.

1.2. Croissance de souches bactériennes Gram négatif

La question suivante était de savoir si la formulation de la mésotrione avait les mémes
effets sur des bactéries Gram négatif dégradant (E. coli ATCC 11303) ou non (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 17504) la mésotrione. Le méme protocole que celui décrit précédemment,

avec la méme gamme de concentrations, a été appliqué.

I.2.1 Courbes de croissance d'Escherichia coli ATCC 11303 en

présence de mésotrione pure ou formulée

Les courbes de croissance d’E. coli ATCC 11303, en présence de mesotrione pure ou

formulée, sont présentées sur la Figure 132 suivante.
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Figure 132 : Courbes de croissance de la souche Escherichia coli ATCC 11303 en présence de
concentrations croissantes de mésotrione pure (A) et formulée (B)

Avec cette souche, 1’addition de concentrations croissantes de mésotrione pure a un
effet stimulant significatif sur la croissance des cellules bactériennes, d’autant plus importante
que la concentration est forte (Figure 132A). Le maximum de croissance est observé avec la
plus grande concentration de mésotrione (1 mM) (DO de 1,7 contre 1,4 en absence de
mésotrione). 1l semble que cette souche utilise la mésotrione comme source de carbone en
méme temps que la source de carbone du milieu PC. Notons que la croissance de cette souche

est plus forte que celle des souches déja étudiées.

En présence de mésotrione formulée (Figure 132B), les résultats montrent une toxicité

du Callisto® pour les cellules bactériennes, qui augmente avec sa concentration. Cet effet
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inhibiteur est cependant beaucoup plus modéré que celui observé avec les souches de Bacillus
sp. Par exemple, pour une concentration de mésotrione formulée de 0,5 mM, la croissance
d’E. coli est certes moins rapide, mais aucune croissance n’est observée, méme avec une
concentration 4 fois plus faible, pour les souches de Bacillus. Méme pour une concentration
de meésotrione formulée de 1 mM, la croissance bactérienne, qui démarre tres lentement,
atteint une DO de 0,8, ce qui montre la résistance de cette souche vis-a-vis des adjuvants du
Callisto®. En résumé, un petit effet inhibiteur est observé, qui augmente progressivement

avec la concentration mais n’atteint jamais une inhibition totale de la croissance bactérienne.

I.2.2 Courbes de croissance de Pseudomonas aeruginosa ATCC

17504 en présence de mésotrione pure ou formulée

Nous avons ensuite testé une espéce bactérienne classiqguement utilisée dans les tests
de toxicité et qui surtout ne dégrade pas la meésotrione. Les courbes de croissance de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 17504), en présence de mésotrione pure ou formulée, sont

présentées sur la Figure 133.

La mati¢re active seule n’a aucun effet sur la croissance des cellules bactériennes
(Figure 133A) et les courbes sont parfaitement superposables, quelle que soit la concentration
en mesotrione. Pour la mésotrione formulée, un effet inhibiteur, croissant mais modéré, est
observé en augmentant sa concentration (Figure 133B). En effet, méme avec une

concentration de 1 mM, la croissance est de 70 % par rapport a la référence sans Callisto®.
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Figure 133 : Courbes de croissance de la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 17504 en présence de
concentrations croissantes de mésotrione pure (A) et formulée (B)

I.2.3 Conclusions

Parmi les souches testées, les souches bactériennes Gram négatif sont beaucoup plus
résistantes aux effets potentiellement toxiques des adjuvants présents dans la formulation
Callisto® que les Gram positif. Rappelons que la structure de la membrane des souches Gram
négatif est plus complexe que celle des souches Gram positif, leur offrant une plus grande
résistance aux antibiotiques et aux xénobiotiques. Nos études montrent un comportement

similaire vis-a-vis des adjuvants de formulation du Callisto® puisqu’aucun effet inhibiteur
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total sur la croissance cellulaire n’est observé méme avec une concentration trés forte de 1

mM en mésotrione pure ou formulée.

I1 faut souligner également I’effet stimulant de la matiére active sur la croissance de la

souche Escherichia coli, qui est la seule souche pour laquelle la mésotrione pure a un impact.

En termes de dissipation, nous avons également analysé un échantillon en début et fin
d’expérience. Le Tableau 27 présente les taux de dissipation de la mésotrione a différentes
concentrations lors de la croissance dans le milieu PC de ces souches.

Tableau 27 : Pourcentage de dissipation de la mésotrione pure (P) et formulée (F) a différentes
concentrations lors de la croissance sur milieu PC de différentes souches Gram négatif

50 uM 125 pM 250 UM 500 uM

E. coli 93,6 % | 90,5% | 925% | 70,2% | 92,4% | 38,7% | 90,5% | 38,3%

P.aeruginosa | 9,1% | 63% | 7,1% | 59% | 53% 0% 0% 0%

Dans ces conditions, la souche E. coli ATCC 11303 montre des capacités de
dégradation de la mésotrione pure (et formulée) incroyables (contrairement aux tests de
biodégradation en « resting cells », ou dans les meilleurs cas, le taux de dégradation observé
aprés 24h d’incubation était de 50%). La mésotrione pure est dégradée a plus de 90 % pour
toutes les concentrations testées, méme pour 1 mM. La mésotrione formulée est dégradee a
90,5 % pour la plus petite concentration, 50 uM. Ce pourcentage de dégradation diminue en
augmentant la concentration de mésotrione formulée (et donc d’adjuvants) jusqu’a 39 % de
dégradation pour une concentration de 500 uM (et 15 % pour 1 mM). Par conséquent, en
termes de dégradation aussi, cette souche présente une plus grande résistance a la toxicité de
la mesotrione formulée. La souche E. coli ATCC 11303 est plus efficace en présence d’une
autre source de carbone (co-métabolisme) qui permet d’augmenter la biomasse bactérienne et

d’activer les complexes enzymatiques qui dégradent la mésotrione.

Avec P. aeruginosa ATCC 17504, la mésotrione est dissipée faiblement dans ces
conditions, le taux de transformation diminuant de 9,1 a 0 % en passant de 50 a 500 uM. La
présence de la formulation inhibe la dissipation pour toutes les concentrations d’autant plus

qu’elle est importante.
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1.3. Croissance d’une souche de levure, Candida albicans CIP 444

Nous avons voulu tester I’impact de la mésotrione pure et formulée sur une cellule
eucaryote et avons choisi la levure Candida albicans (CIP 444), souvent testée en toxicité.
Les tests d’impact de la mésotrione seule ou formulée sur la croissance de cette souche sont
réalisés dans les mémes conditions que précédemment et les courbes de croissance sont

présentées sur la Figure 134.
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Figure 134 : Courbes de croissance de la souche Candida albicans CIP 444 en présence de concentrations
croissantes de mésotrione pure (A) et formulée (B)

La matiére active est sans aucun effet sur la croissance de cette souche, quelle que soit

la concentration (Figure 134A). Par contre, la formulation a bien un impact, allant méme
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jusqu’a une inhibition compléte pour une concentration de 0,5 mM (Figure 134B). Les
courbes de croissance montrent une augmentation de I’effet inhibiteur de la formulation
corrélée a sa concentration. Cet effet est visible des 50 uM ce qui montre une fois de plus

I’effet toxique des adjuvants présents dans le Callisto®.

Aucune dissipation de la mésotrione pure ou formulée n’a été observée pendant les

24h d’incubation dans ces conditions et ce, quelle que soit sa concentration initiale.

1.4. Conclusions

Nos études ont permis de mettre en évidence une absence d’effet de la mésotrione pure
dans une gamme large de concentrations (de 0 a 1 mM) (a part pour Escherichia coli) et un
effet inhibiteur sur la croissance de divers microorganismes, bacteries Gram positif et Gram
négatif mais aussi levure, de la mésotrione formulée. Cet effet est d’autant plus important que
la concentration en formulation, et donc en adjuvants, est forte. Les souches testées se sont
révélées plus ou moins sensibles a ces additifs, avec en particulier un fort impact sur les
bactéries Gram positif, la croissance étant méme totalement inhibée dés la concentration de
125 pM pour toutes les souches de Bacillus sp. Cet effet toxique des adjuvants, en
concentration globale beaucoup plus importante que la matiére active affecte plus ou moins

toutes les souches testées.

Nos résultats sont cohérents avec ceux de la littérature. A notre connaissance, une
seule étude de toxicité comparée de la mésotrione pure et formulée (Callisto®) a été publiée
[Bonnet et al., 2008]. Ces auteurs ont réalisé des bioessais sur la bactérie luminescente Vibrio
fischeri en utilisant le test normalisé Microtox® et ils ont montré que la formulation est
beaucoup plus toxique avec une ICso = 1,1 mg/L (Callisto®) que la matiere active pure (43,6
mg/L). De méme, dans des études plus environnementales d’impact de la mésotrione pure ou
formulée, épandue a 10 fois la dose agronomique, sur les communautés microbiennes du sol
[Crouzet et al., 2010 ; Crouzet et al., 2013], seul le Callisto® induit une diminution

significative de la biomasse photosynthétique.
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Il. Etude comparative de la croissance de souches bactériennes

en présence de tébuconazole pur ou formulé (Balmora®)

A chaque matiére active de pesticide, sa formulation et donc sa composition en
adjuvants. Nous avons donc voulu savoir si la formulation du tébuconazole (Balmora®) avait
le méme impact sur la croissance de ces microorganismes et si on pouvait en tirer des
conclusions. Le Balmora® est une des nombreuses formulations du tébuconazole, qui a pour
nous l’avantage de ne pas contenir d’autres matieres actives. Il contient 250 g/L de
tébuconazole et d’apres sa fiche de sécurité [Article 31, 1907/2006/CE], du N,N-
diméthyldécanamide a plus de 25 % en volume et d’autres additifs non précisés et considérés

comme non toxiques (Figure 135).

/\/\/\/\)LT/

Figure 135 : Structure chimique de I’adjuvant (N,N-diméthyldécanamide) connu du Balmora®

Nous avons donc ¢étudié I’impact du tébuconazole pur et formulé, a différentes
concentrations sur des bactéries Gram positif (deux souches de Bacillus, Bacillus sp. 3B6
dégradant le tébuconazole et Bacillus sp. IB4, ne le dégradant pas) et Gram négatif (2
souches de Pseudomonas, 1a encore 1’une dégradant le tébuconazole et 1’autre non, et E. coli
ATCC 11303) et sur la levure Candida albicans CIP 444. Le protocole est le méme que
précédemment, sauf que la gamme des concentrations testée en tébuconazole pur et formulé
est plus restreinte, du fait de la limite de solubilité du tébuconazole, soit de 0 a 100 pM.
Notons que les solutions de tébuconazole ont ét¢ préparées dans 1’éthanol pour étre sir
d’avoir une concentration réelle de 100 uM, le volume d’éthanol ajouté ne dépassant pas 1 %
du volume total des cultures bactériennes. Une courbe de croissance de chaque souche en
présence de 1 % d’éthanol en volume a été effectuée systématiquement, afin de vérifier qu’il
n’y a aucune toxicité due a sa présence seule et une courbe en absence de tout pesticide pour
vérifier la viabilité de la souche. Chaque concentration a été testée en triplicat et les résultats

présentés correspondent a la moyenne des trois valeurs.
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I1.1.  Croissance de souches bactériennes Gram positif

II.1.1 Courbes de croissance de Bacillus sp. 3B6 en présence de

tébuconazole pur ou formulé

Les courbes de croissance obtenues avec Bacillus sp. 3B6 (Figure 136) montrent une
absence de toxicité de [I’éthanol ajouté. Le tébuconazole, lui, perturbe la croissance
bactérienne, modérément a 50 uM, fortement a 75 uM et completement a 100 pM.

1
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Figure 136 : Croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes de
tébuconazole pur

Une comparaison est effectuée avec des concentrations similaires en tébuconazole
formulé (Balmora®) afin d’étudier la toxicité potentielle due aux adjuvants, qui viendrait ici
s’additionner a celle de la matiére active. Les courbes de croissance (Figure 137) montrent
que D’effet inhibiteur de la formulation sur la croissance bactérienne est beaucoup plus
important que celui de la matiére active seule. A partir d’une concentration de 25 uM, une
forte inhibition est observée et pour des concentrations plus grandes, il n’y a aucune

croissance. Les adjuvants accentuent donc fortement la toxicité du tébuconazole seul.
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Figure 137 : Croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes de
tébuconazole formulé (Balmora®)

L’expérience a ¢été répétée avec de plus faibles concentrations en tébuconazole

formuleé : 10, 20 et 30 uM (Figure 138).

——0uMm 10uyM ——20uM ——30pM
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Figure 138 : Croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes du
tébuconazole formulé (Balmora®)

Deés la concentration de 20 uM en tébuconazole formulé, un léger effet inhibiteur sur
la croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 est observé, avec une DO max de 0,6 au lieu de

0,73 en absence de fongicide. L’effet inhibiteur augmente pour la concentration 30 uM. Cette
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souche se révele a nouveau tres sensible, non seulement a la matiére active mais également

aux adjuvants de la formulation.

Le taux de biodégradation du tébuconazole pur et formulé a été mesuré par analyses
HPLC de prélévements (500 pL) réalisés en début et fin d’incubation dans chaque tube
(Tableau 28).

Tableau 28 : Pourcentage de biodégradation du tébuconazole pur (P) et formulé (F) a différentes
concentrations lors de la croissance sur milieu PC de la souche Bacillus sp. 3B6

25 uM 50 uM 75 UM 100 uMm

Bacillus | 235% | 6,6% | 148% | 3,4% | 145% 3% 0% 0%
sp. 3B6

Le taux de biodegradation du tébuconazole pur est faible dans ces conditions mais

existe jusqu’a une concentration de 75 uM. Le tébuconazole formulé lui est trés peu dégradé.

II.1.2 Courbes de croissance de Bacillus sp. IB4 en présence de

tébuconazole pur ou formulé

Cette deuxiéme souche de Bacillus testée ne dissipe pas le tébuconazole, ce qui a été
verifié dans ces conditions. Les courbes de croissance de Bacillus sp. IB4 en présence de

tébuconazole pur ou formulé sont présentées sur la Figure 139.

Si I’addition d’éthanol a 1% n’a aucun effet sur la courbe de croissance, la présence du
tébuconazole pur (Figure 139A) montre une sensibilité croissante de la souche en fonction de
sa concentration. A partir d’une concentration de 50 uM, une inhibition de la croissance
bactérienne est observée allant jusqu’a un taux de plus de 50 % pour une concentration de 100

HM.
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Figure 139 : Croissance de la souche Bacillus sp. IB4 en présence de concentrations croissantes de
tébuconazole pur (A) ou formulé (B)

La matiere active formulée est beaucoup plus toxique pour la souche Bacillus sp. 1B4
comme le montrent les courbes de croissance de la Figure 139B. Un effet inhibiteur est
observé des la concentration de 25 puM allant jusqu’a une absence compléte de croissance
pour une concentration de 75 pM. L’effet de la formulation est donc beaucoup plus important

que celui de la matiére active seule.
IT.1.3 Conclusions

Les résultats obtenus avec ces deux souches de Bacillus sont relativement similaires :
un effet inhibiteur de la matiére active sur la croissance bactérienne de modéré a fort, ce qui

n’avait pas été observé pour la mésotrione. La souche Bacillus sp. 3B6 se révele une nouvelle
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fois beaucoup plus sensible que Bacillus sp. IB4. En tant que fongicide, le tébuconazole agit en
inhibant la synthése de I’ergostérol, qui est un élément essentiel de la membrane fongique, non
présent chez les bactéries. Il semble cependant présenter également une activité
antibactérienne, qui suggére une autre cible. Kumar et al. [2010] ont montré le méme effet sur
la croissance (mais aussi sur des fonctions métaboliques et enzymatiques) d’une cyanobactérie
Westiellopsis prolifica, mais ils ont travaillé avec la formulation. Dans notre travail, cet effet
inhibiteur est exacerbé en présence de la formulation, avec un impact négatif sur la croissance

de Bacillus sp. 3B6 dés 50 M. Deux hypothéses peuvent étre envisagées :

1- les adjuvants du Balmora® (ou du moins certains) sont toxiques pour les souches de
Bacillus ;
2- les adjuvants permettent a la matiére active de pénétrer plus facilement a I’intérieur

des cellules bactériennes et accentuent 1I’impact de la maticre active.

I1.2.  Croissance de souches bactériennes Gram negatif

IT.2.1 Courbes de croissance de Pseudomonas putida ATCC 21244

en présence de tébuconazole pur ou formulé

Avec cette souche, qui dégrade tres peu le tébuconazole dans ces conditions (3%) pour
toutes les concentrations testées (25-100 uM), ’effet de la matiére active seule jusqu’a 100
MM est négligeable (Figure 140A) malgré une trés légére diminution du maximum de
croissance par rapport au temoin. Cette inhibition trés minime pourrait en partie, provenir de
la présence d’éthanol. Les tests sont repris avec la matiére active formulée (Figure 140B). Les
courbes de croissance de Pseudomonas putida correspondantes montrent un effet inhibiteur
modéré, seulement a partir d’une concentration de 100 uM. Pour des concentrations plus

faibles, aucun effet n’est noté.

231



Résultats / discussion

A) 19 ——0 M —8—25 pM —A— 50 pM
——75uM —%—100 uM —e— 0, éthanol

0,8 - — =
0,6

o /

o
0,4
0,2 1

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempsd'incubation (h)

B) 11
——0pM —®—25uM —A—50pM —>—=75uM —%—100uM

0,8 ______;;?'iiE‘E‘E‘EiE§§E§EEQ_. —
0,6

AN

DO

0,4

0,2 A

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempsd'incubation (h)

Figure 140 : Croissance de la souche Pseudomonas putida ATCC 21244 en présence de concentrations
croissantes de tébuconazole pur (A) ou formulé (B)

Contrairement a ’effet trés marqué qui était observé avec la souche Bacillus sp.
3B6, Pseudomonas putida ATCC 21244 ne semble pas vraiment sensible aux adjuvants de la

formulation Balmora®.

Ir.2.2 Courbes de croissance de Pseudomonas aeruginosa ATCC

17504 en présence de tébuconazole pur ou formulé

Nous avons voulu tester une autre souche de ce genre pour Vérifier si cette absence
d’effet était généralisable, en utilisant Pseudomonas aeruginosa ATCC 17504. Pour cette

souche, au vue des résultats précédents, seules les fortes concentrations ont été testées. Les
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courbes de croissance en présence de tébuconazole pur et formulé sont présentées sur la
Figure 141.

Cette souche est relativement insensible a la matiere active seule dans toute sa gamme
de solubilité (Figure 141A). Un léger décrochement est observé pour la concentration
maximale de 100 pM. De méme, aucun effet sur la croissance n’est observé pour des
concentrations inférieures a 75 UM (données non montrées) en tébuconazole formulé (Figure
141B). Il faut atteindre une concentration de 100 uM pour observer une inhibition de
croissance de 60% environ. Cette inhibition est renforcée lorsque nous sommes en présence
de 250 uM de formulation (Figure 141B).
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Figure 141 : Croissance de la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 17504 en présence de
concentrations croissantes de tébuconazole pur (A) ou formulé (B)
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IT.2.3 Courbes de croissance d'Escherichia coli ATCC 11303 en

présence de tébuconazole pur ou formulé

Dans la premiére partie, la souche E. coli ATCC 11303 s’est montrée positivement
affectée par la mésotrione pure et sensible vis-a-vis de la mésotrione formulée sous forme de
Callisto®. Nous avons donc réalisé des essais de croissance en présence de tébuconazole pur
et formulé, fongicide qu’elle ne dégrade pas, dans les mémes conditions que celles

précédemment décrites.

Un effet inhibiteur significatif de 1’é¢thanol a 1% sur la croissance bactérienne est
observé, qui laisse supposer une absence d’effet de la matiere active. Le décalage observé
dans les courbes de croissance en fonction de la concentration en matiere active semble en fait
lié¢ au taux d’éthanol ajouté (Figure 142A). De méme, pour le tébuconazole formulé, aucun
effet sur la croissance bactérienne n’est observé dans cette méme gamme de concentrations
(Figure 142B). Nous avons donc testé une concentration plus importante de tébuconazole
formulé et avons noté une inhibition d’environ 50% pour une concentration de 250 pM.
Rappelons que nous ne pouvons pas comparer avec 1’équivalent en mati€re active seule en

raison de la faible solubilité du tébuconazole dans 1’eau.
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Figure 142 : Croissance de la souche Escherichia coli ATCC 11303 en présence de concentrations
croissantes de tébuconazole pur (A) ou formulé (B)

IT.2.4 Conclusions

Les résultats obtenus avec ces trois souches Gram négatif montrent une absence
compléte d’effet de la matiére active tébuconazole et un effet visible uniqguement a fortes
concentrations (100 voire 250 uM) du tébuconazole formulé sur leur croissance dans nos
conditions. Elles semblent beaucoup moins affectées par les adjuvants que les souches Gram

positif testées.
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Les deux souches testées, E. coli ATCC 11303 et P. aeruginosa ATCC 17504, ne
dégradent pas le tébuconazole dans ces conditions. La souche P. putida ATCC 21244 qui,
dans les tests de biodégradation, a biotransformé le tébuconazole a des concentrations
inférieures a 100 uM avec un pourcentage de 50-70 %, dégrade seulement 3 % du
tébuconazole dans ces conditions, pour toutes les concentrations, le fongicide étant sous

forme pure ou formulée.

I1.3. Croissance d’une souche de levure, Candida albicans CIP 444

Nous avons donc voulu tester la réponse d’un microorganisme eucaryote, Candida
albicans CIP 444 vis-a-vis du tébuconazole pur ou formulé. La particularité cette fois est que
le tébuconazole étant un fongicide, il peut avoir un effet antifongique contre cette souche. Par

contre, il est important d’étudier la modulation de cet effet par rapport a la formulation.

Les courbes de croissance montrent clairement 1’effet fongicide du tébuconazole sur
les cellules de Candida albicans (Figure 143A). L’effet est logiqguement croissant avec la
concentration de tébuconazole mais n’est pas total, méme avec une concentration de 100 uM.
Cette souche, contrairement a ce qui était attendu, est cependant moins sensible que les
bactéries Gram positif testées. Notons aussi que 1’éthanol a un effet significatif sur la
croissance fongique pendant les 10 premiéres heures d’incubation, la DO max étant inférieure

de 30%, ce qui est plus inattendu.
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Figure 143 : Croissance de la souche Candida albicans CIP 444 en présence de concentrations croissantes
de tébuconazole pur (A) ou formulé (B)

En présence du Balmora®, I’effet inhibiteur sur la croissance de cette souche est
beaucoup plus important (Figure 143B), avec méme une inhibition totale des 75 uM. Les
adjuvants viennent cette fois accentuer ’effet de la matiere active sur ces cellules, soit en
améliorant la pénétration de la matiére active dans les cellules fongiques, soit en ayant un

effet synergigque toxique pour ces cellules.
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11.4. Conclusions

Nos études ont permis de mettre en évidence un effet inhibiteur significatif du
tébuconazole pur sur la croissance des souches bactériennes Gram positif et la levure testées,
qui est fortement exacerbé en présence des adjuvants de la formulation. Les bactéries Gram
negatif testées, elles, se révélent insensibles au tébuconazole pur ou formulé pour leur
croissance. Il faut vraiment une concentration tres forte en Balmora® (250 pM) pour

commencer a observer un effet inhibiteur.

A notre connaissance, aucune ¢tude comparant I’impact de la matiere active et d’une
formulation de tébuconazole n’a été publiée. Nous pouvons juste nous référer a des travaux
sur I'une ou I’autre forme du fongicide. Par exemple, Ahemad et Saghir Khan [2012a et b] ont
comparé¢ I’impact de plusieurs fongicides purs a différentes concentrations (de la dose
agronomique 100 pg/L a trois fois la dose), notamment sur le potentiel de solubilisation du
phosphate de deux rhizobactéries, Klebsiella sp. et Pseudomonas putida (Gram négatif). Le
tébuconazole est le plus impactant avec une diminution de cette activité de plus de 6 et 3 fois
respectivement, pour une concentration de 100 uM. Kumar et al. [2010], eux, ont montré la
toxicité de la formulation Folicur® (25,9 % de tébuconazole) sur la croissance de la
cyanobactérie Westiellopsis prolifica dés une concentration de 15 mg/L (~ 50 uM). Cette
méme formulation entraine également une diminution significative de plus de 30% du nombre
de cellules bactériennes présentes sur les feuilles d’une plante marine pour une concentration
testée de tébuconazole formulé de 500 pg/L (1,7 uM) [Bundschuh et al., 2011].

Le fongicide tébuconazole, pur ou formulé, semble donc présenter une certaine

toxicité vis-a-vis des bactéries, notamment Gram positif.

I11. Conclusions genérales

D’apres les résultats obtenus précédemment avec les deux pesticides étudiés

(mésotrione et tébuconazole), quelques conclusions genérales peuvent étre émises :

e [I’impact de la matiére active dépend de la structure chimique du pesticide et de ses
propriétés physico-chimiques : la mésotrione n’a que peu d’impact sur la croissance

bactérienne, méme a des concentrations trés fortes (1 mM = 339 mg/L) tandis que le

238



Résultats / discussion

tébuconazole, beaucoup moins hydrosoluble, a montré une activité antibactérienne croissante
avec sa concentration, surtout contre les bactéries a Gram positif.

e les deux formulations, Callisto® et Balmora®, ont montré des toxicités beaucoup
plus importantes que les matieres actives pour la méme gamme de concentrations testée. Le
Balmora® parait plus toxique que le Callisto®. Par exemple, une concentration de 20 uM de
Balmora® a plus inhibé la croissance bactérienne de la souche Bacillus sp. 3B6 qu’une
concentration de 25 uM de Callisto® (18 % contre 9 %), mais cette importante toxicité du
Balmora® peut étre due a la matiére active, qui est, lorsqu’il y a un impact, nettement plus
toxique que la mésotrione pure. De méme, les résultats obtenus avec la levure, Candida
albicans CIP 444, montre qu’elle est beaucoup plus résistante vis-a-vis du Callisto® que du
Balmora® puisqu’il lui faut une concentration 5 fois plus grande pour arriver a une inhibition
totale. Il est clair que les adjuvants presents dans la formulation augmentent significativement
la toxicité des matieres actives dans tous les cas.

e les bactéries Gram positif sont beaucoup plus sensibles quel que soit le composé,
pur ou formulé, que les Gram négatif. Ces résultats sont conformes a ceux de la littérature
décrits pour d’autres xénobiotiques organiques ou métalliques [Trudgill et al., 1971 ; Harrop
et al., 1989 ; Guven et al., 2003 ; Suresh et al., 2010]. La membrane externe des cellules
Gram négatif joue un rdle efficace de barriere de diffusion, diminuant la permeéabilité vis-a-
vis notamment des composés hydrophobes et empéche la pénétration du xénobiotique dans la
cellule, la protégeant ainsi. Il a été également évoqué la composition plus riche en lipides et
plus spécifiqguement en lipopolysaccharides de la membrane externe qui « adsorberait » les
composes peu hydrosolubles en les empéchant donc de pénétrer dans la cellule [Trudgill et
al., 1971].

e Une modulation des taux de biodégradation de la mésotrione dans ces conditions
de croissance bactérienne par rapport aux conditions précédentes, ce qui était attendu. La
concentration en cellules bactériennes moindre (évaluation difficile puisque nous sommes en
croissance mais dans ces expériences, la DO max se situe généralement autour de 1 alors que
dans les expériences de biodégradation, la DO/10 est autour de cette valeur) et la présence
d’un milieu nutritif, méme « pauvre », ont conduit a une diminution des taux de
biodégradation par les souches dégradantes sauf pour E. coli qui dégrade de maniere
beaucoup plus efficace la mésotrione dans ces conditions (Tableau 29). Certes les
concentrations inhibitrices de la dégradation sont plus grandes que celles observées dans cette

partie, mais il y a une corrélation significative entre la toxicité de la formulation sur la
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croissance des souches bactériennes Gram positif (Bacillus sp. 3B6 et IB11) et I’effet
inhibiteur croissant sur la biodégradation avec la concentration. De méme, pour E. coli. qui
s’est montrée ici beaucoup plus affectée négativement par la formulation que dans les tests de
biodégradation. Il faut noter que les souches non dégradantes n’acquicrent pas cette capacité

dans les conditions des tests de croissance.

Tableau 29 : Comparaison du pourcentage de biodégradation de la mésotrione pure (P) et formulée (F) a
500 uM apres 24 heures d’incubation par les souches dégradantes entre les tests de biodégradation et les
tests de croissance

Biodégradation Croissance

P F P F

Bacillus sp. 3B6 | 100% | 57,5% | 10% 2,5 %

Bacillus sp. IB11 | 100% | 16% | 32 % 0 %

Bacillus sp. 1B4 100 % 69,5 % 0%

Bacillus sp. 7B11| 49,2 % | 49,7 % | 63,5 % 0 %

E. coli 49,7% | 78 % |90,5% | 38,3 %

L’ensemble de ces résultats (impact sur la croissance et sur la biodégradation) montre
que I’étude des matieres actives de pesticides ne suffit pas pour prédire la toxicité et I’impact
de ces composés sur les microorganismes de I’environnement (ni méme la biodégradation).
Les adjuvants ont également un réle trés important certes sur les propriétés de solubilité, de
pénétration dans la plante, d’augmentation de I’activité pesticide du composé ... mais aussi
sur le devenir du pesticide lui-méme et sur les effets vis-a-vis des écosystemes microbiens. Il
serait donc nécessaire, pour avoir une vision complete, de travailler avec non seulement la
matiére active, mais aussi avec les différents adjuvants de la formulation seuls ou en mélange.
La difficulté réside ici dans le fait de connaitre ces adjuvants, tenus secrets par les industriels.
Les seules données, facilement accessibles au public, sont celles reportées sur les fiches de
sécurité.

Les adjuvants connus de Callisto® sont 1’octan-1-0l (5-10% W/W) et I’isodécyl alcool
polyéthyléne glycol (PEO 10-6, CAS 61827-42-7) (20-30% W/W). Pour I’octan-1-ol,
plusieurs études ont montré son innocuité sur différentes bactéries a de telles concentrations
[Playne and Smith, 1983 ; Marinova et Yankov, 2009]. Le PEO 10-6 (Figure 125), qui est
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présent dans un rapport pratiquement de 5 pour 1 par rapport a la mésotrione, est répertorié
sous de trés nombreuses appellations dont la plus célebre est le TREND90® (DuPont). Il
s’agit d’un mouillant, qui en diminuant la tension superficielle de la formulation, permet une
réduction de la taille des gouttelettes issues de la buse, formant ainsi un film tenace et
uniforme sur toute la surface des feuilles. Il permet ainsi d’augmenter 1’adhérence et la
pénétration dans les feuilles. Ce composé, tensioactif non ionique appartenant a la famille des
alcool éthoxylates, est utilisé dans de nombreuses formulations de pesticides. Si plusieurs
études ont porté sur les bienfaits de cet adjuvant en termes de rendement de production et
d’efficacité liée au maintien des résidus du pesticide sur les feuilles [Adamczewski et
Matysiak, 2006 ; Ryckaert et al., 2007 ; nombreux brevets], peu de publications se focalisent
sur sa toxicité et son devenir dans I’environnement. Il a été cependant montré que ce pouvoir
d’étalement sur la feuille de la formulation entraine ¢galement une forte accélération de la
photolyse de la mésotrione sur celle-ci [Lavieille et al., 2009]. Quelques références
bibliographiques pour d’autres tensioactifs de la méme famille, sont cependant disponibles :
biodégradables en aérobiose selon les critéres des tests OECD (production de CO, supérieure
a 60% de la valeur théorique aprés 28 jours d’incubation avec une communauté mixte issue
de station d’épuration en bouteille fermée ; Tests réalisés sur des alcool éthoxylates de
longueur de chaine C12-C15) [Madsen et al., 1996] mais aussi partiellement en anaérobiose
[Huber et al., 2000], ils sont généralement décrits comme toxiques pour les organismes
aquatiques (Daphnia magna, Vibrio fischeri, Kirchneria subcapita...) [Madsen et al., 1996 ;
Jahan et al., 2008 ; Nobels et al., 2011]. Cette toxicité révélée de membres de cette méme
famille est tout a fait en accord avec les résultats obtenus lors de nos études. Cet adjuvant,
méme si ce n’est peut étre pas le seul, pourrait étre a l'origine des effets drastiques
d’inhibition de la croissance des microorganismes testés, notamment sur les bactéries Gram

positif.

Pour le Balmora®, le seul adjuvant connu est le N,N diméthyldécanamide (> 25%
W/W) répertorié comme irritant de la peau et des yeux et décrit comme présentant une
toxicité aigué en cas d’ingestion chez le rat [Fiche de données de sécurité]. Il est présent dans
de nombreuses formulations de pesticides, notamment en association avec le tébuconazole
comme le Folicur®, le Helocur® ou le Balmora®. Il s’agit d’un photo-protecteur, qui est

également présent dans des préparations de cosmétiques adaptés pour protéger la peau ou les
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cheveux contre les dommages solaires. A notre connaissance, il n’y a pas de données
bibliographiques sur la toxicité du N,N diméthyldécanamide vis-a-vis de microorganismes.

Cet effet négatif des adjuvants a déja été montré sur un ou deux exemples de pesticide,
le plus célébre étant le glyphosate, numéro 1 des herbicides a travers le monde. Plusieurs
¢tudes ont montré qu’un des principaux adjuvants des formulations du glyphosate,
appartenant a la famille des alkylamines polyéthoxylées, présentait une toxicité aigie
beaucoup plus importante que celle de la matiere active seule sur différents organismes
aquatiques (Daphnia, truite, crevettes...), I’effet combiné étant de plus beaucoup plus fort que
la somme des effets de chaque ingrédient séparé [Servisi et al., 1987 ; Brausch et Smith,
2007]. Ces adjuvants éthoxylés ont également été montrés comme les composés toxiques des
formulations du glyphosate vis-a-vis de cellules humaines, causant des effets sur 1’intégrité

des membranes et méme des nécroses [Mesnage et al., 2012 et références citées].

Il est donc clair que les adjuvants, ajoutés dans la formulation pour améliorer
I’efficacité de la matiére active et donc diminuer son dosage, présentent dans de nombreux cas
des toxicités importantes pour des organismes variés et contribuent en fait a des impacts

négatifs sur ’environnement.
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Impact du mélange de deux pesticides, la mésotrione
et le tébuconazole, purs ou formulés, sur leur
biodégradation et la croissance de souches
bacteriennes

Aprés avoir étudié I’impact de mélanges de composés d’une matiére active et
d’adjuvants (formulation) en termes de biodégradation et de toxicité, nous avons voulu
étudier les possibles modifications du comportement biodégradatif de différentes souches
bactériennes en présence d’un mélange de deux pesticides, purs ou formulés, ainsi qu’en
termes de toxicité (inhibition de croissance). En effet, d’une part, 1’utilisation de cocktails de
pesticides est trées courante a I’heure actuclle dans les nouvelles pratiques agricoles,
permettant d’améliorer I’effet recherché en ciblant une plus large gamme de nuisibles
(mauvaises herbes, parasites ...) ; d’autre part, la présence de multi-contaminants dans les
différents compartiments environnementaux des zones agricoles, notamment, n’est pas rare et

les microorganismes de ces écosystemes sont confrontés a ces mélanges de pesticides.

Nous avons poursuivi ces travaux avec les pesticides étudiés, la mésotrione et le
tébuconazole, méme si en termes d’épandage, ils n’ont aucune chance de se rencontrer, la
mésotrione étant un herbicide du mais et le tébuconazole un fongicide du blé. Cependant, ce
dernier est relativement persistant dans les sols et est tres souvent détecté dans les eaux [cf.
partie bibliographique]. 1l pourrait donc se retrouver ponctuellement en présence de
mésotrione lors de rotations culturales blé/mais ou dans les compartiments aquatiques

connexes.

Nous avons donc étudié I’effet du mélange sur la cinétique et le métabolisme
dégradatif de la mésotrione et du tébuconazole, purs ou formulés, et sur I’inhibition de
croissance de diverses souches bactériennes. Pour essayer d’avoir un large panel de situations,

nous avons travaillé avec :
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e une souche, Bacillus sp. 3B6, degradant ces deux pesticides,

e trois souches dégradant la mésotrione mais ne dégradant pas le tébuconazole :
Bacillus sp. IB10, Bacillus sp. IB11 et E. coli ATCC 11303,

e une souche dégradant le tébuconazole mais ne dégradant pas la mésotrione :
Pseudomonas putida ATCC 21244,

Nous avons tout d’abord vérifié 1’absence de réactivité chimique entre la mésotrione et
le tébuconazole, purs et formulés, en mettant en contact, dans les mémes concentrations et les
mémes conditions d’incubation que pour les expériences de biodégradation, des solutions
contenant chacun des pesticides, et en suivant leur évolution. Aucune modification des
concentrations initiales n’a été observée lors des analyses HPLC sur les échantillons prélevés

pendant 5 jours d’incubation pour le mélange de matieres actives et celui des formulations.

Pour tenter de clarifier ’analyse des résultats, une présentation par type de souches

sera réalisée.

|. Etude de D’effet du mélange sur la souche Bacillus sp. 3B6

dégradant la mésotrione et le tébuconazole

I.1. Effet du mélange sur la biodégradation des deux pesticides

I.11 Biodégradation en conditions classiques

A partir de 500 mL de culture, les cellules bactériennes de la souche Bacillus sp. 3B6
en phase de repos métabolique sont mises a incuber a 27°C et sous agitation de 200 rpm, dans
100 mL d’une solution de mésotrione 250 uM (pure ou formulée) seule ou en mélange avec
une solution de tébuconazole 75 uM (pur ou formulé). Ces concentrations ont été choisies (i)
pour que la cinétique de biodégradation ne soit pas trop rapide avec la matiére pure et ne soit
pas inhibée par la formulation et (ii) que les métabolites des deux pesticides puissent étre
facilement détectables pour suivre leur évolution et donc observer de potentielles

modulations.
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La comparaison des cinétiques de biodégradation de la mésotrione pure (Figure 144A)
et du tébuconazole pur (Figure 144B) ne met pas en évidence des différences tres
significatives entre les deux expériences. Nous retrouvons avec cette souche le phénomene de
biosorption du tébuconazole avec une concentration initiale mesurée de 38 uM au lieu des 75
MM théoriques attendus. Nous pouvons simplement noter une petite augmentation du taux de
biodégradation du tébuconazole en présence de mésotrione (74% au lieu de 64% aprés 72h

d’incubation).
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Figure 144: Influence de la présence (A) du tébuconazole (75 pM) sur la biodégradation de la mésotrione
(250 pM) et (B) de la mésotrione (250 uM) sur le tébuconazole (75 pM) par la souche Bacillus sp. 3B6.
Meésotrione seule (A), Mésotrione mélange (1), Tébuconazole seul (@), Tébuconazole mélange (<)
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En termes de métabolites, ce sont les mémes qui sont détectés dans les expériences
pesticides seuls et en mélange. Pour les métabolites de la mésotrione, aucune différence trés
significative n’a été notée en présence du tébuconazole en termes de cinétique d’apparition et
de disparition, ni en termes de concentrations. Il faut dire que la cinétique de biodégradation
de la mésotrione est relativement rapide puisqu’elle est complétement biotransformée en Sh
d’incubation. Par contre, pour les métabolites du tébuconazole, les concentrations des deux
métabolites M1 et M2 sont clairement moins importantes en présence de la mésotrione
(Figure 145), alors que le taux de biodégradation est un peu plus important.
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Figure 145 : Influence de la présence de mésotrione (250 uM) sur la cinétique d’apparition des métabolites
M1(A) et M2 (B) lors de la biodégradation du tébuconazole (75 uM) par la souche Bacillus sp. 3B6.
Tébuconazole seul (@), Tébuconazole mélange (<)

Cette différence peut étre expliquée par deux hypotheses: soit la présence de la
mésotrione induit la mise en place d’autres voies métaboliques de biodégradation du
tébuconazole et de nouveaux métabolites sont formés (que nous ne détectons pas ni en UV, ni
en FLD dans nos conditions d’analyses); soit nous observons une accélération de la
biodégradation/minéralisation et les cinétiques de transformation de ces métabolites en
composés assimilables par la bactérie sont accélérées, par exemple du fait d’un apport

d’énergie liée a la biodégradation de la mésotrione.

Nous avons réalisé la méme expérience avec les deux pesticides formulés, seuls ou en
mélange, en utilisant les mémes concentrations en matiere active que précédemment
(mésotrione 250 pM et tébuconazole 75 uM). Si aucune différence trés significative n’est

observée avec le Callisto®, la dégradation étant toujours tres rapide (Figure 146A), le
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tébuconazole formulé (Balmora®), lui, est beaucoup mieux dégradé en présence de Callisto®
avec un pourcentage de biodégradation de 83% au lieu de 54% lorsqu’il est seul (Figure
146B).
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Figure 146 : Influence de la présence (A) du Balmora® (tébuconazole = 75 uM) sur la biodégradation du
Callisto® (mésotrione = 250 uM) et (B) du Callisto® (mésotrione = 250 uM) sur le Balmora®
(tébuconazole = 75 pM) par la souche Bacillus sp. 3B6. Callisto® seul (#), Callisto® mélange (O),
Balmora® seul (H), Balmora® mélange (X)

La Figure 146 montre clairement ’effet stimulant de la présence du Callisto® sur la
biodégradation du tébuconazole formulé avec une disparition continue jusqu’a 48h
d’incubation alors que seul, une phase de dégradation plus lente apparait dés 23h d’incubation

dans le cas du Balmora®.
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Le suivi des métabolites de la mésotrione et du tébuconazole a également été effectué
au cours de cette expérience (Figure 147). L’effet est beaucoup plus significatif sur les
métabolites de la mésotrione que sur ceux du tébuconazole. En effet, les métabolites de la
mesotrione sont plus concentrés dans le cas du mélange des formulations (Figures 147A et B).
De plus, la disparition de M2 (Figure 147A) est beaucoup plus rapide dans le cas du mélange.
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Figure 147 : Influence de la présence (en haut) du Balmora® (tébuconazole = 75 pM) sur I’évolution des
métabolites M2 (A) et M3 (B) lors de la biodégradation de la mésotrione formulée (250 uM) et (en bas) du
Callisto® (mésotrione = 250 pM) sur I’évolution des métabolites M1 (C) et M2 (D) lors de la
biodégradation du tébuconazole formulé (75 uM) par la souche Bacillus sp. 3B6. Callisto® seul (),
Callisto® mélange (O), Balmora® seul (H), Balmora® mélange (X)

Il n’y a donc pas forcément correspondance entre influence du mélange sur les
cinétiques d’évolution de la molécule meére et de ses métabolites. En effet, ici, avec les
formulations, nous n’observons pas d’effet sur la mésotrione mais uniquement sur les
métabolites et pour le tébuconazole, un gros effet sur la matiére active et peu sur les

métabolites. Ces observations ne sont pas vraiment étonnantes puisque d’une part les pas de
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temps ne sont pas les mémes et d’autre part, les enzymes impliquées dans les différentes

étapes de transformation sont différentes.

Pour jouer sur ces effets cinétiques et observer des modulations plus significatives sur
la disparition de la molécule mére et I’apparition des métabolites, nous avons décidé de

travailler avec moins de cellules et donc une biomasse plus faible.
I.1.2 Influence de la biomasse

Nous avons donc repris le méme protocole que précédemment mais cette fois-ci, en
travaillant avec une biomasse correspondant a 200 mL de culture (au lieu des 500 mL du
protocole classique). Les mémes concentrations de pesticides purs ou formulés ont été
utilisées : 250 UM de mésotrione et 75 UM de tébuconazole.

La biotransformation de la mésotrione pure (250 uM) est logiquement moins rapide a
cause de la diminution de la quantité de cellules mises en incubation (Figure 148A). Elle est
également incompléte (70% de dégradation) et s’arréte apres 12h d’incubation. Par contre, en
mélange avec le tébuconazole pur, la disparition de la mésotrione est quasi-compléte (96%)
apreés 30h d’incubation. Le ralentissement des cinétiques de biodégradation nous a donc
permis de mettre en évidence un effet stimulant du mélange de pesticides sur la
biodégradation de la mésotrione. Par contre, aucun effet du mélange n’est noté sur la

disparition du tébuconazole (Figure 148B).
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Figure 148 : Influence de la présence (A) du tébuconazole (75 uM) sur la biodégradation de la mésotrione
(250 uM) et (B) de la mésotrione (250 uM) sur le tébuconazole (75 uM) par la souche Bacillus sp. 3B6.
Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange (C1), Tébuconazole seul (@), Tébuconazole mélange (<)

Comme précédemment, les métabolites de la mésotrione (M2, M3 et AMBA) ne sont
pas visiblement affectés par la présence de tébuconazole (Figures 149A et B), ni en termes
d’évolution, ni en termes de concentration. Les seules différences observées sont liées a la
variation de la cinétique de la molécule mere. Pour ceux du tébuconazole, les concentrations
de M1 et de M2 sont légérement plus importantes pour le mélange (Figures 149C et D) alors
que la biodégradation du tébuconazole n’est pas du tout affectée. Ceci confirme les résultats
précédents ou Ieffet sur les métabolites n’est pas toujours proportionnel a la cinétique de

biotransformation du tébuconazole.
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Figure 149 : Influence de la présence (en haut) du tébuconazole (75 uM) sur I’évolution des métabolites
M2 (A) et AMBA (B) lors de la biodégradation de la mésotrione (250 uM) et (en bas) de la mésotrione (250
pM) sur I’évolution des métabolites M1 (C) et M2 (D) lors de la biodégradation du tébuconazole (75 pM)
par la souche Bacillus sp. 3B6. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange (1), Tébuconazole seul (@),
Tébuconazole mélange (<)

Avec les pesticides formulés, les conclusions sont assez proches. Nous retrouvons le
fait que la mésotrione formulée est un peu moins bien biodégradée que la matiere active pure
(Figure 150A). La présence du Balmora® semble légérement ralentir la cinétique de
biodégradation de la mésotrione formulée jusqu’a 12h d’incubation mais le taux final de
biodégradation est similaire (~ 60%). Il semble ainsi que 1’effet stimulant du mélange observé
avec les matires actives pures soit masqué par 1’effet toxique, inhibiteur des adjuvants des
formulations. Pour le tébuconazole, nous retrouvons I’effet accélérateur de la présence de
Callisto® sur sa biodégradation, un peu moindre que précédemment (mais il y a moins de

cellules), avec une augmentation de 18% du taux de biodégradation (Figure 150B).
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Figure 150 : Influence de la présence (A) du Balmora® (tébuconazole = 75 uM) sur la biodégradation du
Callisto® (mésotrione = 250 uM) et (B) du Callisto® (mésotrione = 250 pM) sur le Balmora®
(tébuconazole = 75 uM) par la souche Bacillus sp. 3B6. Callisto® seul (#), Callisto® mélange (O),
Balmora® seul (), Balmora® mélange (X)

L’effet ralentisseur du mélange de formulations sur la biodégradation de la
mésotrione est confirmé par le suivi des trois métabolites, M2, M3 et AMBA, dont les

concentrations sont moins importantes dans le mélange (Figure 151). La mésotrione se

dégrade moins et il y a moins de métabolites formés.
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Figure 151 : Influence de la présence de Balmora® (tébuconazole = 75 pM) sur la cinétique d’apparition
des métabolites M1(A), M2 (B) et AMBA (C) lors de la biodégradation du Callisto®
(mésotrione = 250 uM) par la souche Bacillus sp. 3B6. Callisto® seul (#), Callisto® mélange (O)

Pour le tébuconazole, cette fois-ci I’apparition des métabolites suit ’accélération de la
biodégradation en présence du Callisto®. Les metabolites M1 et M2 sont donc plus
concentrés (Figure 152), en particulier M1 dont la concentration double par rapport a la

molécule seule (Figure 152A).
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Figure 152 : Influence de la présence de Callisto® (tébuconazole = 75 uM) sur la cinétique d’apparition
des métabolites M1(A) et M2 (B) lors de la biodégradation du Balmora® (Tébuconazole = 75 uM) par la
souche Bacillus sp. 3B6. Balmora® seul (H), Balmora® mélange (X)

1.2. Effet du mélange de deux pesticides sur la croissance
bactérienne

Pour essayer d’avoir une vision plus complete de I'impact de mélanges de pesticides
purs ou formulés, nous avons réalisé quelques expériences de suivis de croissance de la souche
Bacillus sp. 3B6 en présence des pesticides étudiés, en utilisant le méme protocole que celui de
la partie 3 (Milieu PC, suivi pendant 24h). Nous avons fixé la concentration en mésotrione a
250 UM et avons fait varier celle en tébuconazole de 0 a 100 pM. Deux essais ont été effectués
en absence de tout pesticide en présence ou non d’éthanol pour vérifier la viabilité de la souche
(témoin).

I.2.1 Effet du mélange de pesticides purs

Rappelons les résultats obtenus précédemment avec la souche Bacillus sp. 3B6 : la
mésotrione pure est sans aucun effet sur la croissance de cette souche a cette concentration et
le tébuconazole présente un effet toxique a partir d’une concentration de 50 uM, allant méme

jusqu’a une inhibition totale pour 100 uM (cf. Partie 3, résultats).

Les résultats obtenus pour les tests en mélanges des pesticides purs sont présentés sur

la Figure 153.
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Figure 153 : Croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence du cocktail de matieres actives
(Mésotrione : 250 uM et concentrations variables de tébuconazole de 0 a 100 uM)

La mésotrione (250 uM) seule a ici un effet lIégérement stimulant sur la croissance
bactérienne. Cependant, dés 1’ajout de tébuconazole a 25 uM, un effet inhibiteur est observé.
Cet effet est ensuite le méme quelle que soit la concentration (entre 50 et 100 uM). Par contre,
aucune inhibition totale (observée avec le tébuconazole 100 uM seul) n’est notée. Ces
résultats montrent que la toxicité du mélange est plus importante que la somme des effets de
chaque pesticide séparé, a part pour la forte concentration en tébuconazole (100 uM). Par
exemple, la mésotrione 250 uM et le tébuconazole 50 uM seuls n’ont aucun effet sur la
croissance de cette souche alors que leur mélange 1’a inhibée fortement (DO max diminuée de
moitié€). Ainsi, le mélange des deux pesticides a un effet synergique sur la souche bactérienne
testée. Il faut noter que dans ces conditions, la souche Bacillus sp. 3B6 dégrade 30 % de la
mésotrione 250 uM et 10 % du tébuconazole 50 uM apres les 24h de croissance tandis que
pour la plus grande concentration testée (100 puM), la dégradation de la mésotrione diminue
(20 %) et le tébuconazole n’est pas du tout dégradé. Le taux de dégradation du tébuconazole,

le plus toxique seul, est donc en corrélation avec la toxicité croissante des méelanges.

255



Résultats / discussion

I.2.2 Effet du mélange de pesticides formulés

Nous avons voulu étudier également I’effet du mélange de pesticides formulés sur la
croissance bactérienne de Bacillus sp. 3B6. Au vu des resultats obtenus précédemment avec
chacun d’eux pour cette souche (inhibition totale de croissance pour 100 uM de Callisto® et
50 uM de Balmora®), nous avons dd diminuer fortement les concentrations des pesticides
formulés mélangés testés, les formulations s’étant révélées beaucoup plus toxiques que les
matieres actives. Nous avons donc décidé, pour essayer de mettre en évidence des effets
croisés, de travailler avec différentes concentrations de mésotrione formulée (Callisto®)
variant de 5 & 75 pM - soit d’une absence d’effet sur la croissance (5 et 10 uM), a un effet
légerement retardé de la croissance (25 uM) jusqu’a des effets importants (50 uM avec une
DO max diminuée par 2 et 75 puM avec une inhibition presque totale) — avec une
concentration de tébuconazole formulé (Balmora®) variant de 0 a 30 UM - soit d’une absence
d’effet sur la croissance (10 uM), a un effet retardé de la croissance (20 uM) jusqu’a une

inhibition de la croissance par 2 (30 uM) (Figure 154).
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Figure 154 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de concentrations croissantes
de (A) mésotrione formulée (Callisto® = C) et (B) de tébuconazole formulé (Balmora® = B)
Les résultats obtenus pour les courbes de croissance réalisées avec des mélanges sont
rassemblés sur la Figure 155. Ils montrent que la toxicité des mélanges est beaucoup plus

forte que celle des pesticides séparés.
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Figure 155 : Courbes de croissance de la souche Bacillus sp. 3B6 en présence de mélanges a différentes
concentrations de mésotrione formulée (Callisto® = C) et de tébuconazole formulé (Balmora® = B)

Ainsi, dans les Figures 155A et B, on peut voir qu’en mélangeant de la mésotrione

formulée a des concentrations ne présentant aucun effet toxique (5 et 10 uM) avec une

concentration de 30 uM de tébuconazole formulé, qui inhibait de moitié la croissance, nous
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observons une inhibition beaucoup plus importante de 70 a 80% de la croissance. L’effet
inhibiteur observé est donc plus grand que I’addition des deux effets séparés. Les résultats
sont encore plus nets avec le Callisto® 10 pM. Par exemple, la combinaison avec le
Balmora® 10 pM inhibe clairement (40%) la croissance bactérienne tandis que chaque
pesticide seul n’a aucun effet (Figure 155B). La présence d’un pesticide a donc renforcé la
toxicité de 1’autre. Avec des concentrations croissantes en Callisto® (Figures 155 C-E), le
méme effet synergique est observé avec des inhibitions totales Ia ou chaque pesticide formulé
seul n’avait qu’un effet mineur sur la croissance bactérienne (par exemple C25B20). Nous
pouvons noter que la croissance en présence de Callisto® 5 et 10 uM est plus forte que celle

du témoin, ce qui laisse penser a un co-métabolisme possible.

Remarque : Nous observons donc dans tous les cas un effet synergique de ’impact sur la
croissance microbienne. La toxicité de mélange de pesticides, purs et formulés, est toujours

plus grande que I’addition de la toxicité de chaque pesticide seul, pur ou formulé.

1.3. Conclusions

Les effets de mélanges de ces deux pesticides, purs ou formulés, sur la souche Bacillus
sp. 3B6 sont assez contradictoires : c6té dissipation, il n’y a soit pas d’effet sur la cinétique et
le taux de biotransformation, soit un effet les boostant, et coté toxicité et impact sur la
croissance, des effets synergiques inhibiteurs forts ont été observés dans tous les cas, le
mélange étant plus toxique que la somme des toxicités observées pour chacun d’eux.
L’utilisation des formulations est encore plus réveélatrice de ces impacts toxiques. Par contre,
les mémes voies métaboliques sont observées, aucun nouveau signal n’ayant été détecté en
HPLC. L’accélération des biodégradations ne peut pas forcément étre corrélée a la

concentration de métabolites trouvés (en particulier pour le tébuconazole).

1. Etude de Deffet du mélange sur des souches bactériennes
dégradant la mésotrione mais pas le tébuconazole : Bacillus sp.
IB10, Bacillus sp. I1B11 et Escherichia coli ATCC 11303

L’objectif a ensuite été de tester un autre cas de figure pour ces deux mémes pesticides

en mélange. Nous avons réalisé le méme type d’expériences avec trois autres souches
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dégradant la mésotrione plus ou moins efficacement et pas du tout le tébuconazole (Des
expériences avec le tébuconazole a différentes concentrations ont été réalisées avec chacune
de ces souches dans les conditions classiques pour vérifier ’absence de biodégradation de ce
pesticide): deux souches Gram positif, Bacillus sp. 1B10 et IB11, et la souche Gram négatif E.
coli ATCC 11303. Les deux souches de Bacillus sp. dégradent completement la mésotrione 1
mM (Partie 1) avec une cinétique plus rapide pour 1B11. Par contre E. coli dégrade la
mésotrione 1 mM de maniére incomplete (20 a 55% suivant la biomasse bactérienne utilisée)

avec une cinétique lente.

Pour ces trois souches, nous n’avons pas fait les tests de croissance faute de temps.

11.1. Effet du mélange sur la biodégradation des deux pesticides par
Bacillus sp. 1B10

Le méme protocole que celui décrit precédemment est utilisé avec cette souche : des
cellules bactériennes venant de 200 mL de culture sont incubées, a 27°C et agitation a 200
rpm, avec une solution de 250 UM de la mésotrione, pure ou formulée, seule ou en présence
d’une solution de tébuconazole 75 uM (seul ou formulé). Des prélevements sont réalisés entre
0 et 80h d’incubation et les cinétiques de dégradation de la mésotrione 250 uM dans les

différents cas testés sont suivies par HPLC.

Tout d’abord, les résultats obtenus avec la matiére active seule ou en mélange sont
présentés sur la Figure 156. La cinétique de biodégradation de la mésotrione pure peut se
décrire en deux étapes : la premiére correspond a une cinétique rapide du 1* ordre jusqu’a 12h
d’incubation, puis une deuxiéme étape de biodégradation trés lente est observée. Le taux de
biodégradation de la mésotrione seule atteint 84%. La présence de tébuconazole 75 puM
module la cinétique de biodégradation de la mésotrione 250 UM et nous observons alors une
cinétique du 1% ordre jusqu’a 48h d’incubation (R® = 0,922), qui conduit & un taux de

dégradation de 95% de la mésotrione en mélange.
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Figure 156 : Influence de la présence du tébuconazole (75 uM) sur la biodégradation de la mésotrione (250
KUM) par la souche Bacillus sp. IB10. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange ([1)

Ces résultats sont tres similaires a ceux observés précédemment avec Bacillus sp. 3B6.

Ils sont corroborés par les cinétiques d’apparition et de disparition des métabolites de la

mésotrione (Figure 157).
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Figure 157 : Influence de la présence du tébuconazole (75 pM) sur la cinétique d’apparition des
métabolites M2 (A), M3 (B) et AMBA (C) lors de la biodégradation de la mésotrione (250 uM) par la
souche Bacillus sp. 1B10. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange (L)
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Les concentrations des deux métabolites M1 et M2 de la mésotrione atteignent des
maxima plus importants en présence de tébuconazole, ce qui est logique, le taux de
dégradation étant plus important. A partir de 23h d’incubation, la vitesse de disparition des
deux metabolites est plus lente dans le cas du mélange (en particulier M3) et leurs
concentrations restent importantes jusqu’a 75h. Quant a ’AMBA, sa concentration reste plus
faible, ce qui est aussi attendu, puisqu’il vient principalement de la dégradation des deux

métabolites M2 et M3.

L’effet du tébuconazole est donc significatif sur I’ensemble du métabolisme
biodégradatif de la mésotrione par la souche Bacillus sp. IB10, bien qu’il ne soit pas dégradé

dans le mélange.

Pour les formulations, la dégradation du Callisto® 250 uM est légérement plus faible
que celle de la matiére active pure avec 78% de transformation, et toujours une cinétique en
deux étapes. En présence de tébuconazole formulé, un plateau est trés rapidement observé a
partir de 8h d’incubation (Figure 158), correspondant a 55% de dégradation. Ce résultat peut

étre expliqué par la toxicité des formulations, notamment sur les souches de Bacillus sp.
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Figure 158 : Influence de la présence du Balmora® (tébuconazole = 75 uM) sur la biodégradation du
Callisto® (mésotrione = 250 uM) par la souche Bacillus sp. 1B10. Callisto® seul (#),
Callisto® mélange (O)

Notons que I’inhibition relative de la dégradation de la mésotrione formulée en
présence du mélange influe sur I’apparition des trois métabolites, M2, M3 et AMBA qui sont

moins concentrés (Figure 159). D’autre part, si la dégradation du Balmora® observée est plus
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rapide dans les 8 premiéres heures, ce décalage n’est pas retrouvé pour les métabolites M2 et

I’AMBA, ce qui pourrait mettre en évidence I’activation d’une autre voie metabolique.
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Figure 159 : Influence de la présence de Balmora® (tébuconazole = 75 pM) sur la cinétique d’apparition
des métabolites M2 (A), M3 (B) et AMBA (C) lors de la biodégradation du Callisto®
(mésotrione = 250 uM) par la souche Bacillus sp. 1B10. Callisto® seul (), Callisto® mélange (O)

Les résultats observes sont relativement similaires a ceux obtenus avec Bacillus sp. 3B6.

11.2. Effet du mélange sur la biodégradation des deux pesticides par
Bacillus sp. IB11

Le protocole utilisé est le méme que précédemment (200 mL de culture bactérienne,
250 UM de mésotrione et 75 UM du tébuconazole, tests des molécules pures ou formulées,

seules ou en mélange).

Pour les matiéres actives, le mélange influe sur la cinétique de dégradation de la
mésotrione 250 UM en la ralentissant durant les premieres 12h d’incubation. Par contre, la
biodégradation de la mésotrione seule s’arréte au bout de 23h d’incubation atteignant un taux
de 88% tandis qu’en mélange avec le tébuconazole, la dégradation se poursuit jusqu’a un taux

de dégradation plus important de 98,5% au bout de 72h (Figure 160).
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Figure 160 : Influence de la présence du tébuconazole (75 pM) sur la biodégradation de la mésotrione
(250 uM) par la souche Bacillus sp. IB11. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange (1)

La présence de tébuconazole dans le milieu affecte également les cinétiques

d’apparition et de disparition des métabolites de la mésotrione (Figure 161). Ainsi M2 et M3

(Figures 161A et B) sont plus concentrés avec une nette différence entre 10 et 72h

d’incubation.
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Figure 161 : Influence de la présence du tébuconazole (75 pM) sur la cinétique d’apparition des
métabolites M2(A), M3 (B) et AMBA (C) lors de la biodégradation de la mésotrione (250 uM) par la
souche Bacillus sp. IB11. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange (L)

263



Résultats / discussion

Par contre, TAMBA, métabolite terminal de la mésotrione, est moins concentré en
présence du mélange (Figure 161C), mais sa concentration ne cesse d’augmenter jusqu’a la
fin de I’incubation, contrairement au cas de la matiére active seule. Rappelons que I’AMBA
vient principalement des deux métabolites M2 et M3 et que formés en plus grande quantité, il
faut plus de temps pour les transformer en AMBA.

Pour les pesticides en formulations, la souche Bacillus sp. IB11 présente un
comportement tres différent de celui observé précédemment avec Bacillus sp. 3B6 et IB10. La
présence du Balmora® inhibe trés fortement la dégradation de la mésotrione formulée avec
20% de biodégradation contre 80% avec le Callisto® seul (Figure 162).
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Figure 162 : Influence de la présence du Balmora® (tébuconazole = 75 uM) sur la biodégradation du
Callisto® (mésotrione = 250 uM) par la souche Bacillus sp. IB11. Callisto® seul (#), Callisto® mélange
©)

Le tébuconazole formulé a 75 uM peut étre particulierement toxique pour les cellules
bactériennes de cette souche. L’inhibition de la biodégradation est corrélée logiquement avec

une forte inhibition de ’apparition des métabolites (Figure 163).
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Figure 163 : Influence de la présence de Balmora® (tébuconazole = 75 pM) sur la cinétique d’apparition
des métabolites M2 (A), M3 (B) et AMBA (C) lors de la biodégradation du Callisto® (mésotrione = 250
UM) par la souche Bacillus sp. IB11. Callisto® seul (@), Callisto® mélange (O)

11.3. Effet du mélange sur la biodégradation des deux pesticides par
E. coli ATCC 11303

Le comportement d’une derniére souche, Gram négatif cette fois, a été testé avec E.
coli ATCC 11303. Elle s’est révélée moins efficace dans les tests de biodégradation de la
mésotrione pure 1 mM avec un taux de dégradation ne dépassant pas 50% avec une biomasse
importante. Pourtant, la particularité de cette souche est qu’elle a dégradé plus efficacement la
mésotrione formulée avec un taux de dégradation allant jusqu’a 90%. Nous avons donc répété
les mémes expériences en travaillant cependant avec une biomasse deux fois plus importante
que précédemment (correspondant a 400 mL de culture) pour tenter d’obtenir un taux de

biodégradation de la mésotrione pure relativement important.
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La mésotrione 250 uM seule est biotransformée a 44% aprés 48h d’incubation puis la

biodégradation s’arréte et atteint un plateau (Figure 164). Par contre, en présence de

tébuconazole pur, une activation trés marquée de la biodégradation est observée, atteignant

100 % apres 32h d’incubation.
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Figure 164 : Influence de la présence du tébuconazole (75 uM) sur la biodégradation de la mésotrione (250
M) par la souche E. coli ATCC 11303. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange (1)

Nous observons donc la méme tendance qu’avec les autres souches, mais cette

fois-ci, elle est particulierement exacerbée. Malgré le fait que cette souche ne dégrade

pas le tébuconazole, la présence de ce dernier stimule de maniére remarquable la

biodégradation de la mésotrione. Cette forte accélération conduit a la formation en

concentrations beaucoup plus importantes (4 fois plus) des métabolites de la mésotrione

(Figure 165). Cependant, leur biodégradation ne semble pas particulierement activée par

la présence de tebuconazole, en tout cas pendant les 72h d’incubation étudiées.
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Figure 165 : Influence de la présence du tébuconazole (75 pM) sur la cinétique d’apparition des
métabolites M2 (A), M3 (B) et AMBA (C) lors de la biodégradation de la mésotrione (250 uM) par la
souche E. coli ATCC 11303. Mésotrione seule (A), Mésotrione mélange ()

Dans le cas des pesticides formulés, nous retrouvons le fait que cette souche dégrade

mieux la mésotrione formulée que la matiere active pure, avec dans ces conditions, un taux de

biodégradation de la mésotrione 250 uM formulée de 63% contre 44% pour la mésotrione

pure. L’effet de mélange de formulations entraine un léger effet inhibiteur et diminue le taux

de biodégradation de la mésotrione formulée a 52% (Figure 166). Les adjuvants de Balmora®

semblent donc avoir un impact négatif sur les cellules de la souche E. coli en influant sur sa

capacité dégradative de la mésotrione formulée.
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Figure 166 : Influence de la présence du Balmora® (tébuconazole = 75 pM) sur la biodégradation du
Callisto® (mésotrione = 250 uM) par la souche E. coli ATCC 11303. Callisto® seul (#), Callisto® mélange
©)

Notons que I’apparition des métabolites M2, M3 et d’AMBA est également

Iégerement inhibée dans le cas du mélange de formulations.

I1.4. Conclusions

L’impact du tébuconazole, pur ou formulé, sur la biodégradation de la mésotrione par
des souches ne le dégradant pas, est trés marqué : matiére active seule, il accélére plus ou
moins fortement la disparition de la mésotrione, d’autant plus que la souche est peu efficace;
formulé, il I’inhibe de maniére trés significative, voire méme presque completement, dans le
cas de Bacillus sp. IB11. Si le schéma métabolique de biodégradation de la mésotrione n’est
pas changé, les métabolites se forment de maniére plus importante et s’accumulent plus dans

le cas de mélange purs ou formulés.

I1l. Etude de D’effet du mélange sur une souche bactérienne
dégradant le tébuconazole mais pas la mésotrione:
Pseudomonas putida ATCC 21224

Dans cette derniére partie, nous avons réalisé une étude compléte en testant le

dernier cas possible, c’est-a-dire en travaillant avec une souche dégradant le
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tébuconazole mais pas la mésotrione (Vvérifié par des essais de biodégradation classiques
mais aussi par des analyses HPLC au cours des expériences présentées ci-aprés). Nous
avons donc étudié I'impact de la mésotrione pure et formulée sur la biodégradation du
tébuconazole pur et formulé par Pseudomonas putida ATCC 21244 mais aussi sur sa
croissance, cette souche Gram négatif s’étant montrée beaucoup plus résistante aux

matieres formulées seules que les souches de Bacillus sp.

I11.1. Effet du mélange de deux pesticides sur la biodégradation du

tébuconazole

Comme précédemment, le culot bactérien correspondant & 200 mL de culture est
incubé en présence du tebuconazole 75 UM, pur ou formulé, seul ou en mélange avec la

mésotrione 250 uM.

Les suivis cinétiques, présentés sur la Figure 167, montrent un effet significatif du
mélange sur les 8 premicres heures d’incubation, le temps de latence observé avec le
tébuconazole seul ayant disparu. Cependant, le méme effet de plateau que celui observé avec
le fongicide seul est observé, conduisant a un taux de biotransformation final de 67% pour le
mélange contre 53% pour le tébuconazole seul. La encore, comme avec les souches testées
avec la mésotrione, la présence d’un deuxiéme pesticide stimule la biodégradation du premier

alors qu’il n’est pas substrat.
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Figure 167 : Influence de la présence de mésotrione (250 uM) sur la biodégradation du tébuconazole (75
UM) par la souche Pseudomonas putida ATCC 21224. Tébuconazole seul (@), Tébuconazole mélange (<)
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Cependant, le mélange de formulations n’a pas le méme effet stimulant que celui
observe avec la souche Bacillus sp. 3B6, et méme un effet inhibiteur des adjuvants du
Callisto® est noté avec cette souche de P. putida (Figure 168).
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Figure 168 : Influence du Callisto® (mésotrione = 250 uM) sur la biodégradation du Balmora®
(tébuconazole = 75 uM) par la souche Pseudomonas putida ATCC 21224. Balmora® seul (Hll), Balmora®
mélange (X)

Aprés un temps de latence identique, une inhibition est observée dans le cas du
mélange, conduisant a un taux de biodégradation de 31% au lieu de 42 % quand le Balmora®
est seul. Les adjuvants du Callisto® ne sont pas les mémes que ceux du Balmora®, ce qui
peut expliquer les réponses différentes (accélérateur ou inhibiteur) en présence d’une

formulation ou I’autre.

I11.2. Effet du mélange de deux pesticides sur la croissance de
Pseudomonas putida ATCC 21244

Avec cette souche Gram négatif, qui s’était révélée plus résistante aux formulations,
nous avons également réalisé quelques expériences de suivis de croissance en présence des
pesticides étudiés, purs ou formulés, en mélange. Nous avons fixé la concentration en
mésotrione a 250 uM, concentration qui n’a aucun effet toxique (cf. Partie 3) et avons fait
varier celle en tébuconazole de 0 a 100 uM. Un essai a été conduit en absence de tout

pesticide pour vérifier la viabilité de la souche (témoin).
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Cette souche conserve une résistance remarquable vis-a-vis de tous les mélanges testés
(Figure 169). Seule une tres légére inhibition de la croissance bactérienne est observée en

présence de tébuconazole 100 uM (~ 10%).

I ——TOpPM —B—T25 UM —A—T50 UM —¢—=T75uM == T100uM —@— Témoin
0,3
0,2 -
0,1
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempsd'incubation (h)

Figure 169 : Croissance de la souche Pseudomonas putida ATCC 21224 en présence du mélange de
matieres actives (Mésotrione : 250 uM et concentrations variables de tébuconazole)
La vérification des concentrations en tébuconazole et mésotrione a TO et T24h dans
les mélanges a montré que le tébuconazole est dégradé a 5-6% pour toutes les concentrations
et que la mésotrione, non dégradée secule, I’est a 6-7 % dans la gamme des concentrations

testées et dans ces conditions.

Passons aux formulations : nous avons déja montré dans la partie 3 que le tébuconazole
formulé seul avait un effet inhibiteur sur la croissance bactérienne a partir de 100 uM avec
une diminution de la DO max d’environ 20%. Nous avons d’abord testé, avant de passer au
mélange, I’impact de concentrations croissantes sur la mésotrione formulée. La encore, la
souche montre une grande résistance avec un effet avéré uniquement a partir de 250 UM en
mésotrione formulée (Figure 170). Pour des concentrations plus faibles, un léger effet

stimulant peut étre noté.
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Figure 170 : Croissance de la souche Pseudomonas putida ATCC 21224 en présence de concentrations
croissantes de mésotrione formulée (Callisto®)

Nous avons donc testé différentes combinaisons de concentrations pour les deux
pesticides afin d’étudier si ’effet synergique de toxicité confirmée des deux formulations vis-
a-vis de la souche Bacillus sp. 3B6 est également valable pour Pseudomonas putida ATCC
21244. Nous avons fixeé les trois concentrations de la mésotrione formulée a 75, 150 et 250
MM et pour chaque série, des concentrations croissantes du tébuconazole formulé (0, 30, 60 et
100 uM) sont ajoutés. Une courbe de croissance est également réalisée sans addition d’aucun

pesticide, qui sert de témoin. Les résultats sont présentés sur la Figure 171.

Les courbes de croissance montrent une résistance remarquable de cette souche vis-a-
vis de toutes les combinaisons testées. Ainsi, méme avec le cocktail aux plus fortes
concentrations (Balmora® 100 uM et Callisto® 250 puM), nous n’observons pas une
inhibition totale, mais simplement une réduction de DO de 50% environ. Cependant, 1’effet
synergique des combinaisons est visible. Par exemple, la mésotrione formulée a 75 uM et le
tébuconazole formulé a 60 uM n’ont aucun effet sur la croissance de cette souche alors que le
mélange des deux inhibe de 30 % la croissance bactérienne (Figure 171A). Le méme
raisonnement est valable pour d’autres combinaisons comme le Callisto® 150 puM et le
Balmora® 30 ou 60 uM (Figure 171B). Dans le cas des fortes concentrations : le Callisto® a
250 UM et le Balmora® a 100 pM inhibent de 30 % la croissance bactérienne et la
combinaison des deux donne une inhibition de 55 %. Dans ce cas, la toxicité de ces deux
formulations sur la souche Pseudomonas putida ATCC 21224 suit le modele d’addition des

concentrations des deux produits et pas celui d’addition des effets.
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En résumé, le mélange des deux formulations, Callisto® et Balmora®, a un impact

complexe sur la croissance de la souche P. putida ATCC 21244, qui dépend des

concentrations respectives. Ce qui est clair est 1’effet de synergie sur la toxicité de ce mélange

de pesticides formulés.
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Figure 171 : Courbes de croissance de la souche Pseudomonas putida ATCC 21244 en présence de

mélanges & différentes concentrations de mésotrione formulée (Callisto® = C) et de tébuconazole formulé

(Balmora® = B)
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1VV. Conclusions

Nos résultats ont montré que dans le mélange (mésotrione + tébuconazole) purs, la
biodégradation de chaque pesticide individuellement est soit non affectée, soit stimulée par la
présence de 1’autre, qu’il s’agisse de souches dégradant les deux matieres actives ou de celles
n’en dégradant qu’une seule. Par contre, dans le cas du mélange des formulations (Callisto®
+ Balmora®), la biotransformation du tébuconazole est favorisée mais celle de la mésotrione
est inhibée de facon plus ou moins significative. En ce qui concerne I’inhibition de croissance
(toxicité), nous avons pu mettre en évidence un effet synergique du mélange des pesticides,
purs ou formulés, conduisant a des inhibitions fortes voire totales de la croissance des

bactéries étudiées.

Comme décrit dans notre partie bibliographique, peu d’études comparant la
biodégradation de pesticides seuls ou en mélanges ont été réalisées en milieu liquide, eau ou
milieu de culture, et la plupart utilise des pesticides formulés. En élargissant aux autres
compartiments environnementaux, les données bibliographiques concernant 1’effet de
mélange des pesticides sur la biodégradation de chacun d’entre eux montrent tous les cas de

figure : accélération, aucun effet et plus souvent, ralentissement voire inhibition.

Par rapport aux pesticides étudiés ici, I’inhibition plus ou moins prononcée suivant les
souches testées, de la dégradation de la mésotrione formulée (Callisto®) en présence du
Balmora® est en accord avec les résultats de Joly et al. [2012], qui ont montré que la
combinaison du Callisto® avec le S-métolachlore formulé (Dual Gold®) augmente sa demie-
vie dans le sol de 28 a 40 jours. Malgré des conditions d’expérience complétement
différentes, White et al. [2010] ont, eux, montré que la présence du tébuconazole formulé
accélere la dégradation de I’herbicide métolachlore dans le sol en diminuant sa demie-vie de
56 a 45 jours. Nous observons également un effet stimulant du tébuconazole formulé sur le

Callisto® avec la souche E. coli.

Si les effets inhibiteurs peuvent faire I’objet d’hypotheses (compétition de substrats
pour les enzymes dégradantes, moins de microorganismes spécifiques pour un substrat donné,
toxicité de I’autre molécule mére ou métabolites vis-a-vis de microorganismes dégradant le
premier...), les effets stimulants sont plus difficiles a expliquer, notamment dans le cas des
molécules pures. En effet, la présence d’autres sources de carbone (adjuvants) pour les

formulations peut justifier d’un co-métabolisme actif conduisant a favoriser la biodégradation.
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Nous pouvons également penser a une amélioration de la pénétration du pesticide dans la
cellule du fait des adjuvants conduisant a une cinétique améliorée. Les résultats obtenus avec
les trois souches dégradant la mésotrione mais ne dégradant pas le tébuconazole, qui montrent
un effet boostant significatif voire tres important (avec E. coli) de cette biodégradation, sont
plus difficiles a expliquer. Il faudrait tester d’autres pesticides de la famille des triazoles, mais
aussi d’autres familles chimiques pour voir si cet effet peut étre généralisé. On peut supposer
soit I’existence d’un effet inducteur sur des enzymes impliquées dans d’autres voies
métaboliques en amont ou en aval, méme si aucun nouveau métabolite n’a ¢ét€ mis en
évidence dans le surnageant ; soit la mise en place de régulations des voies métaboliques
impliquées par des effets complexes (inhibition/activation) a différents niveaux. Des études
plus approfondies, en particulier de métabolomique pourraient permettre de valider une de ces
hypothéses.

En termes de toxicité, ’effet général synergique observé a été décrit assez souvent
dans la littérature, méme si ce n’est que rarement avec des microorganismes. Fernandez-Alba
et al. [2001] ont utilisé les tests normalisés, Microtox® et BioTox™", basés sur les bactéries
luminescentes Vibrio fischeri et Photobacterium phosphoreum respectivement, pour étudier la
toxicité de mélanges de deux pesticides, le formétanate et le promocarbe. lls ont observé des
effets synergiques ou antagonistes selon les concentrations relatives des deux pesticides. Par
exemple, un mélange équimolaire de formétanate et propamocarbe est nettement plus toxique
que chacun des composes purs, tandis que, le mélange de 25 et 75% des deux pesticides est
aussi toxique que le composé le moins toxique (formétanate), le propamocarbe étant pourtant
majoritaire dans le mélange. Il n’est donc pas facile de prédire la toxicité d’un mélange de

molécules.

En résumé, les données bibliographiques ne donnent pas une régle générale
aboutissant a prédire la nature de Ieffet de la combinaison des pesticides sur leur
biodégradabilité ou leur toxicité, tous les cas de figure ayant été répertoriés. Cet effet dépend
des conditions d’expérience, de la nature des pesticides testés, des concentrations relatives des

pesticides en présence, ... et ¢’est ce que nous avons observé lors de nos expériences.

Dans notre cas, le mélange des matieres actives pures, la mésotrione et le tébuconazole,
a généralement plutét augmenté les taux de biodégradation des deux herbicides; par contre, le

mélange des formulations inhibe celle de la mésotrione et active celle du tébuconazole. Ainsi,
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les adjuvants présents dans les formulations jouent un rdle plus complexe qu’une simple
toxicité vis-a-vis des cellules bactériennes. Les schémas métaboliques n’ont pas été modifiés
sous I’effet de mélanges, en termes de métabolites observés. Cependant, les cinétiques
d’apparition des métabolites du tébuconazole ont été fortement modulées et pas forcément de
maniére corrélées avec I’effet sur la molécule mére. Une étude plus détaillée des cinétiques
observées en fonction des conditions expérimentales, ou [’utilisation de métabolites
synthétisés comme point de départ de la biodégradation, pourraient certainement éclairer les
mécanismes impliqués. Il faut souligner I’accélération trés forte de la biotransformation
observée de la mésotrione dans le cas du mélange, par la seule souche Gram négatif testée : E.
coli. L’effet de mélange de ces deux pesticides sur la croissance de microorganismes a

toujours présenté un effet synergique plus ou moins important.
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Conclusion

Les objectifs de notre travail de thése étaient (i) d’étudier le métabolisme
biodégradatif de deux pesticides, la mésotrione et le tébuconazole, par différentes souches
bactériennes pour mettre en place un schéma de biodégradation ; (ii) d’examiner 1’influence
des adjuvants présents dans les formulations commerciales sur la biodégradation des matiéres
actives mais aussi leur impact sur la croissance de différentes souches microbiennes ; (iii)
d’évaluer I’effet de mélange de ces deux pesticides, purs ou formulés, sur leur biodégradation

respective et sur la croissance de divers microorganismes.

Concernant la mésotrione, nos études ont abouti a genéraliser le schéma métabolique
de biodégradation de cet herbicide, précédemment proposé par S. Durand [2007] pour
Bacillus sp. 3B6, en testant une dizaine de souches bactériennes, Gram positif et negatif, la
dégradant totalement ou partiellement (Figure 172). La voie principale identifiée a été
confirmée et débute par la réduction du groupement —NO; de la mésotrione en hydroxylamine
(métabolite M2), qui est en équilibre avec une forme cyclisée, correspondant a une addition
nucléophile intramoléculaire de la fonction hydroxyle de 1’hydroxylamine sur la fonction
carbonyle exocyclique (métabolite M3). Relativement instables, M2 et M3 se dégradent en
AMBA, qui est le seul métabolite s’accumulant dans le milieu. Quelques variantes ont pu étre
également mises en évidence : I’isoxazol-3-0l (M3) a également conduit, par perte d’une
molécule d’eau, a I’isoxazole correspondant (métabolite M4) de maniére transitoire pour une
seule souche, Bacillus sp. IB4, et ne s’accumule pas comme dans le cas de Bacillus sp. 3B6 ;
un nouveau métabolite inconnu (Mi) a été observé avec 4 souches, deux Gram positif et deux
Gram négatif. Il pourrait s’agir d’un métabolite issu du réarrangement de I’hydroxylamine

(métabolite M2). La structure chimique de ce métabolite reste a confirmer.
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Figure 172 : Schéma métabolique proposé pour la biodégradation de la mésotrione par les souches
bactériennes étudiées

L’¢tude comparée de la biodégradation de la mésotrione pure et formulée n’a pas
montré de différence sur le schéma métabolique mais des modulations en termes de
cinétiques, variables suivant le type de souches bactériennes testées. Ainsi, pour les souches
Gram positif, la formulation utilisée (Callisto®) inhibe la biodégradation de la matiére active,
d’autant plus que la concentration est importante. Par contre, pour les souches Gram négatif,
les adjuvants de cette formulation ont plutdt tendance a la stimuler, cet effet pouvant étre
expliqué par la capacité de ces souches a dégrader les adjuvants durant la transformation de la
matiére active (co-métabolisme). Cet effet est particulierement important dans le cas de la
souche Escherichia coli ATCC 11303.

Concernant le tébuconazole, un large criblage de souches (50) nous a permis de
sélectionner trois souches bactériennes biotransformant le tébuconazole, avec un pourcentage
de dégradation variant de 50-70% : une souche de Bacillus (3B6) et deux souches de
Pseudomonas, provenant de la banque de souches ATCC. La cinétique de biodégradation par

ces trois souches est indépendante de la concentration du fongicide et de la biomasse
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bactérienne présente. Les méthodes analytiques complémentaires utilisées (RMN 1 et 2 D, et
LC/MS/MS), nous ont permis d’identifier 3 métabolites pour Bacillus sp. 3B6, issus de
réactions d’hydroxylation du tébuconazole et de déshydratation d’un des métabolites. En
revanche, aucun métabolite n’a été détecté pour les deux souches de Pseudomonas, ceux-ci
pouvant rester a une concentration trés faible, ou étre trés rapidement minéralisés (Figure
173). 1l faut noter que la biodégradation du tébuconazole est faiblement énantiosélective (ee =
18%) avec Bacillus sp. 3B6.

CO,?
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Pseudomonas sp. C12B(ATCC 43648 HQ
HO \/ HO_ /—
Bacillus sp. 3B6 \
—_—
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Figure 173 : Schéma métabolique proposé pour la biodégradation du tébuconazole par les souches
bactériennes étudiées
La formulation testée est le Balmora®. La encore, les effets modulateurs des adjuvants
sur la cinétique de biodégradation du tébuconazole sont variables suivant la souche testée :
inhibition partielle de la dégradation de la mati¢re active a partir d’une concentration de 100

UM ou stimulation liée a la biodégradation des adjuvants (co-métabolisme).

L’impact des deux maticéres actives, mésotrione et tébuconazole, et des adjuvants

présents dans leur formulation respective, Callisto® et Balmora®, sur la croissance de
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différentes souches microbiennes, bactéries Gram positif et Gram négatif et levure, a
¢galement été évalué. Si la mésotrione pure n’a pas d’effets significatifs sur la croissance de
tous les microorganismes testés dans une gamme de concentrations allant jusqu’a 1 mM, le
tébuconazole a, lui, un effet inhibiteur plus ou moins marqué sur la croissance de ces
microorganismes, notamment sur les bactéries Gram positif, bien que ces microorganismes ne
soient pas des cibles du tébuconazole, anti-fongique. Les formulations ne font qu’exacerber
les effets inhibiteurs observés avec en particulier des inhibitions totales de la croissance des
souches bactériennes Gram positif et d’une souche eucaryote (Candida albicans) pour le
Callisto® des une concentration de 50 uM. Les souches Gram négatif testées se sont toujours
révélées beaucoup plus résistantes vis-a-vis des adjuvants de ces deux formulations, aucune
inhibition compléte n’ayant été observée, méme avec de trés fortes concentrations en
Callisto® (1 mM en matiére active) (Tableau 30).

Tableau 30: Récapitulatif des résultats d’inhibition de la croissance bactérienne et du taux de
biodégradation pour la mésotrione (125 uM) et le tébuconazole (50 uM) purs (P) et formulés (F).

- : absence d’inhibition, + : faible inhibition (< 15 %), ++ : inhibition modérée (15-70%) et +++ : forte
inhibition (> 70%)

Mésotrione Tébuconazole
Souches testées Croissance Biodégradation Croissance Biodégradation
P F P F P F P F

Bacillus sp. 3B6 - +++ 23% B% + ++ 15% 3%
Bacillus sp. 1611 + ++ B2% 543 non étudiée non étudiée
Bacillus sp. |B4 + ++ B0% 36% + ++ non dégradante
Bacillus sp. 7611 - ++ 72% T8% non étudiée non étudiée
E. coli ATCC 11303 [activation) + 92% 703 - - non dégradante
P. putido ATCC 21244 non étudiée non étudiée - - 3% 3%
P. aeruginosa ATCC 17504 - - 7% 6% - - non dégradante
Condido albicons CIP 444 - ++ non dégradante + ++ non dégradante

Aprés avoir étudié chaque pesticide seul, I’étude de I’influence du meélange des deux,
matiéres actives ou formulations, sur leurs cinétiques de dégradation a été réalisée. Nous nous
sommes également intéressés a I’impact d’une telle combinaison sur la croissance de deux
modeéles de souches bactériennes, une Gram positif et une autre Gram négatif. Différentes
souches, dégradant I’un, ’autre ou les deux pesticides ont été choisies. La présence de 1’'un
des deux pesticides purs module la biodégradation de 1’autre pour toutes les souches testées

qu’elles dégradent les deux matiéres actives ou une seule, en termes de cinétique et de taux
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final de biodégradation. Par contre, le mélange des formulations favorise la biotransformation
du tébuconazole mais inhibe de facon plus ou moins significative celle de la mésotrione
(Tableau 31). Des effets complexes activation/inhibition et de régulation semblent donc étre
mis en place par les microorganismes vis-a-vis de ces mélanges de pesticides. Des effets sur
les cinétiques d’apparition et de disparition des métabolites ont également été mis en
évidence, qui pourraient suggérer la mise en place ou I’activation d’autres voies métaboliques,
méme si aucun nouveau meétabolite n’a pu €tre observé dans nos conditions. La toxicité des
mélanges de deux pesticides est synergique et plus grande que 1’addition des toxicités de
chacun des pesticides seul sur I’ensemble des souches testées, et ce qu’il s’agisse des
formulations ou des maticres actives.

Tableau 31 : Récapitulatif des effets du mélange de la mésotrione (250 uM) et du tébuconazole
(75 uM) purs (P) et formulés (F) sur le taux de biodégradation de chacun d’eux seul

Souches testées Mésotrione Tébuconazole

P F P F
Bocillus sp. 3B6 26% Pas d'effet | Pas d'effet 18%
Bocillus sp. IB10 11% -23% non dégradante
Bocillus sp. IB11 10,5% -B0% non dégradante
E. coli ATCC 11303 BB% -11% non dégradante
P. putida ATCC 21244 non dégradante 14% -11%

Au cours de ce travail de these, nous avons donc pu mettre en évidence :

* I’impact des adjuvants présents dans les formulations sur la biodégradation des
matiéres actives de pesticides, celui-ci pouvant étre positif (apport d’autres sources de carbone
entrainant une stimulation de la biodégradation du pesticide) mais plus généralement négatif
(inhibition de la biodégradation et de la croissance microbienne pouvant étre totale). Il est
donc trés important de discriminer ’effet de la matiére active de celui des adjuvants, la
difficulté résidant dans le fait qu’on ne connait pas ’ensemble des adjuvants présents dans

telle ou telle formulation ;

* Pimportance des mélanges de pesticides dans un milieu sur leur biodégradation et
leur toxicité, chaque composé (maticre active et adjuvants d’un phytosanitaire) pouvant

interagir avec les autres composés (matieres actives et adjuvants). Les effets sont alors
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relativement complexes car ils peuvent étre physico-chimiques (augmentation de solubilité
liée a la présence d’autres types d’adjuvants, modifications des propriétés de sorption) mais
aussi biologiques (compétition de substrats, effets toxiques d’adjuvants ou de métabolites).
Malgré ces difficultés, les études devront se porter de plus en plus vers ce type d’approche, les
pratiques agriculturales évoluant dans le sens d’épandages de cocktails de pesticides (et de
formulations !) afin de mieux comprendre le devenir des pesticides dans 1’environnement.
L’impact de ces mélanges sur la microflore des sols traités sera €galement a prendre en
compte car ils peuvent entrainer des déséquilibres des communautés microbiennes

édaphiques, acteurs primordiaux dans la fertilité d’un sol.

L’ensemble de ces résultats nous ouvre de nombreuses perspectives a court et plus

long terme.
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Perspectives

Les perspectives envisagées pour compléter ce travail de thése concernent les quatre
grandes parties présentées : la biodégradation de la mésotrione et du tébuconazole, I’impact
de la matiére active et de la formulation sur la croissance des microorganismes, et enfin

I’impact de mélanges des deux pesticides sur leur biodégradation et leur toxicite.

Pour la partie mésotrione, il est important d’identifier sans ambigiiité la structure du
métabolite inconnu afin de compléter le schéma métabolique de biodégradation de cet
herbicide. Des modifications de conditions pour les analyses par LC/MS (mode négatif,
tension d’ionisation) par RMN (autres séquences), ainsi que des analyses complémentaires

par LC-RMN-MS, pourraient nous aider dans cette approche.

Concernant le tébuconazole, il serait intéressant de vérifier si les deux souches de
Pseudomonas mineéralisent ou non ce fongicide. Une expérience avec du tébuconazole marqué
au '*C pourrait permettre de mieux suivre son devenir. Des études de toxicité sur les
métabolites formés pourront étre également envisagées par des tests normalisés comme le
Microtox®. L’isolement de souches bactériennes ou fongiques par des techniques
d’enrichissement capables de biodégrader complétement le tébuconazole peut étre envisage.
Cependant, il ne faut pas oublier la grande persistance du tébuconazole dans les différents
compartiments de ’environnement, ce qui peut expliquer la difficulté a isoler de telles
souches. Enfin, il serait intéressant de comprendre le mode d’action de ce fongicide sur des
cellules bactériennes non ciblées. Il pourrait s’agir d’une action spécifique sur certains
cytochromes P-450 comme observé chez les mammiféres [Loose et al., 1983 ; Zarn et al.,

2003].

Qu’il s’agisse d’une matiére active ou de ’autre, le suivi systématique du devenir des
adjuvants avec les différentes souches testées devra étre realise. L’étude de la biodégradation
des quelques adjuvants connus et commercialisés des formulations Callisto® et Balmora®,
seuls ou dans différentes combinaisons avec la/les matiere(s) active(s) pourrait permettre
d’avoir des pistes pour une meilleure compréhension de I’impact de ces formulations sur la

biodégradation de la matiére active pure et sur la croissance ou toxicité vis-a-vis de
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microorganismes. Il faut cependant souligner que le nombre d’adjuvants pouvant étre tres
important dans une formulation, variant d’une formulation a I’autre et que la structure
chimique de ces composés est confidenticlle, une étude exhaustive n’est pas envisageable et
une compréhension globale reste illusoire a 1’heure actuelle. Cependant, différentes
formulations sont commercialisées pour une matiére active donnée. Des études comparant
leurs impacts pour une méme concentration en matiére active pourraient étre réalisées afin de

comparer leurs risques potentiels respectifs.

Une autre approche pour compléter nos études sur I’impact de ces pesticides sur la
croissance bactérienne, et peut-étre analyser plus finement les résultats obtenus, serait de
tester un certain nombre de métabolites identifiés avec les souches dégradantes, seuls ou en

mélange avec la molécule mére et de suivre les effets.

Nous avons egalement mis en évidence la présence d’un effet stimulant ou inhibiteur
du mélange des deux pesticides pour des concentrations données, sur la biodégradation de
chacun d’eux. Il sera important pour compléter le travail d’étudier la variabilité de cet effet en
modulant les rapports de concentrations de ces deux pesticides purs ou formulés et en suivant

non seulement le devenir des matiéres actives mais aussi celui des adjuvants.

A plus long terme, différentes pistes pourront étre suivies :

* afin de mieux évaluer et comprendre les impacts des pesticides, mais aussi des
adjuvants, sur les mécanismes de biodégradation et sur leur toxicité, une approche de
métabolomique pourrait s’avérer intéressante en apportant des informations sur les
modifications éventuelles des profils métaboliques endogenes des microorganismes en
présence de pesticides et/ou d’adjuvants, seuls ou en mélange, ce qui doit refléter le stress
imputé au pesticide ou a celui des adjuvants de la formulation. Une telle approche a
récemment été utilisée chez le rat exposé a un herbicide organophosphoré (dichlorvos) et un
insecticide (deltamethrine), seul ou en mélange a des doses subchroniques. Les analyses du
sérum et des urines ont montré des dérégulations importantes, notamment au niveau du

métabolisme énergétique [Wang et al., 2013].

* Des études similaires pourraient étre réalisées sur des cocktails de pesticides plus

réalistes par rapport aux pratiques agronomiques actuelles. Ces approches auraient pour but
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de se rapprocher d’études en microcosmes actuellement en cours au laboratoire
Microorganismes : Génome et Environnement de notre université (thése de Pierre Joly) sur
des herbicides appartenant a différentes familles chimiques, épandus sur culture de mais de

maniére séquentielle mais rapprochée (mésotrione, S-métolachlore et nicosulfuron).

* Les travaux effectués au cours de cette thése ont éte realisés en milieu aqueux. Il
serait intéressant de voir si de tels effets sont également observés dans un compartiment plus
hétérogeéne et plus complexe comme le sol, milieu récepteur primaire des épandages agricoles,
ainsi que d’avoir une idée de I’impact sur les communautés microbiennes ¢daphiques globales

ou plus spécifiques qui jouent un role majeur dans la fertilité des sols (cycle de 1’azote).
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