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Introduction générale

Depuis la révolution industrielle, la production des composés chimiques à intérêt divers n’a
pas cessée de s’accroître au rythme de la croissance exponentielle de la population mondiale
ainsi que ses besoins.

Cette intensification de la production industrielle est la cause principale de la dégradation de
la qualité des eaux de la surface et des eaux naturelles.
Pendant de nombreuses années, ces produits ont été répandus dans la nature sans se soucier de

leur devenir et des conséquences que leur emploi pourrait avoir sur la santé humaine et

l’environnement.

La pollution due à ces produits occupe de plus en plus le devant de l’actualité et mobilise de
nombreux groupes de personnes utilisatrices accusées d’être à l’origine de la pollution, les
spécialistes du traitement et de la distribution des eaux soucieux de fournir une eau de bonne
qualité et les consommateurs soucieux de leur santé et des problèmes environnementaux.

Actuellement la législation européenne impose par exemple que tout nouveau pesticide
destinés à être épandu dans la nature, fasse l’objet d’études concernant son devenir et les

risques encourus par l’environnement.

Lors de leur utilisation, une quantité non négligeable des polluants (pesticides ou autres) se

trouve dans l’environnement. Une faible partie se volatilise ou s’adsorbe sur les sols mais une

grande partie atteint les eaux de surface et les eaux souterraines par ruissellement ou par

lessivage. Ce sont les principales causes de pollution des eaux naturelles. Cette pollution îles

milieux aquatiques entraîne dos déséquilibres importants des écosystèmes et présente un

danger réel sur la flore et la faune. La présence de nitrates et de phosphates, par exemple.
contribue l’eutrophisation de certains écosystèmes, conduisant ainsi à l’asphyxie des eaux par

la prolifération des algues.

Parmi les polluants organiques retrouvés dans l’environnement nous nous sommes intén- - •

à la famille des benzonitriic' de; hon/othri/.oles. fin effet, les hcn/.onitrilcs

particulier les 3,5-dihalogéno-d . .v-.>v.lv.'".ynimnles *>nt largement utilisés à trav

monde comme herbicides agis.--;:;; > e eoulaei en post-ie\ ce en bloquant la photosynthv

nombreuses adventices dicoi •• iedones M’olygonacées. Composées. Chénopodia
Solanacées et certaines Borragin ; eo).



Introduction générale

L’étud : du devenir de ces xénobiotiques par voie biotique et/ou voie abiotique a fait l’objet

de cett' thèse qui comportera 5 grandes parties.

Dans une première partie nous avons exposé une étude bibliographique dans laquelle

l’accent a été mis sur :

• le comportement photochimique en solution aqueuse des halophénols en général

et les halocyanophénols (ou halogénohydroxybenzonitriles) en particulier.

• la toxicité des benzothiazoles et leur biotransformation par des microorganismes

(souches microbiennes ou fongiques) ainsi que les enzymes impliquées dans ces

transformations (les oxygénases en particulier).

• la transformation des benzothiazoles que ce soit en photolyse directe dans divers

milieux ou photoinduite par différentes espèces réactives.

Dans une deuxième partie nous avons donné les différentes techniques ou méthodes

expérimentales utilisées dans la bio ou la phototransformation des composés étudiés et

les divers matériels impliqués.

Dans une troisième partie nous avons présenté d’une part, les résultats obtenus lors de * . %'
la photolyse directe des halobenzonitriles (ioxynil et chloroxynil) et d’autre part les

résultats de la bio et la phototransformation des benzothiazoles dans les conditions de

laboratoire.

Finalement, ce travail est achevé par une conclusion générale et quelques perspectives.

1
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Etude bibliographique

1.1- BENZOTHIAZOLES

1.1.1- Structure des benzothiazoles et Principales utilisations

La structure benzothiazole n’est que rarement présente dans les produits naturels. On peut

simplement citer les arômes de feuilles de thé et d’airelles (Vitzthum et al., 1975), ou le

composé odorant produit par les champignons Polyporus frondosus et Aspergillus clavatus

(Seifert et King, 1982).

CH3
I

N N
CH3 O

•s sHO'

Arôme produit par des champignonsArôme de thé

Les benzothiazoles sont surtout synthétisés mondialement à grande échelle en vue

d’applications variées :

> fongicide/bactéricide : le benzothiazole (BT) est utilisé comme fongicide tout

comme le 2-(thiocyanométhylthio)benzothiazole (TCMTB) qui entre dans la composition du

pesticide Busan® (Brownlee et al., 1992). Ce dernier est également utilisé pour protéger le

bois (Fiehn et al., 1994).

> pesticidc/herbicidc : le mcthabenz.thiazuron (MBTl.J) est utilisé comme herbicide

sur les cultures de blé tendre d’hiver et de pois protéagineux. Il constitue la matière active des

deux formulations commerciales TribunilK et Orrnet®. Il présente un spectre d’activités

étendu sur graminées et dicotylédones mais il est peu efficace sur les plantes vivaces.

dans la préparation de colorants : 2-aminobcnzothiuzole (ABT) (Gaja et Knapp.

1 997).

propriétés pharmacologique* : :<ili;'oio coma: T.-;.dise par Rhône-Pou eu*.

tRilutek®) pour traiter la sclérose anr. .>:r •phique latérale -Bryson et al., 1996). ou !e

- i-anino- ’ -méthylphény■! ihen/othia/i ropriétés antitumor.:iCs.-lu.ne non:



.N
■S-CH2-S — CN-H

S

2-(thiocyanométhylthio)bcnzothiazole
(TCMTB)

( Fongicide)

Benzothiazole (BT)
(Fongicide)

CH3 o>.HN— C— N N H
NCH3

2-aminobenzothiazoIe (ABT)
(Colorant)

Mi thabenzthiazuron (MBTU)
(Herbicide)

CH3
• N .N•*> ■NH2 % -NH2w/SFjC D' S

Riluzole
(Activité pharmacologique)

2-(4-amino-3-méthylphényl)benzothiazole
(Activité antitumorale)

Ceper dant, la principale utilisation des benzothiazoles concerne la fabrication de gommes, en
particulier de pneumatiques où ils agissent en tant qu’accélérateurs de vulcanisation. Le
2-meicaptobenzothiazole (MBT) est un des agents employés dans la fabrication du

caoutchouc. Il est notamment utilisé dans la fabrication d’autres accélérateurs de
vulcanisation tel que le 2,2’-(dithiobis)benzothiazole (MBTS).

OWX)■SH

MBTSMBT

2,2'-(dithiobis)mercaptobcnzothiazole2-mercaptohcnzothiaznlc

Cesldeux composés catalysent la formation de ponts disulfure (réticulation) entre des
poljinères élastomères insaturés, permettant l’obtention d’un matériau flexible et élastique
(prflédés Goodyear. I iancock, Parkes, Peachy) (Figure 1.1).

La \ ücanisation permet en effet ( association du latex du caoutchouc avec les atomes de
:fi afin de red > sensibilj' mx variations de température et à ' . . i oxydante de

5



l’air (Janin, 1999). Dans ce de procédé, le MBTS agit comme réactif tandis que le MBT est

retrouvé comme produit secondaire de la réaction.

TÇC)
BTS- + -N'-N'

4 '
BT - S1. RH I"%= C°CSBT

H-N'

BT-S.-M'
BT-S.-S-N'
«-<
BTS-

BTS,-

BT - S - S - BT

11BT - S -
BT - S - S - BT

BT - S - N'

BT - S -S - S - BT

(A,B)

(C)

3.
BTS.

_)=av__
♦ H-4. BTS.- S.BT

♦ BTSHS,5. ♦

“KS.BT

Figure 1.1 : Mécanisme de h vulcanisation (d’après Janin, 1999).

Le MBT entre également dans la composition de liquides de refroidissement comme

inhibiteurs de corrosion (Brownlee et ai, 1992).

Ce xénobiotique ainsi que scs sous-produits de synthèse, l’acide 2-benzothiazolyIsuIfonique

(BTSO3), le benzothiazole (BT) et le 2-hydroxybenzothiazole (OBT) sont retrouvés dans les

eaux de stations d’épuration des usines de production.

N
•OH

S

2-hydroxybcnzothia/ - A (OB' •! Acide 2-ben/.othia/.ol\ lsulf»ni(jü. h)

25 ou i tonnes aux Etats-l nis et ''Agen.--

:ov) estimait que près d : MM) '

■.’■/S.. !.e le •

fin 1985, la production le MB!

l’-otcction de l'!u ■ r >nn • nent An: ■-VW'.'.

: ‘U!



ont montré que le MBT n’est pas étroitement lié dans la matrice de caoutchouc et peut donc

être entraîné par lessivage. C’est ainsi que ce composé a été retrouvé dans du sérum humain

ou des préparations médicamenteuses, la fuite provenant dans ce cas du plastique des

seringues ou des bouchons. Le MBT peut être également relargué dans l’environnement via

les st icks de vieux pneus et des voies à grande circulation. Au bout de 5 étapes de lessivage

réalisées sur des pneus, il a été montré que près de 50 % de la quantité initiale de MBT est

entraînée (De Wever et al., 2001).

1.1.2- Comportement photochimique des benzothiazoles

La p îotochimie de cette classe des composés a débuté par des études réalisées sur la

photclyse directe en solutions organiques et se dirigent actuellement vers l’utilisation des

procédés d’oxydation avancées. Nous allons suivre brièvement les principaux travaux cités

dans a littérature concernant cette classe à intérêt environnemental croissant.

yi et Abdelhamid (1985) ont étudié la photolyse directe du 2-mercaptobenzothiazole

(MB'l ), visant en premier lieu l’identification des produits intermédiaires formés ou ceux

considérés comme produits terminaux stables. Le MBT a été irradié dans des réacteurs en

pyrex en présence d’oxygène. Quand le benzène ou le toluène sont utilisés comme milieu de

réacti >n, les auteurs ont observé que le produit principalement formé était le bis-(2-

benzothiazolyl)disulfure, alors que la bis-(2-benzothiazolyl)disulfone correspondante a été

obtenue comme intermédiaire avec le benzothiazole sulfate comme produit final de la réaction

danades solutions d’acétonitrile, de méthanol ou d’éthanol (Figure 1.2).

Pi

Les auteurs ont signalé que la présence d'oxygène est indispensable pour que la réaction

puisst avoir lieu, alors que l’eau serait nécessaire pour les étapes ultérieures de la séquence

réacti >nnelle.

Brovrilee et al. (1992) ont fait une étude analytique importante concernant la chimie

envia nnementale aquatique du 2-(lhiocyanométhylthione)benzothiazole (TCMBT) et des

benzt hiazoles apparentés ( le TCMBT étant le principe actif du fongicide BUSAN®). Les

dutett s ont ainsi déterminé la solubilité dans 1 ;au et les coefficients de partage eau/octanol de

TC Ni V du benzothiazole (BT), de MBT

tans l’eau de TCMBT c.n
t lu 2-(méthylthio (benzothiazole (MTBT La

|i d4°C et 1 ■ _.K<1W ekt de 3.12. . pli 8 et ài
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IR

24°C, le ti/2(TCMBT) = 750 heures en solution aqueuse tamponnée par le borax-phosphate

dilué alors qu’il n’est que 740 heures dans l’eau le mer (pH 7,8-8,0 ; 24°C).

hv (pyrex) hv

1[O], EtOH [O]
-H2

00- OOÿÿCO1hvhv so2‘[ H2O

hv00- 00- hv
SOjH S03H

H2O

00 • H2SO4

Figure 1.2 : Mécanisme de la photolyse directe du 2-mercaptobenzothiazole (MBT)
en milieu organique (d'après Pârkûnyi et Abdelhamid 1985).

Les tentatives d’estimer le partage entre les sédiments et l’eau ont conduit à la production des

traces d’un nouveau produit : le MTBT (produit présumé résulter de la méthylation biologique

du MBT relargué par l’hydrolyse de TC'MBT). Ce résultat a été confirmé par la production du

MTBT directement à partir du MBT en présence des sédiments (Figure 1.3).

00-NN °OH
?SCN

-CH2O,SCINOHSCH2-SCN
■ss

(MBT)
(TC'MBT)

j tampon Mosphate sediment
f

N

* ÛrV"N
St ; ‘::

S
I U r. MTBT)
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En présence de la lumière solaire le TCMBT subit une photolyse directe dans un tampon

phospha e produisant ainsi le MBT (r| = 0.5) et des traces de BT. Les auteurs ont ensuite

procédé à une étude photochimique de MBT; le produit majoritaire de la photolyse de

TCMBT . Les rendements quantiques de transformation solaire de TCMBT et de MBT sont

estimés à 0.01 et 0.002 respectivement. La photolyse de MBT a conduit à la formation des

trois pb Coproduits : le BT (28-47 %), le dihydroxybenzothiazole (OBT) (4-5 %) et des trace

d’un au re produit non identifié. A l’issue de leur étude les chercheurs ont proposé une voie

partielk de la dégradation de cette famille des benzothiazoles dans l’environnements
aquatiq le. Finalement, les auteurs ont conclu une persistance et une bioconcentraction faibles

de TCMBT et MBT dans ces conditions alors que le BT, MTBT et OBT se présentent comme
des produits finaux stables dans le milieu. On remarque que les auteurs n’ont avancé aucun
mécano me explicatif de la transformation du MBT en ces principaux photoproduits en

ion aqueuse et ils se sont contentés d’avancer le mécanisme proposé par Parkanyi et

îlb imid cité plus haut et qui concerne les milieux organiques en particulier.
soluti
Abde

Devant l’ampleur et la diversité des sources constituant une entrée du MBT et produits de
dégrad ition dans l’environnement, les chercheurs ont eu de plus en plus recours aux procédés

d’oxydation avancé (O3, H2O2 et les semi-conducteurs couplés à l’UV ou non) pour leur

élimination voire leur minéralisation.

Dans ce contexte, Fiehn et al. (1998) ont examiné Pozonolyse du MBT dans l’eau pure ou
dans k s eaux usées alimentées par des tanneries à différents pH pour évaluer sa destruction
oxydative. Tous les tests d’oxydation ont révélé une similitude concernant la séquence

d apparition des produits majoritaires de la transformation. Le MBT ainsi que ses produits de
dégradation montrent une affinité élevée en vers l’ozone comme l’indiquent leurs vitesses

d’oxy(lation partielle et de minéralisation.

En ut ilisant l’HPLC-DAD (Détection à barrettes de diodes) les auteurs ont trouvés que le BT
était! le premier produit d’ozonation suivi par des basses concentrations de 2(3H)-
benzothiazolone. Une infime quantité additionnelle d’ hydroxybenzothiazole a été prouvée
par ( G-MS. Dans toutes les études, le produit majoritaire de la transformation avait une
structure proche benzothiazoly!-2rsulfonate (BTSO3) comme l’ont montré les spectres IR.
RMH, UV et MS. Cependant, d’autres observations, notamment un temps de rétention
li!Ï®:nt et une réaction len' l’hvdrolvse. ont permis aux auteurs de mclure à la formation

• efl ion de 1 '
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Pour une ozonation plus poussée, sept anions organiques et trois inorganiques ont été dosés
par électrophorèse capillaire à détection UV indirecte.

Andreozzi et al. (2000) ont essayé de proposer un modèle cinétique de la dégradation de BT
en solution aqueuse. C’est ainsi qu’ils ont provoqué une dégradation du BT par une réaction

de Fenton photo-assistée dans un réacteur fermé. Le pH varie de 2.0 à 3.2 et les

concentrations en Fe(III) et H2O2 sont situées dans les fourchettes 1.0 x 10'3-1.5 x 10'1 et 1.0 x
1 0"ÿ-4.0 x 10-6 M respectivement. Un modèle cinétique a été alors développé pour prévoir la
décroissance du BT dans différentes conditions de réaction. L’utilisation des constances

cinétiques issues de la littérature a permis aux auteurs de simuler le comportement du

système en prenant en considération l’influence du pH, des concentrations du peroxyde

d’hydrogène, de Fe(III) et des ions sulfate et la force ionique.

Par la suite Andreozzi et al. (2001) ont élargi leur étude à d’autres benzothiazoles notamment

le MBT et le OBT.
Le modèle établi a permis une meilleure estimation des constantes cinétiques concernant

l’attaque des radicaux hydroxyle sur les molécules cibles avec un système FI2O2/UV. Les
auteurs ont montré que les valeurs obtenues avec ce modèle sont en accord avec celles

rapportées dans la littérature pour d’autre composés hétérocycliques.

Le méthabenzthiazuron (MBTU) est un herbicide reconnu comme étant très photostable en

solution aqueuse (pH 4-9) sous la lumière naturelle. Par voie de conséquence très peu

d’études concernant sa photolyse directe en solution aqueuse ont été rapportées.

A notre connaissance, la seule étude disponible est celle réalisée par Sakrip et al. (1976) en

milieu organique à des longueurs d’onde supérieure à 290 nm. Ces auteurs ont obtenu un

mélange très complexes de photoproduits dont 14 ont pu être identifiés par différentes

méthodes d’analyse (RMN 'll, SM, UV-visible, IR ...). Lors de cette photooxydation,
différents mécanismes ont été impliqués (Figure 1.4) : oxydation du méthyl latéral de la chaîne

urée (II), déméthylation <IH). ouvorunv du cvcL- benzénique (X, XIII. XIV

réarrangements conduisant ülTérv: V- ixh- *s (IV. V, VI VII)...
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Figure 1.4 : Photooxydation du MBTi à Â > 290 nm (d'après Sakri/3 et al., 1 976)
a) dans l 'acétone h) mélange ’au/acétone, c ) mélange eau/méthanol
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1.1.3- Toxicité des benzothiazoles

La plupart des composés de la famille des benzothiazoles, et notamment le MBT, présente des
propriétés nocives, voire même toxiques. Williams, en 1984 (cité par De Wever, 1995), a
montré une activité biocide sur les microorganismes du sol aux concentrations trouvées dans

la formulation normale des gommes. Rada et ai (1979) ont criblé une série de benzothiazoles
en tant qu’inhibiteurs de virus. Ils ont découvert une activité antivirale forte du MBT sur deux

des trois virus testés. Plus récemment, Bujdakova et ai (1993) se sont intéressés aux

propriétés anti-Candida et antifongiques de ce composé. Pour les 15 souches de Candida
testées, l’addition de MBT à une concentration variant de 1 à 78 mg/L de milieu de culture
entraîne une inhibition de la croissance de 50 %. La concentration minimale en MBT
nécessaire à l’inhibition totale de croissance du champignon Aspergillus niger est de 33 mg/L.

Ce composé est donc particulièrement efficace. II semble que la fonction thiol soit

indispensable à la toxicité de ce composé (De Wever, 1995).

Le MBT présente une certaine toxicité non seulement sur les virus, les levures et les

champignons, mais également sur les bactéries. Il agit en tant qu’inhibiteur du processus de

nitrification dans les boues activées et dans les sols. Les fertilisants azotés, se trouvant sous

forme d’ammonium ou de composes produisant directement de l’ammonium, peuvent être

rapidement oxydés en nitrites puis en nitrates par Nitrosomonas spp. et Nitrobacter spp.

respectivement. La présence de MBT entraîne une inhibition de ce processus liée à sa toxicité

vis-à-vis de ces microorganismes (Tomlinson et al., 1966 ; Reemtsma et al, 1995).

De Wever et ai (1997a) ont réalisé une étude approfondie de l’impact des benzothiazoles, en

particulier du MBT sur les bactéries. Ils ont montré que le MBT était effectivement le plus

toxique des composés étudiés. Bactériostatique hydrophobe, le MBT semble pouvoir

s’accumuler dans les membranes cellulaires et détériorer leur intégrité, en particulier leur

perméabilité : il a ainsi été observé par exemple une fuite importante de potassium lorsque la

ne perturb mon de la fonction membranaire
tituerait un. effet primaire, qui entr; menti' vies effets secondaires tels que l'inhibition des

■!-W4a lvW;.) ,»nt tenté de démontrer cor.

concentration en MBT atteint 200 me

en:

. respiratoires. De Wever

in vention au niveau des chaînes resptr îioi.vs et de mettre en évidence les sites d’action

es rés:. un> sont assez diffame;

;ve pas de pern
: • premières conclusions mont: .

ran d'er: " aeetmns ei que
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sites probables d’action se situent au niveau des médiateurs (flavoprotéines ou quinones et

cluster ; Fe-S).

Le MitT possède donc de nombreuses propriétés néfastes pour les microorganismes. Pour

l’homme, il présente des effets allergènes qui rendent sa présence dans les gants en

caoutchouc responsable de dermatoses sévères Le MBT est d’ailleurs répertorié en tant

qu’alh rgène dermatologique. Sa DL50 chez le rat est évaluée à 3,8 mg/kg. D'autres études ont

montr une activité cancérigène et mutagène chez le rat et la souris pouvant entraîner des

tumeus dans divers organes (Gold et al., 1993). Cependant, une étude grandeur nature

réalist e au sein de l’industrie chimique de fabrication du caoutchouc à Nitro dans l’ouest de la

Virginie, n’a pas révélé d’activité cancérigène notoire chez l’homme (Strauss et al., 1993).

Ainsi, le rejet de benzothiazoles dans les compartiments aquatiques est susceptible de nuire au

fonctionnement des écosystèmes, de poser un problème majeur d’environnement et de santé

public ue. Des équipes de recherches se sont alors intéressées à étudier la biodégradation de

ces composés par des microorganismes capables de croître sur ce type de polluant.

1.1.4- Biodégradations de BT, OBT, ABT, BTSO3 et MBT

a)- Biodégradations par des boues activées ou des cultures
mixtes

Les sources principales de pollution (ou du moms les plus visibles) provenant des usines de

production des benzothiazoles ou de fabrication des produits finis, les premières études de

biodégradation de ces xénobiotiques ont été réalisées directement avec les boues activées ou
les cultures mixtes issues des stations d’épuration situées à la sortie de ces usines. L’objectif
est alors de rendre le procédé de traitement des eaux industrielles chargées en benzothiazoles

aussi efficace que possible. Pour cela, différents travaux consistant à étudier les conditions

optin aies de dégradation ont été réalisés, en particulier vis-à-vis de la concentration en
polltiint ou en combinant biodégradation et traitements physico-chimiques.

MaËorize et al. (1976) ont été les premiers à montrer que le BTSO3 (100mg/L) était
total ment biodégradable par des boues activées. Le soufre et l’azote du xénobiotique étaient
retrftivés sous forme de sulfate et d'ammonium en quantités pratiquement stoechiométriques
(do» jes eolorimétriques). Le tau?< en carbone organique du milieu, quant à lui, diminue en

13
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même temps que le taux du BTSOj : il semble donc qu’il n’existe pas d’intermédiaire qui

s’accumule. La cinétique de biodégradation est présentée sur la Figure 1.5.

Aux mêmes concentrations initiales en benzothiazole (5 mM), les auteurs observent une

consommation d’oxygène comparable en présence du OBT et du BT. Gaja et Knapp (1997)

montrent à leur tour une biodégradation du BT, du OBT ainsi que du ABT (à une

concentration de 1 mM) avec libération de grandes quantités d’ammonium et de sulfate (par

exemple 87 % et 100 % respectivement par rapport aux rendements théoriques dans le cas du

ABT). Lors de ces expériences, le MBT n’est que faiblement oxydé.

P
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/ 500 I5Î I1 o

L* mi 400 aI 4
es. 300 °i 3

CD

4\ - Ie
!u200o 2d--'
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Figure 1.5 : Concentration de différents éléments lors de la biodégradation du BTSO3 par des
boues activées : A . BTSOt ; •: ammonium ; O : sulfate : Ml : carbone organique ,

(d'après Mainprize et ai, 1976).

Les travaux se sont ensuite portes sur le choix des cultures mixtes utilisées. Partant de boues

activées adaptées aux bcnzothiazolcs (MBTÿ) et de boues activées n’ayant jamais été en

contact avec ce type de composé (MBT). De Wever et Verachtert (1994b) ont montré que

dans les deux cas. le taux de de-nidation du MBT est relativement similaire (50 nu

1 mois) lors de la première mise n eontnet. Par contre, lorsqu’on fait une seconde addid

50 mg supplémentaire de MB : . d; . itesse de degradation est fortement accélérée, not;

dans le cas de MBT* {Figure f.ô)

ai
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Fi ure 1.6 : Concentration de MBT (x) en fonction du temps de contact avec les boues
activéi s MBT* et MBT ; *:ajout de 50 mg de MBT Êt : Concentration en BTSO3 (métabolite

du MBT), (d'après De Wèveret Verachtert, 1994b).

Un est ai réalisé avec un mélange de ces deux boues activées montre une nette accélération de
la vitesse de biodégradation dès la première addition (Figure 1.7). L’addition d’une source
d’azote organique augmente encore cette vitesse.

Cependant, plus la concentration en MBT est élevée, plus la vitesse de dégradation est
ralentie, jusqu’à obtenir une inhibition totale lorsque la concentration en MBT atteint

100 mg/L (De Vos et al., 1993a).

concentration (mçj/l) MIX/50

40

r«30'

NVf20

«A St

tlrno (daya)

figure 1.7 : Concentration de MBT (x) en fonction du temps dans le mélange de houes
activées ; * ajout de MBT B Concentration en BTSO3

fd •vr'T De M ' • cj( ! .*rachtert. 1994b).
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La réalité de la biodégradation à de fortes concentrations en MBT a été mise en doute par

plusieurs auteurs. De Vos et al. (1993b) ont ainsi proposé une oxydation chimique en

disulfure à pH acide (pH < 6), qui précipite. De même, Gaja et Knapp (1998) ont envisagé un

processus non-enzymatique requérant cependant la présence de matériel biologique tel que le

FAD, après avoir constaté une disparition totale du MBT avec des boues activées "mortes"

(stérilisées à 121°C pendant 15 min).

Le problème se complique lorsque l’effluent est composé d’un mélange de benzothiazoles.

Des expériences de biodégradation réalisées dans des réacteurs montrent que la dégradation

efficace d’un mélange de BT et MBT n’est possible que si la concentration en BT est

inférieure à 300 mg/L et celle de MBT inférieure à 10 mg/L (Repkina et al., 1983, cité par De

Wever et al., 2001). A des concentrations plus faibles (de l’ordre du mg/L), Reemtsma et al.

(1995) observent 10 % de méthylation du MBT en MTBT (2-méthylthiobenzothiazole) et une
dégradation complète du BT.

Des expériences réalisées dans des réacteurs par De Wever et al. (1994b) montrent que la

présence simultanée de MBT et de BT stimule mutuellement leur biodégradation, même à des

concentrations allant jusqu’à 150 mg/L. En revanche, le MBT semble inhiber la

biodégradation du BTSO}. Au cours de ces expériences, des composés plus polaires sont

détectés mais leurs structures n’ont pas été identifiées.

Plusieurs stratégies d’élimination ont été testées, notamment au niveau d’un pré-traitement

physico-chimique de l’effluent. L'utilisation d’irradiations y de haute énergie ou d’une

adsorption sur charbon activé à pH acide, suivie d’une neutralisation, d’un relargage et d’une

dilution (Régula et al., 1983, cité par De Wever et al., 2001) n’ont conduit qu’à une

amélioration négligeable du traitement biologique ultérieur. L’addition préalable de divers

composés dans l'effluent, tels que des phosphates ou des sources de carbone et d’azote, a

également été testée. Seul l’ajout de peptone, comme source d'azote et neutralisation du

milieu par NH4OH ou Ca(OH)2, penne: ' 'melioration de la cinétique de dégradation du MBT
q>.25 ing/L/jour contre 0,16 tng/L/joiin ■ I ;■: Wever. 1995).

b)- Biodégradation s i ir des souches pures

éliore: io pn-ÿ.•rendre le-
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Différer tes études portant sur la biodégradation du MBT par des souches isolées ont été

réalisée avec plus ou moins de succès. Karelova et Tomasovicova (1988) ont montré une

disparition de 74 % du MBT après cinq semaines d’incubation avec des bactéries

sulfato-réductrices dans des conditions anaérobies, la concentration initiale en MBT étant de

5 mg/L De nombreuses autres souches bactériennes ont été testées. Si la plupart ne sont pas

de minéraliser MBT, plusieurs peuvent le biotransformer en conduisantcapable >

généralement au 2-methylthiobenzothiazole (MTBT). C’est le cas par exemple de

Pseudo norms sp. ou de Corynebacterium sp. (Drotar et al., 1987) (Figure 1.8).

Pseudomonas sp. avC0~“ s— CH3
Corynebacterium sp.

MTBTMBT

Fii ure L8 • Biotransformation du MBT par Pseudomonas sp. ou Corynebacterium sp.

L’équipe de De Vos (1993b) a elle, tenté d’isoler des souches pures capables de se développer

avec 08T comme seule source de carbone, d’azote et d’énergie, à partir de boues activées. Ce

travail est difficile et les auteurs se sont heurtés à un grand nombre de difficultés : soit les

souches isolées pouvaient se développer en milieu solide contenant le benzothiazole, mais se
lysaient quand on les inoculait en milieu liquide contenant le même composé, soit elles

n'étaient plus actives, soit encore elles perdaient très vite leurs capacités dégradatives

vis-à-* is de ce composé. L’équipe de De Wever a cependant réussi à isoler deux souches

pures : Rhodococcus rhodochrous OBT18 (De Wever et ai, 1997b) et Rhodococcus
erythropolis BTS1 (De Wever et ai, 1998). Ces deux souches utilisent BT et OBT comme
seule,source de carbone, d’azote et d’énergie. En revanche, seule la souche Rhodococcus

erythropolis est capable de minéraliser BTSO3 : 2,8 mM de BTSO3 sont dégradés en 75 h,

avec! formation de sulfate, sulfite et ammonium avec un rapport molaire BTSO3
consumé / ammonium / sulfate produit : 1 / 0,5 / 0,6 au lieu du rapport théorique attendu

l!/ il 2. Cependant, aucune de ces souches n’est capable de se développer en présence de

MBT' comme seule source de carbone, d’azote et d’énergie. Des incubations avec ce dernier

eomibsé ont montré un changement de couleur du milieu qui passe du jaune au rouge, sans

que fcanmoins ne soit observée une diminution de la concentration en substrat de départ.

Parallèlement à ce travail, l’équme de Gaja et Knapp (1997) a isolé une autre souche
i7/rB>coccw pyrU! nnrans P.v 1 irtir de boues activées de stations d’épuration traitant les
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eaux usées d’une usine fabriquant des additifs de caoutchouc. Cette souche est capable
d’utiliser BT comme seule source de carbone, d’azote et d’énergie. Les mesures
respirométriques et les dosages d’ammonium et de sulfates produits lors de la biodégradation

de ce composé ont montré que la minéralisation totale n’avait pas lieu (rapport molaire BT

consommé / ammonium / sulfate produit : 1 / 0,5 / 0,04 au lieu du rapport théorique attendu
1/1/1). Rhodococcus pyridinovonms PA dégrade également OBT dans les mêmes

proportions mais ne dégrade pas ABT. Des tests ont également été réalisés avec cette souche
en présence de MBT. Les auteurs ont pu constater l’apparition d’une couleur jaune foncé au

cours de l’expérience. Cependant, seulement 7,5 % de la quantité d’oxygène théorique

nécessaire à la biodégradation totale ont été consommés. Les auteurs concluent de ces

expériences que le métabolite résultant de cette transformation, qui n’a pu être identifié, est

formé en très faible quantité.

Afin de préciser le schéma métabolique de ces souches, des études plus systématiques sur

chacun des dérivés avec les souches Rhodococcus rhodochrous et Rhodococcus erythropolis

ont été réalisées, en utilisant comme technique d’analyse l’HPLC en phase inverse munie

d’un détecteur UV (De Wever, 1995). Elles ont montré que le pH (tampon phosphate dans
une gamme entre 6 et 8) influençait la vitesse de biodégradation du OBT, avec un

ralentissement de celle-ci aux pH 6 et 8 par rapport à celle obtenue à pH 7. La concentration
en oxygène est également importante. En effet, une diminution de la concentration en

oxygène s’accompagne d’un ralentissement de la dégradation et d’une accumulation de
produits colorés. En aérobiosc, on constate que OBT est le premier intermédiaire de la

dégradation du BT et qu’il y a accumulation d’un composé inconnu (second métabolite du

BT). Seul BTSO-, est dégrade en conditions anoxiques par Rhodococcus erythropolis, et est

métabolisé en OBT par désulfonation cl fixation simultanée d’un groupement hydroxyle.

L’étape suivante a donc été l'identification du second métabolite de BT. La séparation des

produits par chromatographie s!r ••ouche mince préparative, suivie d’une analyse

spectrométrie de niasse, a perm! ! i.ientifier partiellement ce métabolite comme éta ■

dihydroxyben/.o'.l’ia/oie (dépendu; • . . position du groupement hydroxyle supplémentai
pu être déterminée, faute de leclm uu ; d’analyse performantes.

D’autres mclh \ . . ■ en aur. rc pour >d ,-i p!i■ c:iv

’Anne-.Marie : :0.
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RMN métabolique a démarré une collaboration, d’une part avec l’équipe d’Heleen De Wever

(Université Catholique de Louvain, Belgique) et Jerry Knapp (Université de Leeds, UK) pour

identif er les métabolites issus des dégradations de BT, OBT et ABT par des souches de R..

rhodochrous et R. erythropolis, et de BT et OBT par une souche de R. pyridinovorans PA.

Dans 1; paragraphe suivant nous allons illustrer comment la RMN a effectivement permis

d'anah ser les voies métaboliques impliquées dans la dégradation de ces benzothiazoles.

c)- Apport de la RMN dans l'étude des benzothiazoles

La RA N a connu dans cette dernière décennie plusieurs applications dans l'étude du

métabolisme des microorganismes (Grivet et al, 1992, 2003). En dehors du métabolisme
intrinsèque des cellules, la RMN a pu être appliquée avec succès à l'étude de la

biotransformations de xénobiotiques (Delort et Combourieu, 2000). Dans ce cadre, la RMN
du pro on ne s'est bien développée que très récemment (Brecker et Ribbons, 2000, Delort et

Comlx urieu, 2001, Combourieu et al., 2003).

Cette approche a permis d’établir les voies de dégradation du benzothiazole (BT), du 2-

hydroxybenzothiazole (OBT) (Besse et al., 2001 ; Haroune et al., 2001 et 2002) et du 2-
aminobenzothiazole (ABT) (Haroune et al., 2001) par différentes souches microbiennes (R.

erythnplis, R. rhodocchrous et R. pyridinovorans PA) (Figure 1.9). L’hydroxylation des

composés benzothiazoliques sur le cycle benzénique en position 6 s’est révélée l’étape

commune de la voie de la biodégradation.

cl )- Suivi de la cinétique par RMN :H in situ

La RA N *H in situ est un moyen puissant et très convenable pour contrôler les cinétiques de

la biodégradation. Les auteurs prélèvent des échantillons de 1 mL à des intervalles réguliers,

rapidement centrifugé puis le pH est ajusté pour éviter les variations de déplacements

cbimBues. Le TSPÿ rajouté dans l’échantillon constitue une référence interne aussi bien

pour1rs déplacements chimiques que pour la quantification des métabolites. Le processus tout

entiel trend moins de 1 5 minutes et le seuil Je concentration détectée dans ces conditions est

r il' de 50 pM.
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R. rhodochrous
\ R. erythropolis

R. pyridinovorans PA

R = OH OBT

NR. pyridinovorans PA

R. erythropolis

R. rhodochrous% — R ABT R = NH2
R. erythropolisSHO

R. pyridinovorans PA

1 ,2-dioxygénase cathécol
R. rhodochrous

R = H BT

O

F y~K
HO

O.

HO Diacide carboxylique

Minéralisation

Figure 1.9 : voies de dégradation de quelques benzothiazoles par différentes souches
microbiennes (Besse et al., 2001 ; Haroune et al., 2001 et 2002)

Un exemple de spectre RMN 'H in situ enregistré durant la biodégradation de BT (3 mM) par

des cellules au repos métabolique de Rhodococcus pyridinovorans PA est représenté sur la
(Figure 1. 10).

Les signaux RMN lH correspondant aux différents composés ont été détectés: le substrat

initial BT (8 ppm : 7.57(t), 7.65(t), 8.l4(2xd). 9.28(s) et trois nouveaux métabolites

correspondant à OBT (2 triplets à 7.24 et 7.38 ppm, et 2 doublets à 7.29 et 7.58 ppm), au

dihydroxybenzothiazole (diOBT) (un doublet à 7.08 ppm, un doublet de doublet à 8.86 ppm et

un doublet à 7.15 ppm) et un diacide carboxylique (deux doublets à 6.03 et 7.45 ppm). OBT a

été identifié par comparaison à un composé commercial, l a structure de autres métabolites a

été établi en utilisant des expérience de la RMN 2D il- \N et 'll- V comme expliqué ::

après.

De plus, l'intégration des signaux '11 - comparée à Faire du TSIVv a fourni des donne- %

antitatives sur la durée de déuradati":' des ben/othia/.oles et la hiosy-thèse des métabolite '
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—
RMN ‘H in situ diacide

46.S&

;i221

diOBT
H

J121
(B'

JUlh

IttBT
BT

BT

AC .51

9.0 9.5 6.0 7.5 7.0 6.59 : PF®

Figii re 1.10 : Spectre RMN ' H in situ enregistré durant la biodégradation de BT (3 mM)

C2)- Élucidation de la structure du métabolite 1 inconnu par
les expériences RMN 2D

Il est frès connu que la difficulté majeure rencontrée dans l’étude des xénobiotiques est que

les voi: s métaboliques sont inconnues; et de ce fait la structure des intermédiaires doit être

établie en utilisant des expériences plus sophistiquées de RMN 2D.

Ceperiiant, ces expériences demandent des concentration élevées en produits, ce qui constitue

un problème supplémentaire car ces métabolites sont parfois présents en quantités infimes

dans le milieu réactionnel l’ar conséquent certaines stratégies doivent êtfe utilisées pour avoir

des éûlintillons plus concentrés :

i) unJ plus grande quantité de biomasse peut produire une quantité plus importante ■

iu purifiés sur le gel de sim 'il ites I >nt les plus u Pressant
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ii) les échantillons sont rassemblés et lyophylisés. Des expériences HSQC !H-13C
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) et HMBC (Hetereonuclear Multiple Bond

Correlation) peuvent être réalisées in situ, directement sur ces échantillons pour avoir des

informations sur les corrélations directes 'H-i3C OU longues distance. (Haroune et al, 2001et

2002).

H2I
HOOC C/3-C4'N.I V. y— OH

s
I

Hi

A BHO °
ppmppm

HSQC 'H-I3C HMBC 'H-i3C
‘J,11(2 120 -120 - 'J.12C3G

Ù
140 - 140 -

5 6
160 - I3p 160 -l3C

2J,MCI

180 - 180 -

200 200T T T T T T
7 . 5 7 . 0 C . t

ô 'n
8 . 0 8.0 7.5 7.0 6.5ppm ppm

5 'H

Figure l.ll : Elucidation de la structure du métabolite inconnu par les
expériences RMN 2D

Un exemple est donné ici dans le cas de la détermination de la structure d'un diacide issu Je

nvridinovorans PA. Ces expériences •

Sur le spectre HSQC 'H-L’C prescrite

uni des couplages 1 1 Î-'3C’

la dégradation de BT c. OBI' pu. Ü/mC

réalisée in situ sur des échantillons lyophih- -

figure 1.11 A. deux taches sent détectée > : ;J:

. î

C-V.A: !VS

résonnant à 6 •- 6.03 et 7,43 ppm et les cari mes éthyléniques correspondant réson;: i

126.7 et 1 23.1 ) ppm respect cure I. Il B, les paramètres utilise -
■ctionner 1 r

.scent.

!C
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proton éthyléniques et les carbones quaternaires (2Jih-i3c> d6 = 50 ms). Les corrélations
observées sur le spectre RMN 2D ont démontré que le proton résonnant à 7.45 ppm est porté

par un groupement carboxylique (Ci, 513C = 177.2 ppm) et attribué à Hi, alors que le proton

résonnant à 8 = 6.03 ppm est distant de deux liaisons à partir du carbone quaternaire (C4)

résonnant à 137.1 ppm et peut être attribué à H2.

Dans le cas des métabolites (issus de OBT et ABT) hydroxylés en position 6 du cycle
benzéi ique, une expérience du type ‘H-ISN HMBC a été utilisée, elle s’est révélée la seule
voie possible pour déterminer la position exacte du groupement hydroxyle. A cause de la
sensib lité très faible des noyaux ISN, ces expériences ont été réalisées sur des métabolites
purifié?. Il faut noter que ces travaux ont représenté le premier exemple de telles séquences

utilisées en abondance naturelle dans le domaine de l’environnement (Besse et a/., 2001).

C3) - Étude de l’effet des inhibiteurs spécifiques d’enzyme par
RMN in situ

Une lois les métabolites identifiés, des hypothèses peuvent être faites sur la nature des
enzymes impliquées dans la voie biodégradafive. En plus des essais enzymatiques et des
études génétiques, la RMN in situ peut être un moyen efficace pour l’identification de l’effet
d’inhibiteurs spécifiques d’enzyme. Par exemple, dans le cas de la souche de Rhodococcus
pyridinovorans PA l’identification de l’intermédiaire carboxylique issu de la dégradation du
BT est compatible avec une ouverture intradio du cycle benzénique par une catéchol 1.2-
dioxygénase. Pour confirmer l’activité de cette enzyme, un inhibiteur spécifique, le 3-
flurocitéchol (3FC, 1 mM), a été rajouté au milieu d’incubation, une inhibition évidente du
métabolisme de OBT a été observée par RMN *H in situ. De plus, il a pu être constaté que le
3FCIqui est un analogue de substrat de la catéchol 1 ,2-dioxygènase, a été biotransformé en
parallèle en 3-F-muconate comme il est montré sur les spectres RMN ‘H et l9F (Figure I. 12A
et 121;).
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2-Fluoromuconate

A

x S

F
3FC .on

0.5 h OH

1T T T T T T T TT
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 ppm

3J ,9F-‘H cis= 20 Hz ,COOH
HOOC BH H

F-

-112.0 ppo

2-Fluoromucona(e

JL .Je
-__r —
-115

:T
-120-110 ppm

Figure 1.12 : Incubation de ImMde 3-FC (3-Jluorocatéchol) avec les cellules au repos
métabolique de R. pyridinovorans PA.

B)- Spectre RMN 19F in situ à 49 h.A)- Spectre RMN 1 H in situ à 0,5 et 49 h.

En conclusion, il a été possible en utilisant l'approche RMN lH d’étudier la voie

biodégadative de 3 benzothia7,oles incluant BT. OBT et ABT par 3 souches bactériennes de

Rhodococcus. E'hydroxylation des dérivés ben/.othiazolcs sur le cycle aromatique en position

6 se manifeste comme étant l’étape commune de cette voie.

1.1.5- Biotransformation du méthacenthiaruro a

: ode avec une chaîne uréeLe met! .tbcnzl h ia/u r . > :i présente la particularité re un berI

comme substituant en position 2. Cet herbicide a été saucent considéré comme une

phény!. e et de ce tait nous avons jugé néeo.ssar - ic rappc 'rneipatK voies observées
■ e ‘ . préset' 1 -■ obéir. v ! ;s'. rr
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Tableau (l.l ) : Structures moléculaires des herbicides type phénylurées communs

A O D\\
N

XCH3B- NU

A B D

H3C
Isoproturon H CH3H3C

CI CH3ClDiuron

ClMonuron CH3H

Cl CH3Chlorotoluron CH3

CH3HFénuron H

CH3Fluométuron H CF3
BrMctobromuron OCH3H

CIChlorobromuron Br OCH;

ClLinuron Cl OCH3

Deu> grandes voies sont rapportées en général pour la dégradation de ces composés ; une voie

d’hydrolyse directe et une autre voie séquentielle concernant en plus l’hydrolyse en dérivés

aniline et des N-désalcoylations (figure 1.13). En outre la figure 1.14 présente les principales

réact ons observées pour l’herbicide isoproturon et ses analogues structuraux qui, en plus des

réa<J ons d’hydrolyse et de désalkylation, mettent en évidence des réactions de condensation
(Selistian et al., 2003).
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I. II.
B BO OD D\V \\

,C-N
NH CII3A CH3A NH

1.

B O H
V

,C-N
A NH CH3

2.
4.

B O H
C-N'

NH HA

3.

BB

KOKO NH2NH2

Figure 1.13 : Voies de dégradation générale proposées pour les herbicides type
phénylurées N-méthoxy-N-méthyl- et N,N-diméthyl-substitués dans le sol agricole.

Voie I : Impliquant des N-désalcoylations séquentielles (étape 1 et 2) et l 'hydrolyse en
dérivés aniline (étape 3).

Voie II : Hydrolyse directe en dérivés aniline (étape 4). (voir le tableau 1.1 pour
l 'identification des substituants A. If et D pour chacun des herbicides et leurs métabolites)

La biotransformation de l’herbicide méthabenzthiazuron (MBTU) a fait l'objet de plusieurs

études en laboratoire avec des échantillons de sol ou des souches isolées des sols traités par

cet herbicide ou d’autres herbicides Je structure analogue.



V< 1°wCHl HOH2C

HJC"CH-CHCH3

1. J-

°v<CH’CH3üëc-CH
"

s?2.
0. H*C— <v<H H3CPC-@ÿNH'HiC CHiHO

H3CH3C
113. \ O. HV-<HH3C

H.C™ -©>-NH;
10.

13.14.
15.

iÿc~CH!O
,o

NH0 Minéralisation
NHK

CH
H \C' a

H3CÿC”CH3

CH3H3CS
H3C'CH-0-"="-ÿO>-C"'CH,

Figure 1.14 : Voies de dégradaiion proposées pour l 'isoproluron (IPU) dans le sol
agricole et par des microorganismes définis du sol. Les composés encadrés sont

des métabolites stables sans dégradation ultérieure.

C’est ainsi que Wallnôefer et al. 1 1976), dans une étude de pionnier, ont étudié la

ghamella echunilata.
ai1 ’herbicide en leux nétabolites M| et Mj.

ma . puis la structure a été confirmee par des

o

biotransformation de MBTU en prosencAu phycomycète Cunni
1 > ont trouvé que celte souche u

é identifie par spectrume

27



Etude bibliographique

nombreuses données physiques : point de fusion, Rf, UV, IR et 'H-RMN en les

comparant avec celles d’un échantillon authentique de benzthiazuron (Mj). De la
même façon la spectrométrie de masse et la RMN de proton ont montré que M2
correspondait à une hydroxylation du cycle benzénique de la molécule avec une
ambiguïté sur la position (sur le carbone 6 ou 5) du groupement hydroxyle. Un travail

sérieux de synthèse et de dérivation a permis de trancher pour la position 6.

o Une autre étude réalisée par Goettfert et al. (1978), a porté sur la transformation
microbienne du MBTU marqué 14C par une souche fongique Hypocrea pilulifera,

isolée du sol. Après 7 semaines d’incubation, la vitesse de dégradation de [l4C] MBTU

était de 16 % de [I4C] MBTU recouvrait dans sept semaines. Six métabolites ont pu

être isolés à l’aide de la chromatographie sur couche mince et sur colonne, et

caractérisés à l’aide des méthodes spectroscopiques et chromatographiques.

Tableau (1.2) : Principaux métabolites isolés après transformation de méthabenzthiazuron
par Hyocrea pilulifera (Goettfert et al., 1978)

R, R, R,

1 M CH, CONHCHj

2 II Cil, CONHCICOH

3 H CH. (.’ON H,

II II CONHCII,4

H CH,5 H

6 Oïl CH CONHCII,

Hn H)"8. ' N""g cl al. se sont fixés eomnv. 'hjcelif ! 'élucidation des procèssu-.

impliques ,l:n la dégradation dans le soi il per compara son des vite-. ; ■

d'évolution de 'CO2 durant l'incubation du soi par cet herbicide et d autres composes

des position ... spécifiques et

: >n: : évaluer

’•si. Tes molécule* ont etc !

'echniqiics io : 1 !: 'ira

ei

.on 0:
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que la partie hétérocycle du MBTU se décompose lentement en li4C02 et que la chaîne

urée fournit une stabilité supplémentaire pour la molécule. Les auteurs ont rapporté

aussi que le méthylaminobenzothiazole et le benzothiazole se dégradent plus
rapidement que le MBTU, ce qui monte que ces molécules ne peuvent pas être des

métabolites intermédiaires stables de la dégradation du MBTU. Aussi , chacun des

groupes méthyle de la chaîne urée se déméthylait facilement. Cependant, le carbone
du carbonyle de la chaîne urée se dégrade en CO2 avec des vitesses comparables à

celles des carbones de Phétérocycle indiquant que des métabolites intermédiaires
stables du MBTU devraient contenir la chaîne urée partiellement dégradé ainsi que la

partie hétérocyclique.

o , Une étude plus proche des conditions environnementales a été conduite par Azam et

al. (1988) sur un sol d’une région aride pakistanaise. Les auteurs ont étudié le devenir
de [carbonyl-l4C]méthabenzthiazuron dans le sol considéré, en particulier l’effet de

l’amendement organique par la paille de blé, de la modification du sol et de la

fumigation par le chloroforme. A l’issue de cette étude, les auteurs ont pu tirer les 5

conclusions suivantes :

1- MBTU est assez résistant aux transformations microbiennes ;

2- la dégradation de MBTU a eu lieu à travers un co-métabolisme microbien :
3- la vitesse de dégradation de MBTU peut être différée dans le sol selon les

propriétés physico-chimiques du sol. Les sols à faible taux en matière
organique vont conduire à une dissipation plus rapide de MBTU appliqué ;

4- l’amendement organique va promouvoir la dégradation de MBTU ainsi que
son incorporation dans des formes humiques stables particulièrement dans la

fraction humine non extractible ;
5- la technique de fumigation peut être utilisée pour établir si une substance

donnée peut être dégradée à travers un métabolisme ou un co-métabolisme.

Dans la même optique Printz et al. (1995) ont étudié l’effet de l’amendement
organique sur la dégradation et la formation des résidus liés du methabenzthiazuron
dans le sol sous des conditions climatiques fixes. Ces auteurs qnt conclu, suite à cette

I étude, que ! amendement par la paille de maïs a conduit à la m néralisation de MBTU
et a favorisé la formation des résidus liés dans le sol con« idéré. En effet, après

paille ip maïs la radioactivité des Jus li ;s aux acides fulviquesI arnendeme-
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et aux acides humiques était plus importante que celle des résidus liés à Phumine. La
paille de maïs radiomarquée a été rapidement minéralisée (environ 45% en 45 jours),

stimulant ainsi l’activité microbienne dans le sol. Sans amendement organique aucune
incorporation du l4C dans la biomasse n’a été détectée contrairement aux traitements
MBTU+paille et MBTU+paille directe (sans incubation préalable avec le sol) où cette

incorporation a eu lieu dans la biomasse microbienne du sol avec des vitesses de 1,5 et

1,2 % de la radioactivité appliquée respectivement. Les effets observés de

l’amendement organique sur la dégradation du MBTU et la formation des résidus liés

ont été similaires à ceux observé par les mêmes auteurs lors d’une étude lysimétrique

(1995). La différence réside au niveau du degré des effets mesurés. Ces différences

peuvent être dues à la durée du temps d’incubation dans le sol ou aux températures du

sol durant les expériences.

o Dans une étude généralisée aux herbicides type phénylurées (y compris le MBTU),

Berger en 1999 a mesuré les vitesses de transformation des herbicides dans un sol
natif, un sol stérile, un sol en suspension et un sol inoculé avec des cultures pures des

.). Dans le sol natif, la vitesse demicroorganismes (A. niger, C. echunilata,

transformation augmente généralement avec la diminution de I’adsorption mais

l’auteur a trouvé que les corrélations avec les coefficients d’adsorption étaient faibles.

Dans le sol stérile, le type de substitution du composé influe sur les vitesses de

transformation. Dans le sol en suspension, la vitesse de transformation augmente avec

la lipophil icilé des herbicides étudiés. Dans le sol stérile inoculé par des

microorganismes spécifiques, la transformation était largement marquée par la

spécificité des microorganismes aux sites réactifs des herbicides type phénylurée.

Dans tous les cas. Berger a trouvé que la N-déméthylation était une voie importante

mais pas la seule pour la transformation de ces substrats.

Ces données ont montre que les vitesses de transformation des herbicides type

phénylurées dans le soi sont affectées par plusieurs paramètres ayant rapport a-

sol. le composé et le ty:v .le transformation. Bien que ces résultats aient été obte n i

laboratoire ous des , : ions artificielles, ils forment une o..,sc pour étalé

relation structure-réactivité et fournir une expi.-. ... s:

' - produits formés.
: ! ' •- s;.'.formation des hcrbfudc • ’

rapport quantitatif de

quanlitnt:'. c ■ quaütmi

I.’autenr ' ■ :v!u :h a; ■ - nhinv'vv •
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la lipophilicité des composés (sol en suspensions). Ce facteur pourrait être assisté

par des descripteurs tel que log Kow;
la disponibilité des composés vis-à-vis des microorganismes du sol (il n'était

jamais le seul facteur) -comme cela a été démontré avec les expériences dans le sol

natif-. Cette biodisponibilité pourrait être corrélée aux coefficients d’adsorption ;

- la réactivité des éléments structuraux spécifiques -comme c’est démontré dans le

sol stérile et inoculé-. Cette réactivité pourrait être assistée par des paramètres

chimiques fonctionnels.

I 2- Monooxygénases et dioxygénases impliquées dans la

__
biodégradation de composés aromatiques

Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la dégradation des xénobiotiques,

plusieurs équipes de chercheurs se sont penchées sur l’identification des enzymes qui

inten lennent dans les voies cataboliques des xénobiotiques aromatiques.

Ces t.vpes de réactions cataboliques sont catalysés soit par des monooxygénases, soit par
différents types de dioxygénase (Pelmont, 1993 ; Nozaki, 1979 ; Bertini et al., 1996).

1.2.1- Les monooxygénases

Les Dnonooxygénases sont des enzymes catalysant des réactions dont le modèle général est le

suivant :

S-H + XH2 + 02 S-OH + HzO + X

SH étant le substrat. XFL une source d’électrons (le plus souvenjt NADH ou NADPH).

unique atome d’oxygène introduit sur le substrat apparaît sous la forme d’un hydroxyle.

oxfcgène diatomique (donneur d’un atome d*oxygène) étant une molécule stable assez peu
■ -oBve, son insertion dans une nul ; eunique nécessite l’intervention d’un mécanisme
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enzymatique approprié. De manière générale, la molécule de O2 est réduite en se fixant à

l’enzyme sous la forme d’un peroxyde. Sa rupture hétérolytique engendre une molécule d’eau

et un dérivé oxygéné très réactif de l’enzyme qui a pour effet d’apporter un atome d’oxygène

sur le substrat. Les enzymes qui catalysent ce type de transformations sont les cytochromes

P450 et les monooxygénases flaviniques.

1.2.1.1- Les Cytochromes P450

Les cytochromes P450 constituent une large famille de monooxygénases à hème. Ces
enzymes contiennent, comme cofacteur, une protoporphyrine DC identique à celle rencontrée

dans l'hémoglobine. L'hème est fixé dans le site actif de la protéine par une liaison fer-soufre

entre l'atome de fer de Thème et l'atome de soufre d'une cystéine de la protéine (Figure 1.15).

En milieu réducteur, la fixation de monoxyde de carbone sur Thème engendre un complexe

qui possède un spectre d'absorption caractéristique avec un maximum proche de 450 nm.

Omura et Sato (1964) ont identifié ces protéines par cette méthode et les ont nommé

"cytochrome P-450" : pigment possédant une absorption à 450 nm. Toutefois, les cytochromes

P450 ne sont pas de réels "cytochromes" dans la mesure ou ils agissent comme oxydase

terminale, dans un système de transport d'électrons à plusieurs composantes, et ne

transfèrent pas leur électron à un autre accepteur (différent de T02)- A ce tenue de

"cytochrome P450", le comité de nomenclature de l'union internationale de biochimie préfère la

dénomination "heme-thiolate protein". Mais comme le terme "cytochrome" a été utilisé depuis

l'identification de ces protéines par Sato et Omura, il continue à être employé.
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Les cytochromes P450 sont présents chez les animaux, les plantes, les champignons et les
bactér es. La masse moléculaire des différents cytochromes P450 caractérisés est comprise
entre 45 et 60 kDa. Ils jouent un rôle important dans le métabolisme oxydatif et réductif de
composés endogènes (stéroïdes, acides biliaires, acides gras, prostaglandines, alcaloïdes,...) et
exogènes (médicaments, composés polluants). Chez les eucaryotes, les cytochromes P450
participent activement à l'élimination de composés exogènes, mais dans certains
cas la réaction qu'ils catalysent contribue à rendre cancérigènes des composés chimiques
(Guengerich, 1990).

Les cytochromes P450 (monooxygénases héminiques) sont répartis en 4 classes (Roberts et
al., 2002) selon la nature des protéines auxiliaires (transporteurs d’électrons) qui leur
permettent de fonctionner (Figure 1.16).

Les <r tochromes P450 de classe I, qui ont été identifiés dans les membranes de mitochondries
et dai s les bactéries, sont constitués de 3 composantes comprenant une flavine-réductase, une
ferréeoxine contenant un centre Fer-Soufre et la protéine héminique du P450. Les
cytocliromes P450 de classe II sont constitués de deux composantes : une réductase
difla\ inique à FAD et à FMN fonctionnant avec du NADPH et une protéine héminique. Ces
systèmes sont typiques des

Class IIClass I
NADPH NADP*

NAD(P)H NAD(P)*

FeS, FAD/FMNFAD Heme,

Class III Class IV

NADH NAD*
NAÇPH NApP'

FMNjflflemeÿNii,"°’(i FAD/FMN Heme; Ml,

FeSy-cojH

( iassificutum des cytochromes P450 (d’après Ro\Figure 1.16 : erts et ai. 2002)
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enzymes microsomales des cellules de mammifères impliquées dans le métabolisme des
stéroïdes et dans les voies de détoxification. Parmi les cytochromes P450 d’origine
bactérienne, une co-hydroxylase a été découverte chez Bacillus megaterium, et nommée
P450BM3. Sa structure ne diffère des cytochromes eucaryotes de classe II que par la présence

d’un lien peptidique qui unit les deux composantes, conduisant à un polypeptide unique. En
raison d’une structure primaire différente de celle des cytochromes de classe II, elle a été
considérée comme le premier exemple de cytochrome P450 de classe III. Par la suite, d’autres
enzymes sont venues compléter cette liste (CYP 102 A2 et CYP 102 A3 de Bacillus subtilis).
Récemment, Roberts et al. (2002) ont isolé un nouveau type de cytochrome P450 chez
Rhodococcus sp. NCIMB 9784, le P450RhF qui est constitué d’un P450 fusionné à une

dioxygénase à activité réductase. Douée d’une organisation structurale particulière, cette

enzyme a été considérée comme appartenant à une nouvelle classe de cytochrome P450, la
classe IV. Dans cette nouvelle classe d’enzyme, les électrons sont acheminés au site actif du
P450 par un centre FMN et un composant de type ferrédoxine [2Fe-2S].

Le cytochrome P450 le plus connu est le P450cam (classe I) isolé de la souche Pseudomonas
putida qui catalyse l’hydroxylation du (+)-(lR)-camphre en 5-exo-hydroxy-camphre de
manière stéréo et régiospécifique. Sa structure tridimensionnelle a été la première à être

déterminée par diffraction des rayons X dans sa forme libre et liée avec le substrat (Poulos

et ai, 1987). Le fonctionnement de ce cytochrome nécessite une source d’électrons qui est le

NADH. Etant incapable d’utiliser ce cofacteur par lui même, il reçoit les électrons du NADH

par l’intermédiaire d'une mini-chaîne de transporteurs d’électrons constituée de deux

protéines : une putidarédoxine et une enzyme (lavinique fonctionnant à la manière d’une

déshydrogénase et appelée putidarédoxine-réductase. L'organisation du complexe protéinique

est représentée Figure 1.1 7.

Cette ferrodoxine récupère les deux électrons du NADH séparément sur chacun de ses deux

centres [2Fe-2S|. Ces électrons sont livrés l'un après l’autre au P450 comme indiqué dans la

Figure 1. 1 7 qui déciv jvvle eaîalv tique le s t te enzyme.
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[2Fc-2S]
[2Fe-2S]

Putidarédoxine
réduite

HiO
ROH

NAD I, H' Fp

P-450Réductase

NAD' FpH, Putidarédoxine
[2Fe-2S]2*
[2Fe-2S]2*

RH

o2 Substrat

Fii ure 1-17 : Chaîne de transfert des électrons dans le cas du P450camde Pseudomonas
putida (d'après Pelmont, 1993).

a)- Mécanisme catalytique

Un mécanisme général de l’activité cataytique des cytochromes P450 a été proposé

(Guengerich et MacDonald, 1990). Le cytochrome P450cam Pseudomonas putida a
largen ent servi de modèle pour ces études. Au cours de ce mécanisme catalytique, l’oxygène

moléculaire est clivé et le substrat est oxydé (Figure 1.18).

so P450[Fc]*
S

i7
P450[Fe]?+P450[lc]1+

[S]ISO]

le’26

P450[FeO]3+ P450[Fe]J+
[S| [SI

/H2O 3

o2

2H+

— P450[FeO2|2fP450|lfct),|
[S]|S| le

Figure 1.18 : mécanisme anul;.-tique de l'action des cytochn
(Guengerich et MacDonald. 1990)

unes P450
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La première étape de ce mécanisme réactionnel est la fixation du substrat. Lors de cette étape,
qui est supposée rapide, le spin de l’atome de fer est souvent modifié. Il passe d'un état de bas

spin (hexacoordonné, X,max = 418 nm) à un état de haut spin (pentacoordonné, X,max = 394
nm). Ce changement de l’état du spin, lors de la fixation du substrat, s'accompagne d'une

modification du spectre d'absorption (spectre de type I) (Figure 1.15). Dans une seconde
étape, le complexe substrat lié au fer est réduit par l'arrivée d'un électron de la protéine
réductase ou de la ferrédoxine. Le spin du fer ferreux passe à un état de haut spin. Au cours de

la troisième étape, un complexe instable [Fe1ÿ] est formé par la fixation de l'oxygène
moléculaire sur l'ion ferreux. Lors de la quatrième étape, un second électron est

transféré au complexe cytochrome P450-[FellO2] ce qui génère un intermédiaire peroxo
[FeC>2]+. La liaison de l'oxygène moléculaire est ensuite rompue libérant une molécule d'eau et

un intermédiaire réactif. Le substrat est alors oxygéné et libéré. Le cytochrome P450 est

disponible pour un nouveau cycle.

b)- Réactions catalysées

Les cytochromes P450 sont capables de catalyser différentes réactions

(Guengerich, 1 990; Guengerich et MacDonald, 1990; Sariaslani, 1991) :

> Hydroxylation d'un carbone : un atome d'hydrogène est éliminé et

remplacé par un groupement hydroxyle;

]— C-Ofl
J

> Oxygénation d’un hétéroatomc : cette réaction est notée avec des composés

contenant de l’a/otc ou du soufre. Toutefois, une N'-oxygénation est raremen*

des ato- d'hydrogènes so;"

'a reva; Te. un mécanisme de 5- \\ , r ition préde: tara sur u

e s un radical su!lure est relativement labié:

obser\ee u non a

l'atome J

S-désalkyi
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> Libération d'hétéroatomc (désalkylation) : cette réaction concerne souvent des N-

déalkylations, des O-désaikylations et le clivage oxydatif de liaisons esters;

OH
I

RH + 0=C[R-C]R-CH
\

> Epoxydation d'oléfines et de cycles aromatiques :

O\ / \c-c/c=c
\

> Migration oxydative de groupements : cette réaction peut-être consécutive à une

époxydation ou survenir directement par le transfert de substituants;

°* /R| i
C-C-R2
/ \ I

R2R\c=c'
/

> Déshydrogénation : après l'élimination d'un premier atome d'hydrogène, il n'y a

d'oxygène mais élimination d'un secondpas fixation d'un atome

d’hydrogène;

atome

C=CCH-CH

> Inactivation du ochrome P450 lors du mécanisme réactionnel de

certaines réaction-, catalysées pari les cytochromes P4f0, des intennediaires

réactionnels (acetylene) pu des produits finaux (oléfines) peuvent provoquer une

N-alkvlation de la potjphyrinc .c Thème. Cette modification de ITième inactive le

cytochrome P451
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> Réduction : cette réaction est notée avec les méthanes polyhalogénés, les

groupements nitro, les N-oxydes et les époxydes;

+ le'
-ÿ C° + R-C-R

> Clivage d'hydroxypèroxydes :

XRR'COOH XRCO + R'H

c)- Nomenclature

Un comité international s'est mis en place pour nommer les différents gènes codant pour des
cytochromes P450 et établir une nomenclature rigoureuse (Nelson et al., 1993). Cette

nomenclature est basée sur l'évolution divergente des membres de la famille des
cytochromes P450. Le nom d'un gène, ou d'un ADNc, codant pour un cytochrome P450
comprend le symbole "CYP” en italique ("Cyp" pour la souris) pour cytochrome P450, un

chiffre arabe désignant la famille, une lettre majuscule (minuscule chez la souris) indiquant la
sous-famille si l'existence de deux sous-familles ou plus a été démontrée au sein d'une même

famille, et un chiffre arabe représentant le gène considéré. Dans le cas des gènes de souris ou

des ADNc, le chiffe final est généralement précédé d’un tiret. La présence d'un « P » (« p »

pour les gènes de souris) après le chiffre affecté au gène indique qu’il s’agit d'un pseudogène.

Les gènes sont nommés dans l’ordre chronologique de soumission donc les familles les plus

récentes ont un chiffre plus élevé, le produit du gène est nommé de la même façon mais sans

italique. Par exemple, le nom "CYP/A2” ferait référence au second gène codant pour un

cytochrome P450 de la sous-famille A de la famille 1. Chez la souris ce gène porterait le nom

différents"Cypla-2". Cette nome -l.iture ne lie:” pas compte de l’aeriviié cat.ilvtique

.•Sature ne soit mise eu nlace. les .une- • . rtribuaieni

I .
cytochromes P450. V

des noms trivially eu- ...
:: ■ v'!c :u

dans bien des cas t..-ij. i.ilise.v

P450 impliqué dans la Je.: a.lation du camphre par Pseudomonas putida (CYPldi i est appelé

P450eam ( Hedegaard e: -, .us, |9'\S).
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Les séquences protéiques qui possèdent plus de 40% d'identité en acides aminés appartiennent

à une même famille. Cette limite de 40% d'identité a été fixée arbitrairement. Au sein d'une

même famille, tous les gènes eucaryotes étudiés possèdent le même nombre d'exons et les

même: jonctions intron-exon. Au sein d'une même sous-famille, les séquences présentent plus

de 55%d'identité en acides aminés. Les gènes d’une même sous-famille sont localisés dans

des régions adjacentes sur le même chromosome (Nebert et Nelson, 1991).

1.2.1.2- Les monooxygénases flaviniques

Contrairement aux cytochromes P450, ces monooxygénases à FAD fonctionnent sans

l’ intervention d’autres protéines et utilisent directement la source d’électrons qui est toujours

le NADH ou le NADPH. Les représentantes les mieux connues du groupe sont la
p-hydi oxybenzoate hydroxylase et la salicylate hydroxylase observées chez plusieurs genres

bactér ens comme Pseudomonas, Azotobacter et Acinetobacter. Ces enzymes catalysent

respectivement, la conversion du p-hydroxybenzoate en protocatéchuate (acide

3,4-diliydroxybenzoïque) et du salicylate (o-hydroxybenzoate) en catéchol (Pelmont, 1993).

Ces enzymes ont fait l’objet de nombreuses études chez les mammifères. Elles sont présentes

dans de nombreux tissus et existent sous de multiples isoformes. Spécialisées dans

l’oxydation de xénobiotiques notamment soufrés ou azotés, elles se caractérisent par une

spécificité de substrats exceptionnellement large, propriété qui est due à leur cycle catalytique

particulier (Figure 1.19).

Dans la cellule, cette protéine est apparemment présente sous une forme hydroperoxyde

(hydfoxyperoxyflavine FAD-OOH) très réactive, formée par une liaison covalente entre la

flavil e et l’oxygène susceptible d’oxyder n’importe quel composé qui entre en contact avec

elle (étape n° 1 ). Le produit (SO) formé par le transfert de l’oxygène de l’hydroperoxyflavine
au mibstrat, est relarguc immédiatement. L’oxygène résiduel généré par la scission du

peroxyde est libéré sous forme d’une molécule d’eau (étape n° 2), puis l’enzyme se détache
du $\DP (étape n° 3) afin de pouvoir accueillir un nouveau cofactpur chargé en électrons

(étape n° 4V Une nouvelle molécule d’oxygène va ainsi être ac

NADPHi sous forme d'un nouvel hydroperoxyde (étape n° 5). Le substrat n’est pas rcqui-

poulque les étapes 2 à 5 se réalisént. Un seul point de contact est nécessaire pour la formation
du pj iduit, propriété qui est a l’origine de leur large spécificité de substrats.

livée (réduction par le

V.
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FAD-OOH
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(NADP4)

AA) (3)
H + H- NADPhP' ■ NADP'

FAD

Figure 1.19 : Cycle catalytique des monooxygénases flaviniques (d’après Ziegler, 1993).

Dans un premier temps, les monooxygénases flaviniques ont été divisées en 5 classes sur la

base de leur structure primaire. Cependant, cette classification basée sur la séquence d’acides
aminés ne donnait aucune information précise quant à la spécificité de chacune de ces classes
d’enzymes. La nécessité de détecter spécifiquement l’activité des types d’enzymes présents

dans des préparations tissulaires brutes, a amené les chercheurs à réaliser des études de

relations structure-activité. Des tests d’oxydation de 5 thiocarbamides de taille croissante par

des microsomes de tissus et d’espèces différentes ont permis de découvrir que l’accès au site

actif des monooxygénases flaviniques était principalement conditionné par la taille du

substrat. Ainsi, une classification basée sur la spécificité de substrat a été adoptée. Les

différentes isoformes ont été nommées de A à E (Figure 1.20).
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Figure 1.20 : Spécificités des isoformes de monooxygénases faviniques en fonction de la
taille du substrat. TU : thiourée : PTU phénylthiourée ; DPTU : 1,3-diphénylthiourée ;

DCPI U : l,3-bis(3,4-dichlorophényl)-2-thiourée ; DBPTU : 1, ldibenzyl-3-phényl-2-thiourée
(d’après Ziegler, 1993).

Mais p certains problèmes ont été rencontrés pour doser l’activité de ces enzymes,
particulièrement pour distinguer les réactions d’oxydation de soufre catalysées par des
monoexygénases de celles catalysées par des oxydases, des peroxydases voire même par des
oxydai ons non enzymatiques. Les chercheurs ont alors eu recours à l’uitilisation d’inhibiteurs
spécifiques de monooxygénases flaviniques. L’ensemble des monooxygénases accepte les
petits|substrats et notamment le 2-mcrcaptoimidazole ou méthimaiole. Oxydé en acide
sulfonique, celui-ci se lie de manière covalente aux groupements amino de l’enzyme pour
conduire à son inactivation (Ziegler. 1993).

Cet in) ibiteur spécifique de monookygénases ilaviniques a permis à Tomasi et al. (1995 1 de
mettre m évidence l'implication d'une flavoprotéine dans la première éu.pe d'hydroxylati de
dériva aromatiques polychlorés par Pseudomonas cepacia. En incubait les cellules rive le
méthûr azole, les chercheurs n: ilpservé un: r ibition de la dégradation allant de 50“ à
1 00‘ÿBelon It ; Jéri’.e
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1.2.2- Les dioxygénases

Les dioxygénases sont classées en deux catégories en fonction du type de réaction qu'elles

catalysent (Bertini et al., 1996). La première catégorie de dioxygénases (type I =
dioxygénases hydroxylantes) incorpore deux groupements hydroxyle en position ortho l'un de

l'autre dans le cycle aromatique du substrat en utilisant le NAD(P)H comme donneur

d'électrons, tel que la benzène dioxygénase (Figure 1.21).

O CfrOH

+ O2+ NADH + H+ + NAD+

Figure 1.21 : Réaction catalysée par une dioxygénase de type I.

Le m-dihydrodiol obtenu est ensuite converti en catéchol par une déshydrogénase. Cet

intermédiaire est alors pris en charge par une deuxième catégorie de dioxygénases (type II)

qui ouvrent les cycles aromatiques en incorporant deux atomes d'oxygène à des endroits bien

spécifiques du substrat, les catéchol 1 ,2-dioxygénascs (coupure intradiol) et les catéchol

2.3-dioxygénases (coupure extradiol) (Figure 1.22 > :

1OH
CCOH

OJOHOH

OP* inrrsdio! dtavijjs

IOH

àr- COOH
extradiol cleavage

OHO
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1.3- GENETIQUE DE LA BIODEGRADATION

1.3.1- Rôle des plasmides dans la biodégradation

Des nombreuses voies de dégradation sont connues comme étant codées par des plasmides.

Certains codent pour la totalité de la dégradation incluant ainsi un nombre important
d’ettymes, alors que d’autres codent pour un faible nombre d’enzymes. La plupart de ces
plasmides ont été isolés de Pseudomonas. Pour exemples, sur 190 souches connues dégradant

le e-caprolactame, 70 appartiennent au genre Pseudomonas. Parmi elles, 90% possèdent les

plasr lides CAP qui déterminent la dégradation du e-caprolactame (Boronin 1992).

- Caractéristiques générales

> Le plasmide TOL est l’exemple du plasmide qui code pour la voie complète de la
dégradation du xylène et du toluène alors que le plasmide NAH ne code que pour

quelques étapes de la voie de dégradation du naphtalène.

Certains gènes de dégradation sont regroupés en opéron (Harayama et Rekik 1990,

Shingler, et al. 1992) mais il arrive aussi que les gènes soient éparpillés comme
c’est le cas pour le plasmide CAM-OCT (William 1981).

>

> Très souvent ces plasmides sont de grande taille. En effet, le plasmide TOL a une

taille de 117 Kb, NAH7 83 Kb, pBS3 197 Kb, pXAUl 200 Kb (Tardif, et al.
1991), pWWl 7 280 Kb (Williams et Worsey 1976).... Cependant, pKB740 (8,2
Kb) code pour les deux premières enzymes de la voie de dégradation du 2-
aminobenzoate (Altenschmidt et Fuchs 1992).

> Ces plasmides sont soujvent transférables, mobilisables, et conjugatifs et peuvent

se répliquer dans différents genres bactériens (de Gram négatif à Gram positif le
plus souvent).

Ils sont parfois le v éhicule de transposons et peuvent entraîner des mutations et des
délétions modi! ■ i.u dors les capacités dégradatives de la cell nie hôte.
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1.3.2- Gènes chromosomiques

Toutes les voies de dégradation ne sont pas, bien évidemment, codées par des plasmides. On
retrouve de nombreux exemples comme la voie ortho du catéchol, la dégradation du toluène
par Pseudomonas mendocina dont les gènes chromosomiques codant pour la toluène-4-
monooxygènase sont organisés en opéron (T4MO) (Yen et Gunsalus 1982) ainsi que les gènes

tod qui eux aussi sont regroupés en opéron (todABClC2, todD, todE et todF) et qui sont

responsables de la dégradation du toluène dans Pseudomonas putida Fl (Zylstra, et al. 1988).

En général ces gènes sont organisés en opéron (Van der Meer, et al. 1992).

1.3.3- Voies de dégradation mixtes

D’autres voies mélangent les gènes plasmidiques et chromosomiques. Ainsi, la chaîne du
catéchol, vers laquelle de nombreuses voies convergent (Fewson 1981), est divisée selon deux

réactions enzymatiques distinctes (Williams 1981) :

• V ortho clivage : entre deux groupes hydroxyles pour former un acide cis-cis

muconique, lequel est ensuite dégradé par la voie p-céto-adipique. Les gènes codant
pour les enzymes de cette voie sont souvent portés par le chromosome.

• Le méta clivage : entre atomes de carbone dont l’un seulement possède un substituant

hydroxyle, pour former le 2-hydroxymuconique semialdéhyde. A l’inverse de la voie

de l’ortho clivage, les gènes codant pour la voie du méta clivage sont plutôt d’origine

plasmidique. Il semblerait que les grands plasmides, porteurs de gènes responsables de

certaines voies de dégradation de composés xénobiotiques, aient un avenir plus

prometteur dans le processus de biodégradation que les gènes chromosomiques. En

effet, un chercheur sera toujours confronté aux limites de la taille d’un insert dans un

vecteur et donc au nombre de gènes qu’il pourra cloner alors que les plasmides de

d'érables. Ils permettent ainsi à uitr.-s sou,T

d'acquérir d'autres • mâches •. : i;.trices. La seule difficulté réside Jam leur ire

Jificultés de visualisalioi

dégradation son; nartbis aura

grande taille Ins ’ :u:;:U

cartographie et caractérisation.
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]1.4- PHOTOCHIMIE DES HALOBENZONITRILES

Afin de mieux comprendre le comportement photochimique des halobenzonitriles, il nous a
semt é utile de rappeler les résultats de quelques études bibliographiques concernant la
phoh transformation de certains composés aromatiques halogénés.

1.4.1- COMPOSES AROMATIQUES HALOGENES

Le cl lorobenzène est l’un des composés aromatique les plus simples et absorbe la lumière de
façor significative à des longueurs d’onde inférieurs à 300 nm. Tissot et al. (1983) ont montré
qu’ei milieu aqueux le chlorobenzène est photodissocié en radicaux phenyl et CT avant de
réagi avec le solvant :

Cl
Ph+ + ciOH<hv

Ph* + Cf

L’étaoe triplet du chlorobenzène a suffisamment d’énergie (86 kcal mol'1) pour provoquer la
coupi re de la liaison Ph-Cl (Bunse et al., 1980). En milieu aqueux, le rendement quantique
obtec J par Boule et al. (1985) est de 0,1 alors que Dulin et al. (1986) ont obtenu une valeur
proche de celle mesurée dans 1’hexane (<J> = 0,26).

La photolyse du chlorobenzène en solution aqueuse passe donc par un processus de
photohydrolyse conduisant à la formation de phénol quelles que soient les longueurs d’ondes
d’irradiation, (253,7 et 300 nm), les conditions de pH, d’oxygénation et de concentration (10"*
à 4 li *3 mol l*1) (Tissot et al., 1983 ; Dulin et al., 1986) :

Cl OH

hv+ H20 [CI

Le œonofluoro et le monobromo|benzène irradiés en phase aqueuse ont un comportement

tnal|gue à celui du monochlorobenzène.
La messe de photolyse des chlojrobenzènes est très fortement infliencée par le degré de
hlalttion Les rendements quantjiques des tfi : trichlorobenzenes lécroissent rapidement
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avec le nombre de substituants surtout lorsque ces substituants sont sur les sites conjugués
(positions ortho et para) (Boule et al., 1985).

1.4.2- COMPOSES PHENOLIQUES

L’irradiation d’une solution aqueuse de phénol à 253,7 nm conduit à des réactions de

dimérisation et à une hydroxylation du noyau aromatique. Suivant le mécanisme proposé par
Joschek et Miller (1966), les produits d’hydroxylation proviennent soit d’une hydroxylation

directe du noyau aromatique, soit d’une rupture de liaison des dimères formés.

hv
-*ÿ C6H5O'C6H5OH *ÿ C6H5OC6H4OH + HOC6H4C6H40H

hvHO’ hv

C6H4(OH)2

L’irradiation des hydroxyphénols, ainsi formé, peut aussi conduire à des réactions de
dimérisation et d’hydroxylation du noyau aromatique et à la formation des composés
quinoniques hydroxylés.

Boule et al. (1985) ont étudié la phototransformation de différents halogénophénols et ont
montré un mécanisme différent de celui des phénols non halogénés suivant la position de

l’atome de chlore sur le noyau aromatique.

Sous sa forme moléculaire, le chloro-2 phénol est converti en pyrocatechol. Cependant, sous

sa forme anionique, il est réduit en acide cyclopentadiénique qui se dimérise suivant la

réaction de Diels-Alder. Cette réaction est également obtenue avec d’autres halogéno-2

phénols diversement substitués (bromo-2 phénol, dichloro-2,4 phénol) (GUYON et al., 1984).

L’irradiation du chloro-3-phénol en solution diluée sous sa forme moléculaire ou anionique

conduit à la formation de résorcinol (80 %) par un processus dit de photohydrolyse qui

implieue la rupture homolytique de la liaison ('-CI et de liaison H-OH d’une molécule

d’ea'i

OH OH ni! OH
k - )

■ :ÿN)H - HCl

vC (T

H ; i



Dans le cas des dichloro-3,5 et 3,4 phénols, l’irradiation donne lieu aussi à une
photohydrolyse spécifique en position 3 (Boule et al., 1985).

La pl ototransformation du 4-chlorophénol a fait l’objet de nombreux études de recherches. Il
a été montré que la réaction, fortement influencé par l’oxygène dissous, conduit à un
ensenble de produits complexes polyphénylés. Outre le produit majoritaire, le chloro-5
dihydroxy-2,4 biphényl, Boule et al. (1985) ont montré également la formation de
l’hyd oquinone et de ses produits d’oxydation (para benzoquinone, trihydroy-1,2,4, benzène

et hydroxy para benzoquinone). Une étude en cinétique rapide (photolyse laser) a permis
d’élui ider le mécanisme réactionnel (Grabner et al., 1994). Après excitation du substrat et

élimination d’une molécule d’HCl, il y a formation du carbène 4-oxo-2,5-cyclohexadiénlidène

(Figure 1.23). Ce dernier réagit selon plusieurs voies. En présence d’un donneur d’hydrogène,

le ca bène est converti en radical phenoxyl, qui donne par la suite le phenol, et en 1,4-

benzc quinone-O-oxyde en solution saturée d’oxygène ; addition d’une molécule d’oxygène.

En so ution désoxygénée, l’hydroquinone est produite par réaction du carbène avec l’eau. Le

5-dichloro-2,4’-dihydroxybiphenyle est produit par couplage du carbène avec le 4-

chlon phénol du départ.

Par analogie avec ses résultats, Vialaton et al. (2001) ont proposé le même mécanisme pour la
phototransformation du 4-chloro-2-méthylphénol. La présence d’un groupement méthyl ne

sembl e donc pas affectée la réactivité du substrat de départ.

>Ha
H2a OH OH

4-C1P OH

O cici Carbène 02
ROH

OO*OH

O •*—\ —
Figure /.23: Mécanisa ! J ■ nrmransformation du 4-ci lorophénol

'/•' v Grabner cl al.. 1 994 )
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1.4.3- HALOBENZONITRILES

Kochany et al. (1990a) ont étudiés la photochimie de bromoxynil (3,5-dibromo-4-
hydroxybenzonitrile) en utilisant une bande étroite d’une radiation UV à 313 nm. Les
photoréactions en phase aqueuse des solutions (0.078-7.800) x 10'5M du bromoxynil ont été

établi à différentes valeurs de pH. Les rendements quantiques de disparition du substrat dans
des solutions tamponnées ont été évalués à 0.008, 0.048 et 0.044 à pH 2.6, 7.0 et 11.0

respectivement. Dans des conditions de pH neutre ou basique, le bromoxynil absorbe plus
fortement à des longueurs d’onde > 290 nm (région du spectre à intérêt environnemental). La
phototransformation a été suivi par CLHP et spectrophotométrie UV-Vis. Les auteurs ont noté

que toutes les photoréactions donnent lieu à deux photoproduits : le 3-bromo-4-
hydroxybenzonitrile et le 4-hydroxybenzonitrile. Un mécanisme radicalaire impliquant des
radicaux libres a été proposé.

Les auteurs (1990b) ont ensuite étudiés l’effet des acides fulviques du sol (AF) sur les
photoréactions précédentes. L’investigation a été faite en absence (pH 6-7) et en présence de
5, 10, 15, 20, 40, 45, 60 et 100 mg/L AF (pH 5.5-6.5) à 313 nm. Par exemple, pour une

irradiation de 15 minutes les auteurs ont observé que la vitesse de destruction du bromoxynil

diminue avec l’augmentation de la quantité des AF. Les constantes de vitesses (kp, À.) de

transformation photolytique de premier ordre apparent de bromoxynil en présence de 5-100
mg/L de FA étaient rangées de (1.052 ± 0.1 1) x 10° à (0.08 ± 0.006) x 10‘3 s'1. L’intensité de

la lumière (I\) à 313 nm était de 3.7 à 3.8 pEL'V1. Plusieurs formules empiriques ont été

utilisé pour aboutir à la détermination des 11/2 dans des systèmes aquatiques contenant des AF.

Par exemple ce paramètre a été évalué à 2.76 ± 0.04, 3.48 ± 0.07, 4.06 ± 0.06, 5.03 ± 0.09 et

17.60 ± 1.33 minutes correspondant à des concentrations en AF de 5, 10, 15, 20, 40, 45, 60 et

100 mg/L respectivement pour une concentration en bromoxynil de 7.8 pM. Les

photoproduits détectés par CG-MS sont le 3-bromo-4-hydroxybenzonitrile et

hvdroxvbenzonitrile en présence ou en ■ • s _*ncc de la matière organique dissoute (MOD).

le 4-

: .:i 1 9l< i . les mêmes auteurs ont étud: • : ;’.:ou>;.r:in.slbnnation lu même substrat en preset;,-.

jes dii'ièrentes concentrations en Na, ; li i nn . . Pour des concentrations en NaCl de tn -
1'.'.))\ les rendements quanti. .

absence de NaCl le rend.

de traitsformations ' nient de 0.45 ± 0.005 à O.c '
le ' '2 i 0.004.
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Les rendements quantiques de la photolyse de bromoxynil en présence ou en absence de

chlor ire de sodium obéissent à l’équation de Stem-Volmer., indiquant que le NaCl exerce
appai emment un effet inhibiteur sur la photolyse de l’herbicide. Les vitesses de dégradation

du composé dans des solutions aqueuses en NaCl sont plus lentes qu’en absence de chlorure
de sc iium. La photolyse d’une solution de bromoxynil (I) 7.8 x 10'6M en présence de NaCl
(10.C x 10'3M) a conduit à la formation de 3-bromo-4-hydroxybenzonitrile (H), le 3-bromo-5-
chloio-4-hydroxybenzonitrile (III), le 3-chloro-4-hydroxybenzonitrile (TV) et le 4-
hydn xybenzonitrile (V). Les concentrations maximales des photoproduits Iü, H, IX et V ont
été obtenues après 10.5, 20.0, 30.0 et 44.0 minutes d’exposition à la lumière UV
respectivement. La disparition du substrat était de 90 % après 44 minutes d’irradiation. Les
photo produits ont été identifié par CG-SM. Les auteurs ont constaté que la formation du
phot produit (V) décroît avec l’augmentation de la concentration de NaCl. Quand un mélange

de 3 mL de bromoxynil (2x1OÿM) avec 0.5 mL NaCl (0.5M) était exposé pendant 3 heures à
la lu nière UV, le photoproduit (V) n’était pas observé contrairement aux photoproduits ü, Iü
et rv
Surir même voie analytique Kochany et al. (1992a) ont évalué les effets des ions carbonate et

bicarbonate sur la photochimie de bromxynil en solution aqueuse. En effet, un effet inhibiteur
des ons carbonate plus important que celui des ions bicarbonate a été constaté. Les
photoproduits produits majoritaires sont le 3-bromo-4-hydroxybenzonitrile et le 4-
hydroxybenzonitrile, mais des traces d’autres produits instables non identifiés ont été signalé

par < ’LHP. Le mécanisme de l’inhibition par les ions carbonate et bicarbonate a été discuté en
term ; des réactions avec des intermédiaires de la photoréaction.

Finaement, Kochany et al. (1992b) ont examiné les effets de certains métaux lourds sur la
phototransformation du bromoxynil tels que Fe(III) et Mn(II).Pétude a montré que chacun de

deu! cations augmente la vitesse de dégradation. L’effet est plus significatif à pH<5.0. Un
méfcmge de deux cation augmente considérablement le rendement de composition. Cet effet
dépit nd apparemment du rapport Fe+3/Mn+2.

Le lait que Kochany et al. (1990 et 1992) ont trouvé que le 3-bromo-tt-hydroxybenzonitrile et
le B-hydroxybenzonitrile sont des produits majoritaires, a été plus tard controversé par

Mafchado et al. (1995) qui ont affirmé que le produit majoritaire était le produit de la
phMohyd '-olyse le 3-bromo-4,5-dihydroxybenzonitrile (q = 0.65) Ce produit a été isolé par

4 infté par la RMN et la masse auit .ÿ produit m:n >ril aire a été aussi isolé par
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les mêmes auteurs mais qui n’a pas été identifié. Son spectre UV diffère complètement de
celui trouvé par Kochany bien qu’ils pratiquement le même temps de rétention (le 4-HBN).

En 1995, Nolte et al. se sont intéressés à la disparition du bromofenoxim, le bromoxynil, le
bromoxynil octanoate, Pioxynil, le chloroxynil et le mecoprop. Dans une eau naturelle aérée.
Les spectre UV des ces herbicides dissous dans l’eau distillée ou dans l’eau de surface ont été

enregistrés sous différentes valeurs de pH et conditions d’irradiation et ce ci en fonction du
temps. Les chercheurs ont pu constater que selon leur comportement ces herbicides peuvent

être divisés en deux groupe. Le premier groupe constitué du bromoxynil, ioxynil,

chloroxynil et le mecoprop, est stable pendant plusieurs semaines tandis que le second groupe

formé de bromofenoxim et de bromoxynil octanoate, n’est pas stable et se décompose

immédiatement. La vitesse de la décomposition dépend majoritairement de l’irradaiation ou

de l’activité biologique de l’eau de surface. De leur part Millet et al. (1998) ont repris l’étude

des trois xynils précédent en plus du chlorothalonil et le dichlobenil en photolyse directe à

A>290 nm dans des solutions aqueuses à pH tamponné et dans des solutions organiques. La

photolyse du chlorothalonil est faible avec le plus bas rendement quantique de la série

considérée (O = 0.0001). Le dichlobenil était pratiquement photostable sous les conditions

utilisées par les auteurs. Les photoréactivités de bromoxynil et de l’ioxynil était comparables

en solution aqueuse et trois fois plus faible relativement à celle du chloroxynil. Les

rendements quantiques trouvés pour le chloroxynil, le bromoxynil et l’ioxynil sont <I> =

0.0060, 0.0093 et 0.0024 respectivement. Les temps de demi-vie ont été évalués grâce aux

spectres UV et les rendements déterminés au laboratoire pour les trois produits.

Dans un esprit de traitement, une étude comparative a été établi par Guittonneau et al. (1995).

Cette étude porte sur la comparaison de la dégradation du bromoxynil et le bromoxynil

heptanoate ont été étudiées pour différents traitements chimique (O3 , CL) et photochimiques

(H2O2/UV, UV (/. - 254 nm)) en milieu aqueux dilue. Le but fixé par les auteurs était la

détermination de !:: voie de la dégradation du bronv'xym! heptanoate et de son produit

d’hydrolyse le broim > < y 1 1 i 1. Les processus chimiques d’oxydation utilisés sont l’ozonation, la

chloration et i'oxv o ion radiculaire par les radicaux m ,imw,e produits par photoh ;e du

peroxjde d’iiydrogei:.-.

•a apiatie-: "c est un ester pratiquement m ar uns leLe o|-ttr : ml ii.-f ■i
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conceitration. Pour limiter cette réaction d’hydrolyse les chercheurs ont choisi de travailler à

pH 7 pour le bromoxynil (Co = 5 x 10'SM) et à pH 4 pour l’heptanoate de bromoxynil (Co = 10'
6M). ]>e fait que les spectres d’absorption UV de deux herbicides ne présentent aucune bande

au de à de 320 nm a incité Guittonneau et al. à conclure que leur élimination par photolyse

direct e en lumière solaire est peu efficace (heptanoate de bromoxynil : A.max = 218 et 290 nm ;

bronuxynil : = 222 et 280 nm). Les rendements quantiques mesurés en UV en lumière
monc ou polychromatique (1.48 x 10'8 Einstein/s ; 10’2 < <D< 10'1 à 254 et 290
respectivement) a signifié aux auteurs que les herbicides sont facilement éliminés par
traitement par irradiation UV. Les résultats obtenus montrent une bonne dégradation de ces
deux herbicides aussi bien par irradiation UV que par oxydation chimique au chlore ou à
l’ozo ie. L’ajout de peroxyde dans le milieu n’augmente pas de façon significative l’efficacité
du ta itement par rapport à l’irradiation seule. Parmi tous ces traitements étudiés, l’ozonation
est lt procédé le plus efficace ont conclu les auteurs. L’analyse par couplage GC-MS des
prodi its de réaction au cours de l’irradiation UV a permis aux auteurs d’identifier 4produits
corre pondant à la substitution des atomes de brome soit par un atome d’hydrogène, soit par un
groujement OH. Les produits sont le 5-bromo-3,4-dihydroxybenzonitrile, le 3,4,5-
trihyt roxybenzonitrile, 3,4-dihydroxybenzonitrile et le 4-hydroxybenzonitrile. En fin un
schér.upféactionnel de photodégradation du bromoxynil heptanoate a été proposé à l’issu de

cette îtude.

nm

CN :N CN
CN

O H OX' X X' “OH
>H OH OH

>HX -Cl (chloroxynil)
X = Br (bromoxynil) 5-halo-3,4-dihydroxybenzonitrile 3-halo-4-hydroxybenzonitrile
X-d(ioxynil) (5-X-3,4-DHUN) (3-X-4-HBN)

4-hydrxybenzonitrilc
(4-HBN)

:N CN CN CN
Cl Cl.Cl .ClO :o; H aOH HO" “OH Cl' “CN

OH Oil Cl
1,4-dihydroxybenzonitrile

(3,4-DHBN)
3.4,5-ûïhydroxybenzonitrile

(3.4.5-THBN)
Chlorothalonil Dichlobenil
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1.5- ESPECES REACTIVES INDUISANT LA
PHOTOTRANSFORMATION DE COMPOSES ORGANIQUES

1.5.1- PHOTOTRANSFORMATION EN PRESENCE DES SUBSTANCES
HUMIQUES

Les substances humiques produisent en général sous irradiation, des espèces chimiques
capables de réagir avec un grand nombres des xénobiotiques organiques et les transformer.
Les principales espèces sont les suivantes (Cooper et al. 1989 ; Hoigné et al. 1989) :

a)- Les électrons solvatés e'aq, produits par photoionisation :

hv 'SH* -ÿ SH'+ + e'aq

En solution aérée, le dioxygène va réagir avec ces électrons solvatés (k = 2.1010 L.moL'.s'1
(Bielski et al. 1985) pour donner lieu à la formation de deux espèces peu réactives vis à vis les
composés organiques CV ou HO2 selon le pH (pKa = 4.8). En se dismutant, ces radicaux

conduisent à la formation de l’eau oxygénée avec une constante de vitesse égale à 9,7.107
L.moL'.s'1 :

SH

ILHO2 + 0*2 02 + H202

Cette réaction explique bien l’origine de l’eau oxygénée observée par excitation des

substances humiques. Le transfert d’électron entre les états excités triplets des substances
humiques et de l’oxygène peut conduire également à la production des radicaux 02 '.

SI!*+ ■+■ 02*3si r - VL

b)- Les radicaux OH . leur mise en évidences concerne uniquement

l'excitation à courte longueur d’onde ou le milieu acide (Aguer 1995). La formation de ces

■omeees semble être liée à la formation intermédiaire de eau oxygénée qui va se photoh se:

. >: ' <vdcr des eau-ans métalliques plu-u > Itiiis on ■eessu.- photo-Lenton ■

•be3’ I" , •2011HA -
i o>

■H
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Cette espèce ne concerne pas le présent travail car toutes les excitations étaient réalisées à

longueurs d’onde supérieures à 275 nm.

c)- L’oxygène singulet : il se produit par un transfert d’énergie entre les états excités
triplets des substances humiques et l’oxygène :

hv 'SH* 3SH*SH

3SH* + 302 SH + '02
'02 302

Dans ’eau, '02 se désactive avec une constante de vitesse k<j égale à 2,5.105 s'1 (Rodgers et
Snowt en 1982), valeur suffisamment faible pour que l’oxygène singulet ait le temps de réagir

avec des composés organiques.

d)- Des espèces oxydantes qui réagissent sur des composés portant des

hydrogènes labiles comme les phénols. Il s’agit probablement d’états

excités triplets (Aguer 1995 ; Canonica et al 1995).

[Chromophore]’ + RH *(transfert d'électron)

[Chromophore-H] + R* (transfert de proton)
3[Chromophore]* + RH —

O;hv

[Chromophore] + H02 Produits

Les micanismes de transformation photoinduites par les substances humiques apparaissent
assez Complexes en plus que leur influence s’exerce différemment en fonction du composé en
question.

Si lelxénobiotique n’absorbe pas la lumière solaire, une transfo mation photoinduite

seuleni ut par les substances humiques peut avoir lieu. En revanche, si e substrat absorbe lui
aussi* peut y avoir lieu une transformation photoinduite en plus de h phototransformation
direct! Dans ce cas précis, les substances humiques ont un double rôh ; inhibiteur par effet
d’écra et accélérateur par effet photpinducteur.

53
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1.5.2- PHOTOTRANSFORMATION EN PRESENCE DES IONS
NITRATE ET NITRITE

Les ions nitrate en solution aqueuse absorbent fortement en UV. Les ions nitrite sont en
général en concentration plus faible mais absorbent une part importante du rayonnement

solaire, (spectre)

La réactivité des ions nitrate en solution aqueuse induites par les UV résulte de deux
processus primaires (Zafiriou, 1974 ; Wagner et ai, ; Wameck et Wurzinger, 1988 ; Zepp et

al., 1987)

-*NO3NO3- - NO2 + O
— NO2 + O"
OH(<j> : 9,2.10-3 — 17.10-3)H+O +

C’est cette dernière réaction qui intervient dans les réactions photoinduites par les ions nitrate.

Le dioxyde d’azote formé, disparaît par dismutation :

2NO*2 + H20 N02 + NO3 + 2H+

Cette espèce peut aussi donner lieu à des réactions de nitration et nitrosation, en particulier

dans le cas des dérivés phénoliques (Machado et Boule, 1 994).

Les ions nitrite eux empruntent une seule voie conduisant à la formation des radicaux

hydroxyle et le monoxyde d’azote (Treinin et Hayon, 1970 : Streihlov et Wagner, 1982).

hv NO* + OH + OHN02 H2ü

Le rendement quantique de photolyse des ions nitrite est plus élevé que celui des ions nitrate

(0.07 à 0.01 selon lu •ngueur d'onde -.r.tre 5't0 et 365 nm ) (Zafiriou et Bonneau. 198"’

et Boule. 1991). radicaux h\ le ainsi formés sont susceptible d'oxyde:

dans les eaux superficiel: .-a > us —ÿrapidement la plup ■-

également réagir avec es ions nitrite present dans la solution.
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Matériel et Méthodes Expérimentales

PARTIE A : PHOTOTRANSFORMATION

II.A.1 - REACTIFS UTILISES

> Herbicides

•Chloroxynil
•Ioxynil
•Methabenzthiazuron
•Benzthiazuron

98,9 % (Riedel-deHaën)
haute pureté (Rhône-Poulenc Agrochimie)
99.5 % (Riedel-de Haën)
Aldrich

> Fongicides

•Benzothiazole Aldrich

> Autres xénobiotigues

•2-mercaptobenzothiazole (Aldrich)
•2-hydroxybenzothiazole (Aldrich)
•2-aminobenzothiazole (Aldrich)
•acide 2-benzothiazolylsulfonique fourni par Bayer Anvers N.V. (Belgique)

> Photoinducteurs et photosensihUisateurs

•Nitrate de sodium
•Nitrite de sodium
•Rose de Bengale
•Acide humique

> 99.0 % (Fluka)
pur (Rhône-Poulenc)

(Aldrich)

> Produits pour analyses

• lodure de sodium
•Acide perchlorique
•Acide sulfurique
•Hydroxyde de sodium
•Hydroxyde de potassium
•Phosphates
•Carbonate
•Bicarbonate

% (Merck)

’PREPARATION DES SOLUTION?ILA ?

;p 'ra’ion l.i v>h:ii : r
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(Milli >ore) et contrôlée par sa résistivité (£ 18 Mf2 cm'1). Cette eau est très peu chargée en
carbo îe (CO're 0.15 mg.L'1 ) et filtrée sur filtre 0.22 pm.

Le pl des solutions a été relevé par un pH-mètre Orion ou d’un pH-mètre Jenway 3310, tous

deux équipés d’une électrode combinée Orion.
La précision est de l’ordre 0.1 unité. Le pH a été ajusté à des differentes valeurs en utilisant

différentes bases, l’acide perchlorique ou des tampons phosphate.

II.A.3 - TECHNIQUES DE DESOXYGENATION

La co ncentration en oxygène présente en solution aqueuse est estimée à 2.6 x 10"* M à 25°C
(Mun v, 1973). Pour étudier le rôle de l’oxygène dans la phototransformation, certaines
solutions ont été désoxygénées. Pour des irradiations continues réalisées en cellule de quartz

au me nochromateur, nous avons fait barboter au préalable de l’azote ou de l’argon pendant 30
minutes environ. La cellule était ensuite hermétiquement fermée.

Un fh x continu d’azote ou d’argon a également été utilisé pour désoxygéner les solutions lors

des expériences réalisées en cinétique rapide. L’argon présente l’avantage par rapport à
l’azote d’être plus lourd que l’air, la diffusion de l’oxygène est donc limitée.

II.A.- - TECHNIQUES EXPERIMENTALES

II.A.4.1 - Caractéristiques des substances humiques et eaux
naturelles utilisées

a) - Substances humiques

Les substances humiques utilisées sont des acides humiques commerciaux (Aldrich) leurs
caractéristiques sont les suivantes :

T ibleau IL 1 Composition élémentaire des acides humiques commerciaux (Aldrich)
Eaux naturelles

H (%) O (%)

4.1 j 5ÔT4 | 0.55 1.8

C (%) N (%) S (%) Composés mir éraux (dont Fe) (%)fAHA, 41.9 < 1.3
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b) - Eaux naturelles

Deux prélèvements d’eaux naturelles superficielles ont été réalisés à deux périodes

différentes, puis stockés à 4°C avant utilisation. Quelques caractéristiques physico-chimiques
de ces eaux sont regroupées dans le tableau II.2.

Tableau H2 : caractéristiques physico-chimiques des eaux utilisées

Origine Date de prélèvement PH

Barrage de Villerest

(Loire, Roanne)

2001 8.5

2002 7.2

Un bilan ionique a été réalisé par Vialaton (2000)

caractéristiques sont proches de celles de notre échantillon 1. Les résultats sont consignés
dans le tableau II.3 suivant :

sur une eau de barrage dont les

Tableau ILS : Bilan ionique réalisé sur un prélèvement de l’eau de Barrage de Villerest

Carbonates Chlorure Nitrate Sulfate K+ Na+ Fe3+ Ca2+ MgElément

21.2Teneur en mg/L nd 10.3 15.5 3.2 16.7 0.5 10.5 3.1

ILA.5 - DISPOSITIFS D’IRRADIATION

La nature de l’étude souhaitée oriente le choix du dispositif approprié. La lumière émise était

soit monochromatique soit polychromatique.

II.A.5.1 - Irradiation en lumière monochromatique

a) Irr adiation à 313 nm et 296 nm

• .".its d’ondes nous avant nti'.Lc un

inné à arc à vapeur de mercure haute

msch et Lomb (ligure 11. ! \

Pour irradier les soi ; :s a ces ica ■ ; ■ ' ; |y \0 '

■ ‘ssion (Os- ■313 nm ou 296 nnf -équipé d’une !

i . rl ro;ti:i •H HO 200 W; et ,1 u: ;



7]1 / 7 *om </d= 531

1 Lampe à xénon haute pression
2 Alimentation de la lampe
3 Monochromateur
4 Lentille en quartz
5 Cellule cylindrique en quartz

2

Figure II.1 : Dispositif d'irradiation en lumière monochromatique

II.A.5.2 - Irradiations en lumière polychromatique

a) - Enceinte d*irradiation à 275-350 nm

Cet e enceinte est équipée de six lampes fluorescentes de type Duke Sunlamp 20 W émettant

entï : 275 et 350 nm avec un maximum d’émission à 310 nm (figüre II.2). En réalité, ces

lam >es présentent aussi des raies à 366, 405, 436 et 546 nm. On peut sélectionner la plage de

lonj ueurs d’ondes d’irradiation souhaitée, en faisant varier la nature du réacteur (pyrex ou

qua tz).

Dai s le réacteur en pyrex l’échantillon est irradié entre 290 et 350 nm seulement, alors que

dan ; le réacteur en quartz, l’échantillon est irradié dans la plage 275-350 nm toute entière.

b) - Enceinte 365 nm

Ces dispositif a été utilisé pour irradier le 2-mercaptobenzothiazoIe en présence des acides

humiques. Il est constitué de trois lampes M.AZDA MAW 125 entourées d’un miroir

cylindrique, (figure II.3). Ces lampes sont des lampes à vapeur de mercure moyenne pression,

filtrées par un globe noir qui laisse passer principalement la raie située à 365 nm (environ 85

%% Les émissions à 334 et 313 nm correspondent respectivement à moins de 7 % et 2 % de
Péfiergie. Les photons émis à plus grandes longueurs d’onde (405 et 434 nm) ne jouent aucun
rôlt dans la phototransformation des composés étudiés. Une circulation d'eau entoure le

•éaaeur pour éviter F ' outTemant I ie

58



Matériel et Méthodes Expérimentales

O CD1

OO

O Réacteur en quartz ou en pyrex 0= 20 mm
Solution à irradier
Miroir cylindrique à base elliptique
Tubes fluorescents (6)
Alimentation des lampes
Ventilation
Trous d’aération
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4
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Figure IL2 : Enceinte d’irradiation à 275-350 nm
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c) - Lumière naturelle (Soleil)

Les i radiations en lumière solaire ont été réalisées à l'extérieur du laboratoire de Photochimie

Moléculaire et macromoléculaire à Clermont-Ferrand (latitude 46°N). Des tubes en pyrex

dont es caractéristiques sont les suivantes :

•Diamètre intérieure = 40 cm,
•Diamètre extérieure = 37 cm,
•Section = 10.75 cm2
•Longueur = 38 cm,
•Volume ~ 408 mL,

étaie it remplis environ au tiers de leur volume (soit 100 mL) de façon à présenter une surface

libre suffisante, et posées horizontalement sur le sol. Un tube latéral en

périr cttait de rester ouverts à l’atmosphère tout en limitant la pollution par des substances

étrar gères.

forme de crochet leur

Certaines manipulations ont été réalisées dans des petits réacteurs (capacité 20 mL environ)

en q artz, remplis de 15 à 10 mL de solution et fermés hermétiquement par un septum.

II.A 6 - TECHNIQUES D’ANALYSES

Ces techniques vont permettre le suivi des cinétiques, l’identification et la quantification de

certt ins photoproduit ou métabolites.

II.A.6.1 - Méthodes chromatographiques

A.6.1.1 - Chromatographie Liquide Haute Pression (CLHP)

a) - CLHP à détection spectrophotométrique (CLHP/UV1

-ÿsolutions irradiées sont analysées par CLHP. Différents appa

mines :
•cils de CLHP ont été

*î* CLHP Waters équipée de deux pdfnpes modèle 510, d’u
modèle 717, d’une colonne de type phase inverse greffée <
Spherisorb S5 ODS2 et d'un détec te® d’absorption UV-visi

modèle *996.

î passeur d’échantillons

?ix 4.6 mm x 250 mm

île à barrette de diodes
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•> CLHP Waters équipée de deux pompes type 510 et d’un détecteur à barrette de
diodes type 990, permettant d’obtenir le spectre UV-visible des composés séparés par
la colonne.

CLHP Merck équipée d’une pompe type L-6200 avec mélange basse pression, d’un
détecteur d’absorption UV-visible type L-3000, d’un détecteur de fluorescence Hitachi
de type F-1050 et d’un intégrateur bicanaux type D-2500.

CLHP Beckmann type 420 équipée d’un détecteur UV-visible type 163 et d’un
intégrateur Shimadzu CR3A.

♦> CLHP Millipore Waters 600L équipée d’un détecteur UV-visible Waters 486
couplé à un intégrateur Shimadzu C-R3A

b) - CLHP à détection par spectrométrie de masse (CLHP/ MS)

a - ChromatographieJiqui<je_

Appareil de Chromatographie Liquide HLWI .l l'-PACKARD «HP 1 100-MSD» comprenant :

•une pompe, un injecteur et un passeur d’échantillon.
•un détecteur à barrette de diodes et un détecteur de masse.
•un système d’acquisition HP Chemstation version A. 08.03

Les conditions chromatographiques utilisées sont les suivantes :

•Colonne CHROMPPACK Inertsil ( >DS2-5pm-( 100*3) mm + précolonne
•Flacon (A) : H2O + acide formique . pi 1=2.90
•Flacon (B) :CHjOH
* Le gradient de phases mobiles est le suivant :

Temps (min) Débit 1 ' . (A) M»)

0 0.4!'

20 t).-i ■' )

■ .a- ihcrmosîaté à 40 'C.
■avt'OIi barrette tie diode-: •



P - Détecûon_de_masse

•Electrospray Négatif ES-
MSD1 : (70-500) uma ffagmentor = 60V
Post colonne chromatographique : méthanol + ammoniaque (0.1% v/v) d = 0.200
ml/min

•Electrospray Positif ES+
MSD1 : (70-500) uma fragmentor = 70V

Les autres paramètres de la source Electrospray sont communs aux deux modes, soient :

•Azote : 13 mL/min, à 350°C.
•Pression de nébulisation : 55 psi
•Vcap = 4000 V

Il e: t à noter que Finterface fonctionnant en mode ion négatif est utili:

les J nolécules polaires et facilement ionisables comme les phénols et les acides carboxyliques.

La valeur m/z correspond à la masse de la molécule diminuée d’une unité (M-l).

de préférence avec

L’iu erface fonctionnant en mode ion positif est celle qui est le plus souvent utilisée car elle

pemet la détection d’une plus large gamme de molécules. Elle est particulièrement adaptée à

l’ioi isation des molécules présentant une affinité pour les protons comme les cétones et les

aidé îydes. La valeur m/z correspond à la masse de la molécule augmentée d’une unité (M+l).

II.A.6.2 - Méthodes spectrométriques

A.6.2.1 - Spectrophotométrie d'absorption UV-visible

Les|spectres d’absorption UV-visible ont été réalisés sur un spectropl otomètre Varian CARY

13,Informatisé pour la mémorisation et le traitement des spectres.

A.6.2.2 - Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Le»pectres de RMN à 300, 400. pu 500 MHz

U.6.2.3 Spectrométrie de masse

Identifica--. - d LO
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a - Identification des photoproduits de la photolyse directe de l 'ioxynil

1600 mL environ d’une solution 1,078 x 10-4 M (37 mg/L) d’ioxynil, tamponnée à pH = 7,5

par des phosphates M/15, ont été irradiés à 310 nm dans un réacteur en quartz pendant 15
minutes jusqu’à environ 90 % de transformation du substrat initial.

Après irradiation le pH était réajusté à 2 par l’acide sullurique

L’essentiel du mélange réactionnel a été extrait de la solution au moyen d’un extracteur

adéquat par l’acétate d’éthyle. L’extraction a été réalisée en continu pendant 48 heures. Le
coefficient d’extraction était élevé (vérification par l’injection des deux phases en CLHP).

La phase organique récupérée (~ 1 L) a été séchée sur sulfate de magnésium. Elle est ensuite

filtrée et évaporée dans un évaporateur rotatif (~ 35°C) jusqu’à l’obtention d’un résidu sec.

L’extrait solide brut a été rédissous dans un faible volume de méthanol (~ 1 mL) légèrement

dilué avec de l’eau distillée de manière à ce que le mélange eau/méthanol ne soit pas plus
riche en méthanol que l’éluant utilisé en CLHP. La séparation est finalement achevée par

injections successives de volumes de 55pL sur (.’UIP analytique et le recueil des fractions P,o,

P’io, Pii, Pj2, Pj3 et Pj4 respectivement à leur sortie du détecteur. Chaque fraction est ensuite

séchée sous courant d’azote. Une partie de chaque fraction est reprise par de l’acétone

deutériée et soumise à une spectrométrie de RMN dans un appareil Bruker R.MN DPX 300

MHz. L’autre partie est reprise par un solvant approprié et analysée par spectrométrie de
masse en introduction directe et ionisation chimique au méthane (Hewlett-Packard 5989 B).

P - Identification des photoproduits de la photolyse, directe du çhloroxynii.

1000 mL environ d’une solution 1,0 x 10'1 M ; 18 mg/L) de çhloroxynii ont été irradié

nm dans un réacteur en p . . \ jusqu'au m un d'accumulation du produit niajo-,

minutes dans l'enceinte à six i mines). La soi einn a ensuite été évaporée à sec à l‘é\ ■

rotatif à 35’C Le résidu a •"•suite repris v un mélange eau.-■méthanol 1:1) pe

un volume final de 1 ml.. Les Viotoproduil

une CI.III' v, le' . p

l,e solvan' s en:. : : ■

: ; 10

. _• u ■

■ U

été isoles de celte solution par injec

recueil des ‘ . ; a la ;nrt:e . : :

::i ■;

L:i connu!v*.r il

eniin e. L. . .
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S- Identi fication des photoproduits de la photolyse directe du 6-OH-MBTU

Deu ; portions de 50 mL d’une solution KF4 M de 6-hydroxyméthabenzthiazuron (6-OH-

MB' TJ), ont été irradiées dans l’enceinte polychromatique à 310 nm. La phototransformation

a ét stoppée au maximum d’accumulation des photoproduits. L’eau a été éliminée par un

évaj orateur rotatif et le résidu sec a été envoyé dans un tube scellé pour analyse en CHLP-
ESL MS. L’ensemble des photoproduits a été identifié par les deux modes (positif et négatif).

De a même façon une portion de 50 mL est irradiée, évaporée et analysée par RMN après

dis» Tution dans un solvant approprié.

n.i .7 - ACTINOMETRIE AU FERRIOXALATE DE POTASSIUM

n.A.7.1 - Définition :

Un ictinomètre est un composé pour lequel le rendement quantique est connu pour différentes

lonj ueurs d’ondes.

Nois avons utilisé dans ce travail le ferrioxalate de potassium comme actinomètre.
Cet actinomètre est très sensible et convient pour un nombre de photons absorbés de 1014 à
101' photons.cm'3. De plus il présente un large spectre d’absorption de 254 à 577 nm .

II.A.7.2 - Principe :

Qui nd une solution aqueuse de K3Fe(C204)3 (acidifiée avec de l’acide sulfurique) est irradiée
par la lumière, les ions Fe3+ sont réduits en ions Fe2+ suivant le schéma réactionnel (Rabek,
1982) :

[Fem(C204)3]3- [Fen(C204)3]2-+C2C4-

[Fem(C204)3]3 + C2CV [Fell,(C204)3 ]2* + C2042'

[Feni(C204)3]2- fFen(C204)2 ]2' + 2 C J2

î|produit de la réaction K2Fej(C20, • 'absorbe nas la lumière incidente et les ions Fe2*
hroline : en effet ces ionsfacilement dosés {
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forment avec ce réactif un complexe coloré qui peut être dosé par une méthode

spectrophotométrique.

II.A.7.3 - Mode opératoire

Une cellule ronde de 1 cm de trajet optique a été remplie par une solution de ferrioxalate
0,006 M et irradiée 296 nm pendant 5 et 10 minutes respectivement. Un volume V) de 2 mL
de la solution irradiée a été prélevé et transféré dans une fiole jaugée de 1 0 mL renfermant 1

mL du tampon acétate (600 ml de CH3C02Na (1 N) + 360 mL de H2S04 (1 N) + eau qsp 1 L)

et 0,5 mL de la solution 1,10-phénanthroline à 0,1 %. Le volume a été complété avec de l’eau

àV2= 10 ml.

Un blanc a été préparé de manière identique mais en remplaçant la solution irradiée de
ferrioxalate par 2 mL de la solution non irradiée. Après une heure de repos, l’absorbance de la
solution à été mesurée à 510 nm. L’intensité Io de la lumière incidente est calculée par la
relation :

6,023x1 02,lxlOxZ)510
Io=

2X/JI0X£S10XO/,I,, X/X(1 10-"1-)

E510 = 1,1 18 x 104 mol’.L.cm'1
Lsio = trajet optique à 510 nm = 1 cm

L24
-A2961-10 ~ 1

tj = 300 secondes et t2 = 600 secondes

On obtient ainsi : Io = 3.20 x 1014 photon cm 2 s'1

II.A.7.4 - Rendement quantique de disparition

A.7.4.1 - Définition :

; Le rendement quantique de disparition toi: •-! ■ bnnation) .Lnn cem;:..» ■.} est défini comme

j étant !e rapport de nombre des molécules trans- a;nées (ou tonnées) p: ;dant un temps i au

! nombre de photons absorbés pendant le même tc-’ps.



Les endements quantiques initiaux de disparition des substrats ont été calculés par la

relati >n :

O = AC.V.N/Ia.t

AC = Co-Q: mol/L déterminée par CHLP

N = nombre d’Avogadro

V = volume de la solution irradiée (L)

t = temps d’irradiation en (secondes)

la = nombre des photons absorbés par la solution, avec la = IQ(1-10A)

Le fi ox de la lumière Io absorbé par la réaction a été déterminé par actinométrie chimique en

remi laçant le composé utilisé par un actinomètre comme il est décrit précédemment.

L’ab arbance des photoproduits générés au cours d’irradiation induit une diminution de

Tabs trbance du substrat. Lorsque la différence d’absorbance avant et après irradiation est

impc rtante, il est nécessaire d’apporter une correction pour tenir compte de l’absorbance des

phot >produits.

A t = 0, l’intensité absorbé par le substrat est :

[Ia]«, =Io(l-10AO)

à la in de l’irradiation (correspondant au temps t), l’intensité absorbée par le substrat est :

[la], = IO(1-10‘A,)X(AO/A,)X(C,/C0)

où A, : est l’absorbance totale de la solution
I C, : la concentration finale du substrat

La pâleur de la utilisée pour calculé est la moyenne arithmétique de [Ia]f=o et [la],.

CeBendcment peut également être calculer à partir de la pente à l’<
disgr rition en fonction du temps.

irigine de la courbe de

II.Ü 3 - PHOTOLYSE LASER

II.A.8.1 - Principe
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Cette technique consiste à perturber le système étudié par excitation laser, puis à suivre
l’évolution de la réaction. Elle permet ainsi des mesures cinétiques et spectroscopiques dans
l’échelle de temps de la réaction primaire.

II.A.8.2 - Objectifs

La photolyse laser sert à caractériser les espèces dites « transitoires » intervenant dans la

phototransformation d’un substrat.

Un transitoire est une espèce de courte durée de vie, de l’ordre de la nano à la microseconde.

Ce transitoire peut être une molécule du substrat à l’état excité, un radical, un ion-radical, un

électron solvaté ou autre.

n.A.8.3 - Dispositif expérimental et principe de fonctionnement

La solution à analyser est disposée dans une cellule (cuve carrée en quartz de 1 cm d’arrêt) et

irradiée par une excitation laser pulsée qui dure quelques nanosecondes (figure II.4).

L’énergie de l’impulsion est estimée par un joulemètre. L’absorbance des espèces excitées est

mesurée dans les parties 1’, 2’, 3, 4, et 5 du système de la figure II.4. Le faisceau lumineux

servant à cette analyse spectrométrique provient d’une source UV ou visible. II traverse la

cellule perpendiculairement au faisceau laser excitateur, afin d’éviter toute perturbation par ce

dernier. Comme dans un spectrophotomètre classique, un monochromateur permet la

sélection de la longueur d’onde des mesures d’absorbance et un photomultiplicateur évalue

l’intensité lumineuse transmise par la solution.

Des mesures d’absorbance sont réalisées par intermittence (l’expérimentateur fixe la

fréquence des mesures en choisissant la base de temps. 50 ns à 100 ps par division) e-

variations de l’absorbance au cours du t rrons (à /. fixe'! ;ont enregistrées sur un oscillosco:

Le signal numérise c-v transmis à '.veine inlb; matique incorporé qui permet de trait-

données et de calculer ies constante eu. pies.

La répétition des mesures a différent longueurs l'onde permet de tracer, poil ' par p<>:
spectre d’absorption de ; t uisitoirc



ILA.8.4 - Mode opératoire

Dan le but de caractériser les transitoires intervenant dans la phototransformation du 2-

men aptobenzothiazole, des expériences de photolyse-laser couplée à la mesure des spectres

©ÿ 543

2'

2

K6
} prisme

3- Cellule : cuve carrée de 1 cm
4- Monochromateur
5- Photomultiplicateur
6- Oscilloscope

1- Déclencheur
2- Joulemètre
1 Source d’analyse
2’- Filtre

STAT1 IN
DE

TRAVAIL

Figure 11.4 : Schéma de principe de l’appareillage

d’ab orption des espèces transitoires ont été conduites. C’est ainsi que des solutions de 2-

mereaptobenzothiazole (3 x 10'5 M) ont été irradiées par une impulsion lumineuse cohérente,

brèv* (un éclair qui dure 9 ns), intense (1,6 mJ.impulsion'1), monochromatique (ÿcitation =
266 nm) et très directive. L’absorption de cette radiation conduit à la formation des plusieurs
espé es transitoires. De la forte intensité de l'impulsion découlent des concentrations locales

en suffisamment élevées pour permettre des mesures spectroscopiques.
[,’abs orbance des transitoires est mesurée par spcctrophotométrie UV-visible. Pour cela il est

nécessaire de mesurer au préalable l’absorbance de l’échantillon avant irradiation. Cette
mesure constitue la référence à partir de laquelle sont déterminées les variations d’absorbance

aprèf l'impulsion. On mesure une augmentation de l’absorbance lorsque l’on travaille dans

unepamme de longueurs d’onde où le transitoire absorbe mais pas le produit de départ ; en
rev»che, si le produit de départ absorbe, on peut observer une diminution de l’absorbance.

malpé l’absorbance des transitoires, suite au dépeuplement de l’état de base.

Le pectre d’absorption est tracé point par po nt, c’est à dire que l’experience est répétée dans
es Mime conta:; s à toutes les longueurs d’onde
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ILA.8.5 - Dispositif expérimental

Les études en cinétique rapide ont été réalisées à l’aide d’un ensemble Applied Photophysics
(LKS 60). Le laser était un quanta-Ray GCR 130-1 Nd : YAG (largeur de l’impulsion = 9 ns)

muni d’un doubleur, tripleur et quadripleur de fréquence. On a travaillé avec la raie à 266 nm

(raie fondamentale à 1,064 pm quadruplée). Les absorptions transitoires ont été mesurées

avec un système de détection constitué d’une lampe xénon pulsée (150 W), d’un

monochromateur et d’un photomultiplicateur IP 28 ou R928. Le signal du photomultiplicateur

était numérisé par un oscilloscope programmable (HP54522A). le signal numérique était

ensuite traité par un logiciel fourni par Applied Photophysics.

n.9 - DOSAGE DES IONS IODURE

Etant donnée que les ions iodure présentent une bande caractéristique en UV à Xmax= 222 nm
et un pic bien résolu à tr= 2 min, il a été possible de les doser par CHLP à détection UV par

étalonnage de l’appareil avec une série des solutions étalons de Nal et la construction de la

courbe d’étalonnage (figure II.5).

(R = 0.99982)10-
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PARTIE B : BIOTRANSFORMATION

II.E .1 - MICROORGANISMES

• Dt ux souches fongiques sont testées : Aspergillus niger et Cunninghamella elegans sont

des: ouches commerciales isolées de sols traités par des herbicides type phénylurées.

• E :ux souches bactériennes de Rhodocoqucs ont été aussi testées : Rhodococcus.

rode zhrous et Rhodococcus erythropolis. Ces souches ont été isolées par DE WEVER et al.

(1991) à partir de boues activées de stations d’épuration traitant les effluents d’une usine de

prod action de 2-mercaptobenzothiazole.

Les iouches fongiques et bactériennes sont conservées à - 80°C en présence de 10 % de

glyc» roi (agent cryoprotecteur). Un tube est décongelé et on ensemence un erlenmeyer de 500
mL » ontenant le milieu nutritif. Après 20, 24 ou 48 h de préculture , on ensemence à 2 % (4 %

pour C. elegans) les erlenmeyers de culture (100 mL de milieu nutritif + 2 mL de préculture).

Ces • riens sont placés sur table d’agitation (200 rpm) pendant 20, 24 ou 48 h à 27°C ou 30°C

seloi la souche. La croissance est stoppée en fin de la phase exponentielle.

Un e temple de courbe de croissance obtenu au laboratoire avec R. rhodochrous est donnée

dans la figure II.6.
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PARTIE B : BIOTRANSFORMATION

II.B.l - MICROORGANISMES

•Deux souches fongiques sont testées : Aspergillus ttiger et Cunnînghamella elegans sont

des souches commerciales isolées de sols traités par des herbicides type phénylurées.

• Deux souches bactériennes de Rhodocoqucs ont été aussi testées : Rhodococcus.

rodochrous et Rhodococcus erythropolis. Ces souches ont été isolées par DE WEVER et al.

(1998) à partir de boues activées de stations d’épuration traitant les effluents d’une usine de

production de 2-mercaptobenzothiazole.

Les souches fongiques et bactériennes sont conservées à - 80°C en présence de 10 % de

glycérol (agent cryoprotecteur). Un tube est décongelé et on ensemence un erlenmeyer de 500

mL contenant le milieu nutritif. Après 20, 24 ou 48 h de préculture , on ensemence à 2 % (4 %

pour C. elegans) les erlenmeyers de culture (100 mL de milieu nutritif + 2 mL de préculture).

Ces erlens sont placés sur table d’agitation (200 rpm) pendant 20, 24 ou 48 h à 27°C ou 30°C

selon la souche. La croissance est stoppée en fin de la phase exponentielle.

Un exemple de courbe de croissance obtenu au laboratoire avec R. rhodochrous est donnée

dans la figure II.6.
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II.B.1.1 - Conditions de culture

Micro-organismes Préculture Préculture
milieu durée milieu durée

C lampignons
A: Dergillus niger
C\ nninghamella elegans

ATCC 9142 1
ATCC9245 1,3

24 h 1 24 h
48 h 1,3 48 h

B: ctéries
Ri odococcus rhodochrous OBT1 8
Ri odococcus erythropolis BTS1

2 20 h 2 20 h
2 20 h 2 20 h

II.B.1.2 - Composition des milieux (pour un litre)

• Milieu 1 : mileu Rosazza glucose : 20 g, farine de soja : 5 g, extrait de levure : 5 g (Difco),
NtiCl : 5 g, KH2P04 : 5 g.

• Milieu 2 : milieu Trypcase Soja (bioMérieux) biotrypcase :17 g, biosoyase : 3 g, NaCl : 5
g, <2HP04 : 2.5 g, glucose : 2.5 g

•] Milieu 3 : mileu Malte extrait de levure : 5 g (Difco), extrait de malte :10 g (bioMérieux),

tiyptone : 5 g (Difco), glucose : 20 g

Tous les milieux de culture sont préalablement stérilisés à l’autoclave, pendant 20 minutes à
12[)°C, sous une pression additionnelle de 1 bar. L’ensemencement s’effectue à l’aide d’une
prt culture et sous une hotte à flux laminaire.
Le; incubations sont réalisées dans des erlenmeyers de 500 mL, contenant 1 00 mL de milieu
nutritif, à 30°C pour les bactéries et à 27°C pour les fongiques, sur table d’agitation à 200
rpn.

II.B.2 - CONDITIONS DE BIODEGRADATION

B.2.1 - Incubation des xénobiotiques

Apjès 20, 24, ou 48 h de culture, selon la nature de la souche, les cellules au repos métaboliu

lavfes et récupérées.
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❖ cas d'Aspergillus niger ou Cunning/tamella elegans : le contenu des erlenmeyers

est filtré sous hotte à flux laminaire sur un verre fritté stérile. Le mycélium récupéré est

lavé deux fois dans du tampon milieu minéral de Knap ( MMK).

❖ cas des souches bactériennes : le contenu des erlenmeyers est centrifugé à 8000 g

pendant 15 min à 5°C. Le surnageant est éliminé, les culots sont repris et lavés deux fois

dans du tampon minéral MMK (8000 g, 15 min, 5°C).

La biomasse humide récupérée (de 50 à 100 g pour 1 litre de culture suivant la souche testée)

est remise en suspension dans le tampon MMK et répartie dans des erlenmeyers de 500 mL

à raison de 5 g de cellules humides pour 100 mL de tampon (suspensions à 50 g/L de biomasse
humide).

Le xénobiotique est alors ajouté en solution dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) dans chaque

erlen (ajout de 100 pL) pour obtenir des concentrations variables selon le composé testé (les

produits testés étant rapidement et extrêmement solubles dans le DMSO, on peut préparer des

solutions mères en substrat de plusieurs mg par litre).

La concentration en produit est établie selon la solubilité de chaque produit :

•Methabenzthiazuron (MBTU) : 0,0625 - 0,25 mM
•2-Mercaptobenzothiazole (MBT) : 0,07 - 0,13 mM
•2-Hydroxybenzothiazole (OBT) : 0,13 -1,5 mM
•2-Aminobenzothiazole (ABT) : 0,07 mM
•Benzothiazole (BT) : 0,07 - 0,13 mM
•Acide 2-benzothiazolylsulfonique (BTSO.v) : 0,07 - 0,13 mM

Les cellules sont incubées en présence du xénobiotique sur une table d'agitation (200 rpm) à

30 ou 27°C suivant la souche. Les expérimentations sont réalisées en conditions stériles. Dans

tous les cas deux erlens témoins sont constitues : un témoin cellules dans lequel les cellules

sont mises à incuher dans les mêmes conditions expérimentales mais sms xénobiotique et un

rnoin xénobL ;
;*:e dans lequel le xé"...*1>ioti.;i> ■

tampon ma - sans cellules (vérification Je Ja'v v d’une é- ■ telle transform if

.. tic tique dans s conditions experimentales-

ir dans le- -mes condition-- i ■

échantillon- -- régu lie■es échantillon
;ont récupc: .• ‘kitemcu
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Tan pon milieu minéral de Knapp MMK (composition pour 1 L d'eau distillée) :

KH2P04 : 1 g
K2HP04 : 1 g

MgS04, 6H20 : 40 mg
FeCb, 7H20 : 4 mg

II.1 .3 - IDENTIFICATION DES METABOLITES

B.3.1 - Production et isolement du métabolite
du méthabenzthiazuron

B.3.1. l - ProduçHQn.çtextraction

Afir de pouvoir isoler les métabolites, une série de 15, 20, ou 30 erlenmeyers d'incubation du

MB' TJ est réalisée en conditions stériles, de façon à obtenir la production d'une quantité
importante des métabolites. Chaque erlen de 500 mL contient donc 100 mL de tampon

MM K, 5 g de biomasse humide et 3,5 mg de MBTU. L'évolution de la concentration en

MB" TJ est suivie par HPLC. En fin de dégradation, les erlenmeyers sont filtrés et 3,5 1 de

pha: e aqueuse contenant les métabolites sont récupérés.

Les métabolites sont extraits de la phase aqueuse avec de l'acétate d'éthyle (coefficient

d'ex raction élevé, vérification par HPLC). L'extraction est réalisée en continu pendant 48 h.

La j hase organique récupérée (1,5 L) est séchée sur sulfate de magnésium. Elle est ensuite

filtrée et évaporée (obtention d'un résidu huileux).

Dan certaines situations les erlens incubés ne sont pas récupérés en même temps dans le but

d’av >ir une bonne accumulation de certains métabolites qui disparaissent rapidement ou certains

autre s qui n’apparaissent que tardivement.

B.3.1.2 - Iso]emçnt_et_ purification

At« d'obtenir la meilleure séparation possible entre le métabolite et les autres produits
prés nts dans la phase organique, plusieurs mélanges de solvants ont été testés en
ChÆmatographie sur Couche Mince. Une bonne séparation des produits est obtenue sur CCM
(C®4 réalisées sur plaque de silice Kieselgel 60 F254 (Merck)) avec un mélange acétate
de® le 60 / cyclohexane 40.

unification du métabolite majoritaire produit par A niger est ensuite réalisée parLa
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Matériel eî Méthodes Expérimentales

chromatographie sur colonne de gel de silice (silice Kieselgel 60 0,063-0,200 nm Merck)

avec comme éluant le mélange acétate d'éthyle 60/cyclohexane 40. Les fractions
contenant le métabolite sont récupérées et évaporées. On obtient un composé solide blanc.
Tandis que son isomère minoritaire a été purifié sur une seconde colonne de gel de silice avec
comme éluant le mélange chloroforme/acétatc d’éthyle 70/30 v/v. Une poudre blanche est

aussi obtenu dans ce dernier cas.

Dans le cas des métabolites de C. elegans, vu leur nombre relativement élevé et l’analogie

structurale élevé entre eux, le mélange utilisé a permis d’obtenir plusieurs fractions contenant

plusieurs métabolites chacune.

B.3.2 - Identification

B.3.2.1 - Spectrométrie de masse

Les spectres ont été réalisés en ionisation chimique et /ou par impact électronique sur un

spectromètre Hewlett Packard MS Engeen 5989B.

Les métabolites produits par A. niger ont aussi été identifiés par HPLC/Masse dans les deux

modes positif et négatif.

B.3.2.2 - Spectrométrie de RMN

Les spectres de RMN 'H ont été enregistrés :

soit à 200,13 MHz sur un spectromètre RMN Bruker Avance 200

soit à 300,13 MHz sur un spectromètre RMN Bruker Avance 300

soit à 400,13 MHz sur un spectromètre RMN Bruker Avance 400

soit à 500,13 MHz sur un spectromètre RMN Bruker Avance 500

avec une sonde inverse triple accord IH-|J(’-,'"‘N équipée d’une bobine de gradient sur l’axe

à 25°C dans des tubes /ÿ• > mm m- L.>i- >:>t T-- ■

1/ Analyser, par RMN cv, proto à une dimension

a) - Acquisitions •mètre 300 MHz
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La présence massive d’eau dans les échantillons (environ 55M), implique l’utilisation d’une

séqu- nce permettant d’éliminer sa résonance (pour ne pas saturer le récepteur).
La a quence choisie sur le spectromètre 300 MHz est la WATERGATE (Water Gradient -

Tailc-ed Excitation) qui, par l’utilisation de gradients de champ selon l’axe z, permet une
meill -lire suppression du pic de l’eau et une augmentation du rapport signal sur bruit, par

rappi rt à une simple présaturation. En fait, on réalise un trou d’excitation de l’eau. Les
signa îx en dehors de la fréquence de l’eau (off-résonance) sont refocalisés sélectivement par
les gradients alors que le pic de l’eau (on-résonance) est défocalisé («détruit») par les
gradi :nts. L’inconvénient de ce type de séquence est la disparition (partielle) des résonances
situé» s à ± 0,4 ppm de l’eau. Elle n’est donc pas recommandée pour l’analyse

d’olij osaccharides ou d’oligonucléotides. En revanche, elle semble parfaitement adaptée au
cas ( es benzothiazoles qui ne présentent pas de résonance directement dans la zone du
solva it. Les paramètres d’acquisition sont les suivants :

Impulsion *H de 90° : 7,5 ps
Impulsion utilisée pour la suppression de la résonance de l’eau : 15,5 ps
Délai de relaxation : 3 s
Durée d’acquisition : 3,64 s
Nombre de points : 32 768
Nombre de scans : 128-256
Fenêtre spectrale : 4 496 Hz
Nombre de Hertz par point : 0,07
Type de gradient : SINUS
Nombre de points du gradient : 100
Nombre de scans factices : 4
DI9 = l/2d = 250 ps (où d = distance jusqu’au prochain trou d’excitation (en Hz))
Durée de la séquence : 10-20 min (selon le nombre de scans).

b) - Acquisitions sur le spectromètre 500 MHz

Sur Je spectromètre 500 MHz, la séquence choisie est une présaturation utilisant deux

imposions sélectives de phases opposées. Elle permet d’obtenir un bon rapport signal sur
brui»

Les ppramétres d’acquisition pour l’analyse d’échantillons liquides sont les suivants :

• Impulsion lH de 90° : 6,3 ps
•1Impulsion sélective : 3 s (utilisée pour la m de la résonance de l’eau)
•ÿDé; ■ relaxation : 1 s
•ÿDuré cquisition : 4,67
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• Nombre de points : 65 536
• Nombre de scans : 128
• Fenêtre spectrale : 7 002 Hz
• Nombre de scans factices : 4
• Durée de la séquence : 1 8 min (pour 128 scans).

2/ Analyses par RMN à deux dimensions

Afin d’élucider la structure des métabolites, nous avons complété notre étude par des
expériences de RMN 2D parmi lesquelles : COSY 'H-’H (Correlation SpectroscopY) et

HMBC 1H-15N. Toutes ces séquences utilisent les gradients de champs, soit pour la sélection
des chemins de cohérence, soit pour la présaturation.

a) - Expérience COSY

La séquence utilisée est une COSY 45°. Cette méthode a pour objet de corréler les signaux de

protons couplés scalairement ("J'H-’H avec n < 3). Les pics de corrélation indiquent les noyaux

qui sont couplés entre eux et permettent donc une attribution directe des protons voisins.

Les paramètres d’acquisition utilisés sont les suivants :

• Nombre de scans : 40
• TD 1 : Nombre d’expériences : 256
• TD 2 : 1 024
• Durée d’acquisition : 136 ms
• Puise *H de 45° : 4 ps
• Puise 'H de 90° : 8 ps
• Fenêtre spectrale {F2} = {Fl } : 3 754 Hz (7,5 ppm)

Afin d’aller plus loin dans l’analyse structurale des métabolites, des expériences de RMN

pour détecter les corrélations hétéronucléaires des protons avec les noyaux carbone et azote

ont été réalisées. Compte tenu de la faible sensibilin- de ces deux noyaux et de la

concentration des métabolites dans les échantillons, no-i . ms effectué ces expériences en

ucteeti >n inverse, i.a détection inverse ou mmrccte cou . , a obtenir les paramètres K\l,\

déplacement chimique, TV..) d’un noyau \ peu sensiiu ■ u observant le signal RMN d'un

ms donc utilisé une expérience

spécifiques, que nous .ili.m

vaucoup [dus sensible (proton eu

d ' :l-l5X. Cette séquence possède le- mamèire

il). N:oune u;
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b) - Expérience HMBC >H-15N

Cette méthode permet de détecter les couplages entre les protons et les atomes d’azote séparés

par trois ou quatre liaisons.
L’abondance naturelle de l’azote 15N est de 0,37 % et sa sensibilité relative par rapport au
proton est de 1,04 x 10'3, ce qui donne une sensibilité absolue de 3,85 x 10"6 pour l’azote

(pour comparaison : elle est de 1,76 x 10"* pour le carbone 13). Cela signifie que la RMN de
l’azote 15 est approximativement un million de fois moins sensible que celle du proton et
:elle du carbone 13, 10 000 fois moins sensible. La valeur de la constante de couplage doit
;tre connue ou estimable à environ 30 % près puisque cette séquence est modulée par le

■ ouplage"JW De la même manière que dans l’HMBC ‘H-I3C, le délai doit être ajusté :

Id=
2 xnJ\

I est de l’ordre de quelques dizaines de ms puisque le couplage longue distance est de l’ordre

dî quelques Hertz. Pour l’azote 15, le problème est qu’il existe une grande diversité de

c* instantes de couplage longue distance et qu’elles sont peu connues. Différents essais pour
d s constantes "J'H-ÿN comprises entre 3 et 6 Hz ont été réalisés (80 < d < 160 ms).

Les paramètres d’acquisition de RMN utilisés sur les spectromètres 300 MHz sont regroupés
dt ns le tableau II.4.

Lts déplacements chimiques de l’azote sont donnés par rapport au nitrométhane comme
réiërence externe.

Polir connaître la structure de métabolite majoritaire d 'A. niger avec précision, une RMN 2D
invrse 'H-15N a été utilisée.
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Tableau 11,4 : Paramètres d’acquisition des expériences HMBC‘H- 5N utilisés
sur les spectromètres 300 MHz

Spectromètre 300 MHzParamètres

Impulsion 'H de 90°

Impulsion ,5N de 90°

7,5 ps

27 ps

Nombre de scans 32

TD 1 (Nombre d’expériences) 128

1 024TD 2

Durée d’acquisition

Fenêtre spectrale lH

Fenêtre spectrale 15N

1,24 s

1 ,4 ppm

250 ppm

80-120 ms (selon le couplage
3J ou 4J souhaité)

environ 4 heures

Délai d’évolution da

Durée de la séquence

II.B.4 - TEST MICROTOX®

De nombreuses méthodes normalisées existent pour évaluer la toxicité de molécules minérales

ou organiques. Elles utilisent divers types d’organismes vivants : poissons, crustacés, algues,

mais aussi bactéries, levures ou cellules isolées. I.es délais de réponse sont souvent longs ; il

est parfois nécessaire d’avoir une importante quantité de toxique et la mise en œuvre de ces

tests est souvent lourde.

Le svstèmc Micron.'." per * :i de palier ce- inconvénients (Joret c/ al.. 19X6). l a rapidité et la

simplicité de ce test allies >. a te bonne c -elation des résultats avec de nombreux antres test

de toxicité, notamment avec le test sur iaphnies en font un remarquable out:. de mesure
' 986). De nombre; i- composes c!u"';

< utefois pas d r u .• urer • - : àr.;'-. ." •

(Orange et Pesc'vux.

testés par cette

ots.. te: :S :v
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Le protocole utilisé est celui prescrit par la société Microbics (1995), fabricant et dépositaire

du système. Le principe du test repose sur la mesure de l’inhibition de la luminescence
naturelle de la bactérie Vibrio fisheri (autrefois appelée Photobacterium phosphoreum) en
prése ice de différentes concentrations de toxique.

On u ilise une souche bactérienne commercialisée sous forme lyophilisée, stockée à -4 °C,

régénérée au moment de l’emploi et maintenue à 5 °C le temps de l’expérimentation. Le test
s’effe :tue en milieu salé à 15 °C, température optimale de croissance de V fischeri. Il consiste
à meiurer, grâce à un photomultiplicateur, l’émission lumineuse émise par les bactéries
témoi is et par les bactéries en présence de différentes concentrations du toxique étudié (tous

les mi ieux et réactifs sont vendus par la société anglaise Azur Environmental).
Le logiciel commercialisé par Microbics permet l’enregistrement des données, ainsi que le

calcul rapide de la Concentration Efficace qui correspond à un abaissement de 50 % de la

bioluminescence naturelle de la bactérie (CE50).

Dans :ette étude, les mesures de toxicité ont été effectuées avec la collaboration de Frédérique
Bonn* moy du Laboratoire de Biologie des Protistes de l’université Blaise-Pascal, de
Clenront Ferrand France) dirigé par le professeur J. Bohatier.
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Phototransformation de Vloxunil et du Chloroxunil

III.1- CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES

III.1.1- Détermination de la solubilité et du pKa

La solubilité du bromoxynil dans l’eau est de 130 mg.L'1 en se référant à Tomlin et a/.(2000).
Cette même référence signale que l’ioxynil est pratiquement insoluble dans l’eau.
Cependant, il était possible d’évaluer sa solubilité à 42,3 mg.L"1 par comparaison du spectre
d’absorption UV d’une solution saturée avec celui d’une solution de référence contenant un
faible pourcentage de méthanol. La valeur trouvée indique que celle avancée par la référence
précédente pour le bromoxynil est surestimée.

Le chloroxynil était suffisamment soluble pour le présent travail et sa solubilité n’a pas été
déterminée avec précision.

Les pKa du chloroxynil, du bromoxynil et de l'ioxynil ont été évalués par Nolte et u/.(1995) à
4,9 ; 4,3 et 4,5 respectivement.

Pour notre part nous avons évalué le pKa de l’état fondamental du chloroxynil en suivant la

densité optique au maximum d'absorption de chacune des deux formes (250 et 280 nm), en
fonction du pH (Figures III.1 et III.2). Les deux formes donnent pratiquement la même valeur

soit 3,78.
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

Tableau III.1 : Valeurs des pKa de quelques dérivés phénoliques

CN CN

oCi mposé Br
OH OHOH

Phénol 4-hydroxybenzonitrile 3-bromo-4-
hydroxybenzonitrile

10,0 7,6-7,74
(Schulman et al.,1981)

pi a 5,8
(Kortiim et al.,1961) (Bonnichon, 1999)

CN CN CN

C« mposé Bi Cl
OH OH OH

3, 5-dibromo-4-
hydroxybenzonitrile

3, 5-diiodo-4-
hydroxybenzonitrile

3, 5-dichloro-4-
hydroxybenzonitrile

pit a 3,86 3,96 3,78
travail présent(Tomlin, 2000) (Tomlin, 2000)

En effet, le phénol voit son pKa décroître d’environ deux unités par l’introduction d’un

groupement cyano, fortement électroattracteur, en position para de la fonction phénol. Cette
influence sur le pKa s’accentue par l’introduction d’un atome, voire deux atomes d’un
halogène dans la position 3 et/ou 5 du cycle benzénique. Il apparaît en toute évidence que
cette influence suit l’ordre d’évolution de l’effet inducteur-attracteur des halogènes à savoir :

I < Br < Cl < F
Par conséquent, la valeur avancée par Nolte et al. (1995) pour le chloroxynil s’écarte
nettement de cette régularité constaté pour le groupe.

En on peut déduire que dans les conditions environnementales ces composés se
troAent majoritairement sous leurs formes anioniques.

III.1.2- Spectre d’absorption UV

Le Ipectre l'V d’une >1; M\ aqueuse de chloroxynil présente deux bandes d'intensités
d’absorption se trouvent à 217 et 2*0 nm (Figure III 3a). Leseon»arables. Leurs max
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroximil

coefficients d’extinction molaire, e, correspondants sont de l’ordre de 24200 et 15070 mol'1 L
cm'1 respectivement.
L’ioxynil présente lui aussi deux bandes l’une centrée à 237 nm et l’autre à 285 nm. Les
coefficients d’absorption molaire ont été évalués à 25100 et 17000 mol'1 L cm'1 (Figure

m.3b).

Les deux herbicides absorbent d’une manière appréciable la lumière du jour ce qui entraîne

une bonne photoréactivité vis à vis de la lumière naturelle.

2.5-

2.0
3-

u 1.5l■e2-

I 1-°
< <

0.5

0 0.0
350 1ST 3501ST "300" 400 20-0 400200

Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Fig 111.3a: Spectre d‘absorption UV
du chloroxynil en solution aqueuse

Fig II1.3b : Spectre d’absorption UV
de l 'ioxynil en solution aqueuse

Le tableau III.2 présente quelques caractéristiques spectrophotométriques des trois substrats.

Tableau III.2 : Paramètres Spectrophotométriques du chloroxynil, du bromoxynil et de
V ioxynil

.
1Forme moléculaire Forme anionique

f
(M 1 cm"1) j U(nm) aCM'1 cm1) Réf. Bibüng. |(nm)

33500
1.7x00

215 24200
15070

! Travail présent215Chloroxynil ::280250- ~ T . -,
Chloroxynil 26760

28J.

________
; 19650

1 ’ 1 et et
I vos

1 218
: ,j.. i

1: 1280Chloroxynil

283' 7.f 1820«r—i,
- t !in e* Via
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

235 34100 Travail présentlox /nil 237 25100
17000285

lox 235 32820 237 25400
17300

Millet et al.,
1998285

258 | Nolteeto/., 1995lox nil 284

ni.1.3- Spectres de masse et de résonance magnétique nucléaire

Le ;pectre de RMN du proton de l’ioxynil commercial (M=371) dans l’acétone deutériée
prêt ;nte un singulet à 8,19 ppm correspondant aux deux protons aromatiques équivalents et

un a Jtre singlet à 9,08 ppm correspondant au proton du groupement hydroxyle (Figure m.4).

• r S 1 -,.a

I I
/

j<

-- TTi -•'.O «*.o

Figure III.4 : Spectre de RMN 1 H del 'ioxynil commercial

En s pectrométrie de masse par ionisation chimique (CH4) on obtient 372 (m/z+1), 400
(ml*-29) et 412 (m/z+41) (Figure in.5).
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Phototransformation de Vloxxmil et du Chloroxunil

Scan 18 {0.530 min) : DCI168.D - CORRUPT
312
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Figure III.5 : Spectre de masse de l ’ioxynil commercial

On note aussi sur le même spectre la masse 246 qui correspond au produit de réduction. C’est
peut être une impureté du composé de départ ou bien il s’agit d’une décomposition thermique

dans l’injecteur, car on ne voit pas d’impureté notable sur le spectre de RMN, néanmoins, ce

fait peut être expliqué par la sensibilité de la méthode. En revanche, l’isolement d’une petite

quantité de ce produit lors de l’essai préparatif (en absence de tout agent réducteur dans le

milieu réactionnel) laisse penser qu’il s’agit bien d’une impureté.

De son côté le spectre de RMN du chloroxynil commercial (M=187) dans l'acétone fait

apparaître un singulet à 7,9 ppm correspondant aux protons aromatiques équivalents (Figure

III.6).

K
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxvnil

Le spectre de masse du chloroxynil pur, représenté sur la figure III.7, donne les pics
canictéristiques d’un composé dichloré suivants : m/z+l=188, 190 et 192 ; m/z+29=216, 218
et 2 10 ; m/z+41=228, 230 et 232 dans les rapports 9:6:1.

îdance Scan <2 .636 min) : DCt354H.ET
1X0 41 190

188
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34 192

.>0000 22858

0000 182
I 9-1148170

iW7 134 168 206 244 2532îlo iéo
Ui. te0 « a!o1Ô0 lio Mo' 2t0n/, -> 120

Figure III.7 : Spectre de masse du chloroxynil commercial

III.: i- PHOTOTRANSFORMATION DE LTOXYNIL ET DU CHLOROXYNIL
EN SOLUTION AQUEUSE

III.2.1- Etude spectrophotométrique

a) - Irradiation à 296 nm

Le spectre UV-visible d’une solution de chloroxynil (KT* M), à pH légèrement basique.
irrad'ée à 296 nm à l’aide d’un monochromateur, montre une diminution progressive de deux
bandes principales entre 200-234 nm et 263.6-313.6 nm respectivement, ainsi qu’une
augmentation de l’absorbance entre 234-263.6 nm et la formation d’une nouvelle bande à 250
nmfrigure III.8).

Le Éiectre UV-visible montre aussi une légère augmentation de l’absorbance entre 313-400
nm e l’apparition d’une bande de faible intensité.
CeAspect du spectre mtre bien une évolution de la solution au cours de l’irradiation. On
conSate, en outre 1 tints isobestiques à 234,1; 263.6 et 313,6 nm
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

respectivement, ce qui signifie bien que la stœchiométrie reste constante pendant les dix
heures de la phototransformation et qu’il y a bien accumulation des photoproduits.

4

0 h
0.5 h
1 h3- B -1.5 h

- 2 h\1flO 10 h
§ 2- I•e %s \Xi \\t< %

11 -

0
200 250 300 350 400

Longueur d’onde (nm)

Figure III.8 : Evolution du spectre d’absorption UV-visible d’une
solution aqueuse aérée de chloroxynil (10'4 M) irradiée à 296 nm

b) - Irradiation à 313 nm

Le spectre UV de l’ioxynil irradié à 313 nm à l'aide d'un monochromateur montre une

diminution de l’intensité de la bande d’absorption située entre 266 et 328 nm centrée à .'.K:

nm alors qu’on observe une augmentation de l'intensité de la bande d’absorption située entre

250 et 210 nm centrée au début à 236 nm mais qui se déplace vers des courtes longueur.'

d’onde au cours du temps (figure IM.O). line légère augmentation est aussi notée dam- e

intervalles 250-266.et 327-400 nm

1 lu ■ 'titre le spectre présente tr -
. mints isobestiques ont ten i

t . . hotoréaction des photoprod-

mes à 52 . 266 et 251 nm respective

arrè. ' ares d’irradiation, ce qu; a



Phototransformation de l’Ioxunil et du ChLoroxunil

t=Oh

2-

d
I t=5.5h

< 1-

0-
"25Ô" 300200 350 400

Longueur d'onde (nra)

Figure III.9 : Evolution du spectre d'absorption UV-visible d’une
solution aqueuse aérée d’ioxynil (2,33x1(T5 A4) irradiée à 313

Irradiation entre 275 et 3ÿèc) - nm

Dani un but préparatif, des solutions ont été irradiées dans un réacteur en quartz entre 275 et

365Jim en utilisant le dispositif à 6 lampes décrit précédemment (§ II.A.5.2.a).

III.2.2- Etude analytique

a)- Ioxynil

a.1 - Analyse chromatographique :

Aromatogramme de la figure III.10 montre bien la formation de plusieurs photoproduits
donJle Pj3 qui semble être le photoproduit majoritaire parmi d’autres. De ce fait il nous a
*eml é utile de - isoler et de les caractériser.
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r Ioxynil

8

?«
CO

2

I 4■g
I PB

2

PB
PU

0

T TT U5 7 93
min.

Figure 111.10 : Chromatogramme HPLC d’une solution !(T4 M d’ioxynil irradiée entre
290 et 365 nm (colonne Cjg ; éluant : eau acide/méthanol (40/60); = 237 nm)

a.2- Caractérisation des photoproduits :

Six fractions ont été séparées par CLHP analytique utilisée à des fins préparatives. Quatre

photoproduits ont pu être identifiés par masse ou par RMN.

& Photoproduit Pi}

Ce photoproduit a été identifié par introduction directe et ionisation

chimique (CH4) et par RMN. Les résultats obtenus sont les

suivants :

- Masse : m/z=151. m/z+l =152, m/z+2‘> ISO. ni■/.■41 ce qui

• .le conclure vi il s’agit du 3,4.?-' i i: \> veu -
acétone ‘'ÿ -ungulet à 6,8? ppm

CN

o
otr OH

)H

Pu

i



Phototransformation de l'Ioxunil et du Chloroxunil

-Scan 80 (3.416 siin): DCI171.D - CORRUPT
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Figure II1.11 : Spectre de masse du photoproduit Pu

& Photoproduit Pa

La q uantité isolée a suffit pour la masse et la RMN.

- Mi sse : m/z=135, m/z+l=136, m/z+29=164, m/z+41=176
- RP IN : Le signal large vers 9 ppm dans l’acétone Dô, mais qui disparaît par addition

de D2O, correspond aux 2 OH. Les trois protons aromatiques sont situés à 7,15; 7,14
et 6,97 ppm. On voit sur l’agrandissement de la zone aromatique que l’intégrale du
massif à 7,14 ppm vaut deux fois plus que ce-lui de l’autre massif.

Le premier proton à 7,15 ppm (couplage 1,8 Hz) correspond à H2, le 3ème à 6,97 ppm
(couplage 8,7 Hz) à Hset le proton doublement couplé à 7,14 ppm correspond à Hô.
Le Signal à 2,04 ppm correspond à l'acétone D? et celui vers 3 ppm à des traces d'eau,
inévitables du fait que la réaction a lieu en solution aqueuse. La structure proposée est donc
celle du 3.4-dihydroxybenzonitrile.

CN

OHH
OH

Pi2
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Phototransformation de VIoxvnil sî du Chloroxunil

Scan 69 (2.353 min): DCI174.D - CORRUPTAbundance
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Figure III.12 : Spectre de masse du photodroduit Pa
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Scan 110 (3.690 min): DCI17S.D - CORRUPTSi idance
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Figure III.14 : Spectre de masse du photoproduit Pu

-RMN : Les deux OH résonnent à 9,5 ppm. Ils disparaissent par
addil on d’un peu de D20 dans la solution. Les deux protons

aromatiques couplés méta sont à 7,63 ppm (H6) et à 7,18 ppm (H2).

La « nstante de couplage est de 1,7 Hz.

CN

O
OHl

OH

Pi3

y1

VA
_

L _À

W war
l'a L 5 —T" "5“

Figure III. I5\: Spec Æ.V/A / . , ‘t iprodu !’.
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

& Photoproduit Pu

La quantité obtenue étant trop faible pour faire un spectre de RMN, le produit a été analysée

par spectrométrie de masse, ce qui a donné les résultats suivants :

- Masse : m/z-245, m/z+l=246, m/z+29=274, m/z+41=286, valeurs compatibles avec

le 4-hydroxy-5-iodobenzonitrile.

CN

O
H I

OH P14

Scan 66 (2.826 min): DCI170.D - CORRUPTAbundance
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Figure 111.16 : Spectre de /tinsse du photoproduit P,t

Coproduits Pjf>
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

& Photoproduit Pu

La c uantité obtenue étant trop faible pour faire un spectre de RMN, le produit a été analysée

par pectrométrie de masse, ce qui a donné les résultats suivants :

- Masse : m/z=245, m/z+1=246, m/z+29=274, m/z+41=286, valeurs compatibles avec

le 4* hydroxy-5-iodobenzonitrile.

CN

OH P*

35 ndance
2 00000-

Scan 66 (2.626 min) : DCI170.D - CORRUPT
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Figure II1.16 : Spectre de masse du pliotoproduit P,4

& Photoproduits Pm

I - La spectrométrie de masse a montré qu'il ne s’agit pas d'un produit unique mais
d'ul mélange de produits qui correspondent probablement aux produits d'ouverture du cycle
aromatique du composé trih i \ylé. Leurs temps de retentions !ai
mèlJ des produits très polut

apposer q< ' 1 s'agit
ûre ionisés (acides carboxylique alici iques).

92



Phototransformation de l’Ioximil et du Chloroxvnil

Abundance Scan 35 (1.S1<1 mini: DCI172.D - CORRUPT
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Figure III.17 : Spectre de masse des produits de la fraction Pto
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Phototrans formation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

Nou. avant essayé de faire une attribution de certains pics de masse à la lumière de la

rerrn rque précédente sans toutefois avoir des preuves très solides (voir mécanisme du schéma
ra.i).

b)- Chloroxynil

b.l- Analyse chromatographique

Le chromatogramme de la figure HI.19 ressemble qualitativement à celui de l’ioxynil,

cepe îdant, on remarque une meilleure accumulation du produit de la monophotohydrolyse et

que 1; produit trihydroxylé vient au deuxième rang.

Chloroxynil

»
Pc3

S

Pel

i o

Fig ire III.19 : Chromatogramme HPLC d'un solution de Chloroxynil (10~4 M) sous forme
anionique (pH=6.3) irradiée à 296 rm en milieu aéré. Détection à 216 nm
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Phototransformation de Vloxunil et du Chloroxunil

a.2- Caractérisation des photoproduits :

Ç> Photoproduit Pci

' - Masse : m/z=151, m/z+l=152, m/z+29=180, m/z+41=192,

Scan 123
1*2

(3 . 045 min; DCI356H.D
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Figure III. 20 : Spectre de masse du photoproduit Pci

- RMN : montre un signal à 6,83 ppm correspondant aux deux protons équivalents du

cycle benzénique. Ces données sont compatibles avec le 3,4,5-trihydroxybenzonitrile.

Figure III.21 : Spectre R MS 1 H du photoproduit Pci

& Photoproduit Pc:

- Masse - m/z=135, m/z+l=136, n • 1 >=164. m/z+41= I76, données compatibles

e<: la structure de produit mixte d’oxydore - /onitrile.
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

SBC îdance Scan 16b IT.045 min): DCI357H.D
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Figure III. 22 : Spectre de masse du photoproduit PC2

& Photoproduit Pc3

- Masse : m/z=169, m/z+l=170, m/z+29=198, m/z+41=210

4_
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177023 minj : lXJlJ58H.LTScan 74
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Figure 111.23 : Spectre de masse du photoproduit Pcj

- RMN : les deux protons aromatiques sont à 7.45 ppm (H6) et à 7.25 ppm (H2).
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil

7.3 7.4 7-2 7-07-3 6-3 «5-6

il
T TT T O1 X O 9 a 6 3 X — X

Figure 111.24 : Spectre RMN IH du photoproduit PC3

CN
La présence des pics m/z = 170/172; 198/200; 210/212 dédoublés
montre bien qu’il s’agit d’un produit monochloré. Ces valeurs
correspondent à M+l, M+29 et M+41 pour le 5- chloro-3,4~

dihydroxybenzonitrile. La masse 341 correspond au dimère protoné

(2M + 1), ce qui résulte d'un problème de la technique de mesure.

Q
ci OH

OH

Pc3

III.2.3- Etude cinétique

a)- Disparition à 296 ou 313 nm

Sur les courbes b - esnarilinn ; ■:ynil : cure 111.25 ) et de Pic-:
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxunil
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Figure III.25 : Evolution du chloroxynil irradié à 296 nm (insertion : détermination de
l'ordre de la réaction)
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Phototransformation de l’Joxunil et du Chloroxunil

b)- Disparition à A, > 275 nm

b.1- Dans l’eau pure

Dans des concentrations comparables, le chloroxynil disparaît plus vite que l’ioxynil avec une
décroissance typique d’une cinétique du 1er ordre (kj = 0.037et kc = 0.056 min'1 ; tn/2 = 19 et

tci/2= 12 min) (figures III.27 et 111.28).

1.2
1 °*

10
0.8

S' 0 8? '8V "06

&f 04 I 0,45?
â

0.2

00- 00- Z"eo" UT 300 o 120
Temps (min) Temps (min)

Figure III.27 : Evolution de l 'ioxynil
irradié en UV artificiel (275-265 nm)

Figure III.28 : Evolution du chloroxynil
irradié en UV artificiel (275-265 nm)

Ces résultats expérimentaux montrent que bien que la réaction de la photohydrolyse (réaction

prédominante au début de la réaction) soit bimoléculaire, l’ordre global est égal à un, ce qui sc
justifie de la manière suivante : l’eau à la fois réactif et solvant du système, est en grand excès

par rapport au chloroxynil (par exemple, [chloroxynil] 1.2x1O'1 M et [H2O] = 55,56 M

lorsque la réaction complète est terminée; [chloroxynil] ■ 0 et [II2O] = 55,56-1,2x10"4 -
55,559 M. Ainsi la diminution de l’eau apparaît très négligeable et l’on peut considérer que
[H2O] = Cte. La relation de Van’t Hoff devient :

dfchlorox v nil|/dt = k[chloroxynil | x |1LO|t x ; enl-iroxynilj.

:o-constanle d'or.'r • ' Ani i -( ) ] ■ pa\ e .

(à ee qui c vene les pu produits de la irni’e'.'.innaii.-n

'.'it de la moriop.io ituin>
■' .’•prod* lits. 1

il apparai .1 r renient

piiOloprvv'. ... eùi.airesu .1 ri;. ■. ;

,.v

I 99

«



11"

1

1
I

A



Phototransformation de l’Joxunil et du Chloroxunil

Contrairement à l’ioxynil, le photoproduit de la double hydrolyse du chloroxynil (Pci) est plus

important que celui de la réduction (PC2) (ligure 111.29).

1C-.-- ••

I p°
* P*

* P,
• P,
■ P,

5-

"a
42-

2-

i
0.0

4
*

2017 ~60 17TT 1.0 2.5

Temps (min)Temps (heures)

Figure 111.30 : Evolution des photoproduits
de l’ioxynil irradié à A >275 nm.

Figure III.29 : Evolution des photoproduits
du chloroxynil irradié à A>275 nm.

b.2- En présence des acides humiques

Une solutions 1,17 x ÎO”4 M de chloroxynil a été irradiée en présence des acides humiques

Aldrich (26 mg L‘l). Il peut être noter à partir de la figure 111.31 que les acides humiques ont

un effet inhibiteur sur la dégradation. Ce qui signifie qu’à cette concentration, leur effet écran

l’emporte sur leur effet inducteur. Le même effet a été signalé par Kochany et al. (1991) sur la
disparition du bromoxynil en présence des acides fiilviques.
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To
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I 0.3- Ië

j
I ■ i ' r ■ 7 ’ 1 ““T - - "J
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Figure 111.31 : Evolution de. la concentration du chlorovnil
irradié en UV artificiel (275-265 nm) en présence des acides humiques Aldrich (26 mg/L)
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Phototransformation de l’Ioxunil et du Chloroxxmil

Cou me prévu, la présence des acides humiques induit une meilleure production du

photoproduit de la réduction (Pÿ) (figure III.32).
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î
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* Pe1

2 3-
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°- "
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Figure 111.32 : Evolution des photoproduits du chloroxynïl
irradié à A > 290 nm en présence des acides humiques

c)- Disparition en conditions naturelles

c.1- Dans l’eau pure sous irradiation solaire

Des i olutions de chloroxynil 1,17 x 10“* M et d’ioxynil 1 x 10-4 M ont été exposées au soleil

dans des tubes horizontaux, comme décrit dans le chapitre II (§ U.5.2.c) au mois d’avril
(ioxy lil) ou juillet (chloroxynil) entre 10 h et 15 h GMT pendant des journées à ciel dégagé.

Des j rélèvements ont été effectués toutes les demi-heures et les échantillons ont été analysés

par CLHP. Les résultats apparaissent sur les figures UI.33-III.36. Dans les deux cas, la

décro ssance de l’herbicide correspond à une cinétique apparente d’ordre 1 avec kc =0.0056 et

kj = 0.012 min*1 ). Les cinétiques d’apparition des deux photoproduits Pi et P2 sont clairement

celles d’une formation secondaire alors que le produit majoritaire de la monophotohydrolyse
est un photoproduit primaire pour les deux composés (figures III.34-UI.35).

Par ailleurs, la succession qualitative des photoproduits est identique à celle observée dans les

conditions d’irradiation artificielle. La disparition en lumière artifielle est beaucoup plus

rapide que celle en irradiation solaire: à titre d’exemple il faut environ plus de deux heures
d’exposition à lumière solaire pour produire les mêmes effets que les six lampes à 310 nm

ont ptoduits en 19 minutes. Cette différence est probablement due, d'une part à la nature

*101
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Phototransformation de VIoxunil et du Chloroxunil

diffuse de l’énergie solaire et d’autre part à la distribution spectrale plus favorable à la

réaction dans le cas des 6 lampes.
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Figure 111.33 : Evolution de la concentration
du chloroxynil en solution aqueuse sous

irradiation naturelle

Figure 111.34 : Evolution des photoproduits
du chloroxynil irradié en lumière naturelle
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Figure 111.36 : Evolution des photoproduits
de l’ioxynil irradié en lumière naturelle au

mois de juin

Figure III.35 : Evolution de la concentration
de l'ioxynil en solution aqueuse sous

irradiation naturelle

c.2- Dans une eau de barrage sous irradiation solaire

Des solutions de chloroxynil 1,17x10ÿ M et de l’ioxynil 9,7xl0'5 M ont été exposées à

l’irradiation solaiie cette fois ci dans une ca.i naturelle (pli - 7,2). Duns toutes les

expériences, l’exposition a été faite de 10 heures GMT à 15 heures GMT pendant des

journées à ciel dégagé. On constate donc que les substances contenues dans l'eau naturelle

n'ont qu'une très faible influence sur la transformation photochimique du chloroxynil et de

l'ioxynil.
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Figure 111.36 : Evolution des photoproduits
du chloroxynil dans une eau de barrage sous

irradiation solaire

Fig ire III.35 : Disparition du chloroxynil
dans une eau de barrage sous

irradiation naturelle au mois de juin
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Figure 111.38 : Evolution des photoproduits
de l’ioxynil dans une eau de barrage sous

irradiation solaire

Figi re 111.37 : Disparition de l’ioxynil
dam une eau de barrage (pH=7.2) sous

irr idiation naturelle au mois de juin
\

a.3- Dosage des ions iodure :

Aprè ; équilibrage de l’appareil avec des solutions étalons de Nal, un dosage par CLHP à

détection UV-visible des ions iodure libérés au cours de la transformation de Pioxynil, a été

effec ué à partir des solutions 1,1 x 10"4 M d’ioxynil irradiées dans l’enceinte à 6 lampes à

310 iun ou sous irradiation en lumière naturelle. Les courbes de la figure (III.39) donnent le

rappt rt des concentrations des ions iodure formés à la concentration en ioxynil disparu au

cours du temps.
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Figure III.41 : Evolution des photoproduits
d’une solution!O'4 M d’ioxynil à 5 %

de méthanol

Figure 111.40 : Evolution de la concentration
de l'ioxynil (1(X4 M) irradié à X>290

solution aqueuse à 5 % de méthanol
nm en
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Figure 111.43 : Evolution des photoproduits
d’une solution 1(T4 M d’ioxynil dans le

méthanol pure

Figure III.42 : Evolution de la concentration
de l’ioxynil (1(T4 M) irradié à A>290 nm en

solution méthanolique

IIL4- MECANISME REACTIONNEL ET DISCUSSION

II peut être supposé à partir de l’analyse par HPLC que la monophotohydrolyse est la voie

majoritaire de la phototransformation de l’ioxynil et du chloroxynil en solution aqueuse. Ceci

est confirmé par le fait que les produits et PC3 ont été isolés en plus grandes quantités que

les autres photoproduits. Le même phénomène a déjà été signalé dans le cas du bromoxynil
(Machado et «/.,1995). Cette réaction est expliquée par un mécanisme hétérolytique
impliquant les scissions, probablement concertées, d’une liaison C-halogène et d’une

molécule d’eau comme cela a été suggéré auparavant avec les 3-chlorophénol (Boule et «/.,
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III. 3- COMPORTEMENT PHOTOCHIMIQUE DE LTOXYNIL
EN SOLUTION METHANOLIQUE

Dan ; le but de mettre en évidence l’effet de solvant sur le comportement photochimique de

l’iœ ynil, nous avons irradié une solution de 10-4 M dans du méthanol pur ou dans un mélange

(eau + 5 % méthanol) dans le dispositif à 6 lampes.

L’aralyse par HPLC montre un changement qualitatif dans le chromatogramme comparé à

celu d’une solution aqueuse irradiée dans les mêmes conditions.
Qua re photoproduits ont pu être identifiés par leur temps de rétention, leurs spectres UV et

spectres de masse par ionisation chimique au méthane

L’ identification de P5 a été faite grâce à sa masse et le spectre UV de sa forme moléculaire par

comparaison à un spectre du produit authentique (Tableau IT1.3).

sur un mélange brut.leur:

Tableau III.3 : caractéristiques chromatographiques des quatre photoproduits

Pis Pis PLComposé PL
T :mps de rétention

tR(min)
3,66 4,31 6,74 7,72

247,4 226,2
259,2

225,1208,7
253,3 252,1Amax (nm)

(Fc rme moléculaire)
épaulement

(vers 300 nm)
287,5289,9

A 5 % de méthanol la réaction de la photohydrolyse et celle de la photoréduction sont

comp arables.

Dans le cas du méthanol pur, la photoréduction devient quasiment prédominante et P* devient

nettei lent le produit majoritaire suivi de P5.
Le fa t de trouver de faibles quantités de produit d’hydrolyse dans le méthanol pur peut être

attrib îé à des traces d’eau dans ce solvant.
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Figure III.40 : Evolution de la concentration
de l’ioxynil (Iff4 M) irradié à Â>290 nm en

solution aqueuse à 5 % de méthanol

Figure 111.41 : Evolution des photoproduits
d’une solutionlO'4 M d’ioxynil à 5 %

de méthanol
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Figure 111.43 : Evolution des photoproduits
d’une solution 10~4 M d’ioxynil dans le

méthanol pure

Figure 111.42 : Evolution de la concentration
de l’ioxynil (Iff4 M) irradié à 2>290 nm en

solution méthanolique

III.4- MECANISME REACTIONNEL ET DISCUSSION

Il peut être supposé à partir de l’analyse par HPLC que la monophotohydrolyse est la voie

majoritaire de la phototransformation de l’ioxynil et du chloroxynil en solution aqueuse. Ceci
est confirmé par le fait que les produits Pj3 et PC3 ont été isoles en plus grandes quantités que

les autres photoproduits. Le même phénomène a déjà été signalé dans le cas du bromoxynil

(Machado et a/.,1995). Cette réaction est expliquée par un mécanisme hétérolytique

impliquant les scissions, probablement concertées, d’une liaison C-halogène et d’une

molécule d’eau comme cela a été suggéré auparavant avec les 3-chlorophénol (Boule et ai,
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198 1), 3,4- et 3,5-dichlorophénoIs (Boule et al., 1984). Il est digne d’être remarqué que les 2-

halc phénols, en particulier les 2-chlorophénols, réagissent différemment et conduisent à la
phoiocontraction du cycle aromatique, particulièrement quand ils sont sous forme anionique

(Boule et al., 1982, 1984 et 2002 ; Guyon et al., 1984). Ceci est probablement dû à l’effet
éleciro-attracteur du groupement cyano qui inhibe la libération d’un ion halogénure quand elle

n’es pas assistée par une scission hétérolytique d’une molécule d’eau.

La formation du 3,4,5-trihydroxybenzonitrile

dihydroxybenzonitrile résulte du même mécanisme (schéma III.2).

partir du 5-halogèno-3,4-

► Formation de Pa (Pc3) et Pu (Pci)

CN CNCN
/ 8Ô»1m üL :o::o hv A, + H+X"

H2O X6'X OHX'X' X
(H

Pu (<"ÿH2c|hv
CNCN

8011
\Ol Hs+:o H*H+X* +

X6-HtH< OH
>H

P» = Pt.

Schéma III.2 : Mécanisme de formation de Pi et P3

La pl otoréduction de l’ioxynil dans le méthanol est attribuée à un transfert d’électron du
méthi nol vers l’ioxynil à son état excité (schéma III.3). Une réaction similaire est prévisible

avec le bromoxynil et le chloroxynil. La photoréduction en monohalogèno-4-

hydro <ybenzonitrile est une voie minoritaire. En absence de toute matière organique ajoutée,

le 5-:ialo-3,4-dihydroxybenzonitrile est supposé jouer le rôle d’agent réducteur. Il est

actuel ement connu que la propriété réductrice des aromatiques hydroxylés augmente avec le
nombre des groupements hydroxyle sur le cycle.
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► Formation de Pj4(Pc4) et Pi2 (PCî)

CN CN

OH

CN

U ou
0'

CN CNCN

OH

OH
Pi2 = Pcl = P2 r

Oxidation products or ring opening

b
CN

i ± D CQo hv
X X X OH

Schéma III.3 : Mécanisme de formation de Px4 et PX2
a) voie a de la réduction
b) voie b de la réduction

Le 3,4-dihydroxybenzonitrile peut se former aussi bien par la réduction de 5-iodo-3,4-

dihydroxybenzonitrile et de 5-chloro-3,4-dihydroxybenzonitrile (schéma III.4) ou par la

photohydrolyse du 3-halo-4-hydroxybaizonilrile (schéma). La voie a nous a semblé ia plus

probable du moment où le 3-iodo-4-hydroxybenzonitrile (Pi4) et le 3-chloro-4-
hydroxybenzonitrile (Pc4) ne sont que des intermédiaires très minoritaires dans le milieu

réaciionnel.
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CN CNCNa

0 CH,OH + CH3d + H+hv

I I I I
IH IH >11

J-I

f
CNCN CNCN

roi a»- CO ©l-™* (El* H1* CHjOhv

II I

IH III IHIH

CN -rCN

O O.CH,OH

IH IH

l!L

Schéma III.4 : Mécanisme de formation de et Ps en solution alcoolique

Le fa t que le la formation du 3,4-dihydroxybenzonitrile (P2) soit plus facile avec le 5-iodo-

3,4-d hydroxybenzonitrile qu’avec le 5-chloro-3,4-dihydroxybenzonitrile pourrait être attribué

à la jolarité plus basse de la liaison C-I comparée à celle de la liaison C-Cl. Par contre le 5-

chlor >-3,4-dihydroxybenzonitrile est plus particulièrement photohydrolysé que photoréduit.

Le comportement photochimique global des 3,5-dihalogeno-4-hydroxybenzonitrile en
présence d’eau ou d’alcool est résumé sur le schéma DI.5.
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CNCNCN

v0 Oi )\
OH HO' Y OH1(0X OH .

O’ ■ IHOïl

S; hv, H2a
H’ ii CN CN

CNCN f Z- f:% -- ù-
i °" ï,

-H* hv, H20it )],
XX V X

- H+X' OH
X ONX

00'OH

hv|MeOH hvH* P.1
f

CNCN
I

fôl rIhv' XX O CQJPjOH 0 rII* ÔH 0hv MeOH 6-
CN

CN
1 !<O
OH0 OH 0

Schéma III.5 : Comportement photochimique général des 3,5-dihalo-4-hydroxybenzonitriles
en solution aqueuse ou méthanolique.
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Métabolisme de bcnzothiazoles par des souches fongiques

Des études réalisées au laboratoire ont montré la capacité des souches de

Rhodocoques. en particulier Rhodococcus rhodochrous et Rhodococcus erythropolis de

métaboliser avec succès plusieurs bcnzothiazoles (BT. OB I', MBT. ABT. BTSO3).

Des incubations tests en conditions stériles ont été réalisées avec chacune de ces deux

souches en présence des concentrations croissantes en MBTU (0.07; 0.13 et 0.25 mM).

L'évolution de la biotransformation du composé a été suivie par CI.IIP. Les courbes de la

figure IV.0 ne montrent pas des variations significatives dans le cas de l’une ou l'autre des

«miches bactériennes testées. 11 semble donc oue la chaîne urée confère au

méthabenzthiazuron une plus grande résistance à l’attaque par ces bactéries.

0,27 0,27
■ (0)* (a)

I ■ 0,25 mM
i • 0,13 mM !

A 0,07 mM i

■ □ H 1«□
! ■ 0,25 mM
; • 0,13 mM9 0,18- 9 0,18- A 0,07 mMB

3
fe °.°9-£ °.°9-

k A A A ▲ A A A AS S

0,000,00
0 50 100 150 200 250

Temps d'incubation (h)
0 50 100 150 200 250

Temps d'incubation (h)

Figure IV.O : Suivie de la biodégradation du méthabenzthiazuron
en présence de 50 g.L~' de :

a) Rhodococcus rhodochrous
b) Rhodococcus erythropolis

De ce fait, nous avons décidé par la suite d’attaquer notre herbicide par des souches

fongiques à savoir Aspergillus niger et Cunnighamella elegans.
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Métabolisme de benzothiazoles par des souches fongiques

IV.A - Aspergillus niger-

IV.A.1- Biodégradation du méthabenzthiazuron (MBTU)

A.1.1- Etude analytique :

Les cellules au repos métabolique d’Aspergillus niger (5 g de biomasse humide) sont

incubées avec des solutions de concentration croissantes de MBTU (0,07, 0,13 et 0,25 mM)

dans le tampon MMK dans des conditions stériles à 30°C et 200 rpm. Le suivi cinétique de

disparition du MBTU est analysé par CLHP inverse (figure IV.1).

0 30 0,15
[MBTU]0 = 0,25 mM [MBTU]0 = 0,13 mM0 25 i._

0 20

0 15-

m 0 10-

“ 0 35-

0,12-■- -ÿ

1 0.09 1
3 'N«
■ 0,06-

0,03-

E

•---•
0,000 30 I4 12 160 4 8 12 16 20

Temps (jours) Temps (jours)

0,08

[MBTU]0 = 0,07 mM\0,06-

E— 0,04-
■VS 0,02-

-B.

'B-
0,00 I 120 16

Temps (jours)

Figu'e IV.1 : Cinétiques de dégradation de MBTU avec A. niger (50 g/L) en fonction de la
concentration

La vinsse de dégradation dépend de la concentration en MBTU. Plus la concentration est

élevé4 plus la vitesse de biotransformation est faible. Ainsi, il faut deux semaines pour une
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disparition totale du MBTU à 0.07 mM alors que la dégradation est quasi-nulle pour la

concentration 0,25 mM. Cette transformation est donc bien dose-dépendante. On constate

également que la concentration en xénobiotique influence considérablement le temps de

latence. Celui-ci est supérieur à 24 heures lorsque la concentration en MBTU atteint 0,25 mM,

alors qu’il est presque nul lorsque la concentration est de 0,07 mM (apparition d’une très

faible quantité de métabolites après seulement une heure d’incubation).

Sur les chromatogrammes CLIIP (figure IV.2), on peut noter l’apparition de deux nouveaux

nies : un très grand à 3.4 min et un dont l’aire reste très faible à 4,1 min.

351
SSx i

is

'r
iï

I
Figure IV.2 : Suivi par CLHP de la dégradation de MBTU par A. niger

Ces pics sont absents des chromatogrammes des échantillons prélevés dans les deux erlens

témoins réalisés en parallèle (témoins « cellules sans xénobiotique » et témoins

« xénobiotique sans cellules »). Ils correspondent donc à des métabolites du MBTU. Au vu de

leur temps de rétention plus court que celui du produit de départ MBTU, nous pouvons

supposer que ces métabolites ont une plus grande polarité que le MBTU. Ces métabolites ne

sont pas dégradés ultérieurement au cours de l'expérience.

A.1.2 Etude quantitative

Pour déterminer la structure chimique des métabolites nous avons réalisé un essai quantitatif :

iv -s avons ..niiisé un uranu nomr-re J étions ( is erlens) afin d obtenir une concentration
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élevé: de métabolites. Le suivi cinétique de la biotransformation par CLHP a permis d’arrêter

l'expirience lorsque la concentration en métabolites était maximale (soit 12 jours).

L’exfraction en continu du surnageant par l’acétate d'éthyle, suivie par deux purifications sur
une colonne de gel de silice, a conduit à l’obtention des deux métabolites : le produit

majoritaire (MET1) sous forme d’une poudre blanche ainsi que le produit minoritaire

(MET2). La concordance entre les produits isolés et ceux qui apparaissent sur le

chroc îatogramme a été vérifiée aussi bien par co-injection en CLHP avec des échantillons pris

pendi nt la dégradation du MBTU, que par chromatographie sur couche mince (CCM). Après

prodiction, isolement et purification des métabolites leur caractérisation a été faite par

difféientes techniques d’analyse.

A.l.2.1- Caractérisation des deux métabolites METl et MET2

a) - MET1 :

Un spectre RMN de proton du METl enregistré à ri00, 1 4 MHz dans le DMSO est représenté

sur la figure IV.3.

3J 3J„n
i'f et 3 : acétate d’éthyle

DMSO
5 : H20_JU_

IYW
6 : méthyl
7 : méthyl position 3

WY YW
17 77 77 77 77 77

3

HLJLjti

-

TcPpm 10 9 S 3 2

Figure IV.3 : Spectre RMN‘H du METl dans le DMSO-d6
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Dans la zone correspondant à la chaîne urée, on observe plusieurs signaux parasites. En effet.

les signaux à 4,0 ; 2,0 et 1.1 ppm correspondent à des traces d'acétate d’éthyle (utilisée lors de
l’extraction). Le pic à 3.35 ppm correspond au pic do l'eau et le pic à 2,5 ppm au DMSO.

Le doublet à 2,70 ppm est attribué au méthyle en bout de chaîne urée CH3 (3) ; le doublet à

3,42 ppm correspond au deuxième méthyle CII3 (1). La présence de ces deux signaux prouve

Dieu que la souche fongique n’a pas attaquée la chaîne urée contrairement à ce que a été

observé par plusieurs auteurs (Tixier et al., 2000 ; Tixier. 1999) pour la déméthylation de la

chaîne urée d’autres phénylurées par la même souche ou d’autres souches fongiques et

bactériennes. D’autres auteurs ont aussi signalé l’hvdrolyse de la liaison amide donnant lieu à

la formation des dérivés aniline (Nimmo et al., 1984 ; Wallnôefer, 1969 ; Walnôefer et Bader,

1970).

Par ailleurs, dans la zone des protons aromatiques, seuls trois signaux sont observés,

résonnant à 7,46; 7,16 et 6,82 ppm, indiquant qu’un substituant est présent sur le noyau

aromatique. Une analyse fine des constantes de couplage montre que le substituant est soit en

position 5, soit en position 6. En effet, le doublet à 7,46 ppm présente une constante de
couplage de 8,5 Hz. Cette constante correspond à 3J. Ce proton est couplé à un autre proton

éloigné de trois liaisons. Le doublet à 7,16 ppm présente une constante de couplage de 2,5 Hz.

Cette constante correspond à une 4J. Ce proton est couplé à un autre éloigné de quatre

liaisons. Le doublet de doublets résonne à 6,81 ppm. Le premier doublet (S = 6,82 ppm)

possède une constante de couplage de 2,5 Hz. La constante de couplage entre les doublets est

de 8,5 Hz. Le proton est donc couplé avec les deux protons précédents selon une 4J et une 3J.
En toute évidence, un proton a disparu du cycle aromatique et son substituant se trouve donc
en position 5 ou 6 sur le cycle.

5

Le spectre RMN montre un proton sévèrement déblindé sous forme d’un singulet à 9.45 ppm.

Il peut s’agir a priori d’un aldéhyde, d'un acide carboxyliquc ou d’un alcool. Etant donné que

.e DivxSO est un solvant non prodque. les promus du métabolite i.e peuvent pas s'échanger

avec le solvant. Par contre le methanol deutérié est un solvant protique et le deutérium du
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méüanol peut s’échanger avec les protons échangeables du composé, et ils deviennent

comme ça invisibles en RMN du proton. Les résultats du tableau IV. 1 confirment bien
l'absence du signal à 9,45 ppm dans le méthanol deutérié. Le même phénomène est observé
quand on ajoute de l'eau dans le DMSO. Ces faits sont donc en faveur d’un proton

échaigeable et l’hypothèse de l’aldéhyde est éliminée de soi.

Tableau IV.1 : Analyse des spectres RMN (400, !4 MHz) de MET / et MET2

MET, MET2
2.7 (s, 3H)
3.42 (s, 3H)
6.76 (dd, 1 H, J = 2.6 Hz et
J = 8.8 Hz)
7.05 (d, 1H, J = 2.6 Hz)
7.42 (d, 1H, J = 8.8 Hz)

2.79 (s, 3H)
3.48 (s, 3H)
6.67 (dd, 1H, J = 2.4 Hz
et J = 8.6 Hz)
7.04 (d, 1H, J = 2.4 Hz)
7.45 (d, 1H, J = 8.6 Hz)

ô (ppm)
(CD3OD)

2.7 (s, 3H)
3.42 (s, 3H)
6.82 (dd, 1H, J = 2.5 Hz et J = 8.5 Hz)
7.16 (d, 1H, J = 2.5 Hz)
7.46 (d, 1H, J = 8.5 Hz)
9.45 (s, 1H)__

8 (ppm)
(DMSO-nfô)

L’am lyse par spectrométrie de masse montre une différence de 16 uma par rapport à celle du
produit de départ, indiquant que MET1 possède un groupement -OH.

En ef et, l’ionisation chimique au méthane a donné les résultats suivants :

238 [M+Hf, 266[M+29]+ et 278[M+41]+. Ce résultat a été confirmé par CLHP couplée à la
masst réalisé par les deux modes :

❖ Mode négatif : 236[M-H]’
❖ Mode positif : 238[M+Hf, 260[M+Na]+.

N
VRH<

S

Pour enlever l’ambiguïté sur la position exacte du groupement hydroxyle sur le cycle, on a eu

recours à la RMN 2D.

La structure de MET1 a été établie définitivement grâce à la RMN 2D inverse 'H - 1SN.
Une expérience en RMN 2D inverse 'H-i5N a permis d’établir les couplages longue distance
entre j'azote de l’hétérocycle et les protons de la partie aromatique. La séquence utilisée est

une expérience GHMBC (Gradient Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Il est bien
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connu que l’azote est un élément peu sensible en RMN. Le Tableau IV.2 regroupe quelques

caractéristiques des noyaux utilisés pour l’étude du métabolisme microbien.

Tableau IV.2 : Caractéristiques des noyaux utilisés pour l étude du métabolisme microbien

Isotope Rapport
gyromagnétique y

(107 rad T'1 s'1)

Abondance
naturelle (%)

Sensibilité relative

TÜ 26,75 99,98 100

6,73 1,11 1,59

100u,84 o,23

N) 4,11 1.50 0.96

* r -2.71 100 83

j0,37 _
„

_____
__ 4,31 __ 0,10

On réalise grâce à cette technique une détection indirecte de l’azote par l’intermédiaire des

protons.

Le temps d’évolution laissé à l’expérience permet de déterminer les constantes de couplage

entre azote et proton. Ce temps d’évolution est inversement proportionnel à la constante de

couplage :

1d6=2xnJ"N-'H

les valeurs de constantes de couplage 2J 'Vu ou 3J 'VH varient de 5 à 10 Hz, celles des

constantes de couplage 4J 15n-*h sont de l’ordre de 1 à 2.5 / 3 Hz. Le couplage longue distance

étant de quelques Hz, ce délai d6 est de l’ordre de quelques dizaines de millisecondes. Ainsi

un temps d’évolution de 80 ms permet de visualiser les constantes de couplage 3J ; un temps

d’évolution de 115 ms permet de visualiser les constantes de couplage 4J (couplages plus

longue distance).

Pour chaque spectre le signal de l’azote est représenté dans la dimension verticale du spectre

alors que les signaux des protons du métabolite sont représentés dans la dimension

horizontale du spectre. Les taches centrales sont des taches de corrélation entre les protons et

l’azote.

La GHMBC lH-l?N enregistrée sur la zone aromatique de la molécule avec une période

d'évolution de 89 ms montre une corrélation entre Lazote endocyclique l>N(3’) et le doublet
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temps d’évolution fixé à 115 ms permet de voir les couplages 4J entre l’azote N(3)

endoeyclique et le doublet des doublets résonnant à 6.82 ppm. Ce dernier proton est attribué à

H5. |*ar conséquence, le substituant est clairement sur le cycle benzénique à la position 6.

3jH4H5 3jH4H54jH5H7
T|4J.«•.fl i5ir»ÿ3_

pp '

-12

-i: s- II4jN3-H4
4jN3-H5-I: >-

-115
6.87.6 7.4 7.2 7.0 ppm

1t| C*«S) Figure IV.4 : Spectre de corrélation
GMBC 'H-,5N de métabolite de
méthabenzthiazuron enregistré dans le
DMSO-d6. Les expériences ont été
réalisées pour estimer les constantes
de couplage longue distance :
l)- 4J (délai = 115 ms).
a. Partie aromatique, b. Chaîne urée
2)- 3J (délai = 80 ms), c. Partie
aromatique.

PP i

■x

■T.

•* •

»

U -
5J»wjd

•7) ■

•% • -
).€ S.4 JJ 1.1 lit J.« 1.4 IJ

c>
JA.

( i - ?
»o

V
.

TT TT
6 'H
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Sur la figure IV.4b est représentée une séquence GHMBC enregistrée pour la chaîne urée à un

délai de 1 1 5 ms. Deux taches ont été clairement détectées correspondant aux corrélations
entre CH3(N) et N(Ô = -273 ppm), et CH3{N") (6 -306 ppm). Cette dernière expérience

confirme que la chaîne urée n’était pas modifiée par A. niger.

] Toutes ces données montrent que le métabolite MET1 est le 6-hydroxyméthaben/.thiazuron

(6-OH-MBTU).

H4
I

N "’fUs. CHjI II
N-C-NQQ- HHO

H7
MET! = 6-OH-MBTU

b-MET2 :

Le second métabolite minoritaire (MET2) qui était obtenu en très faible quantité a été

premièrement analysé par RMN *H dans le CD3OD (tableau IV.1). La présence de deux

singulet à 2,79 et 3,48 ppm prouve que les groupements méthyle de la fonction urée sont

encore présents. Dans la région aromatique, trois signaux sont visibles à 7,45 ; 7,04 et 6,67

ppm. Leurs formes et les constantes de couplage sont exactement identiques à celles
observées avec le 6-OH-MBTU, annonçant une forte analogie structurale avec ce métabolite.

La spectrométrie de masse a donné les mêmes résultats que pour le métabolite MET|.

Ces résultats suggèrent fortement que le MET2 n’est autre qu’un isomère de position du

II4

1' N Cil,HO,

H6
H? MRT2 = 5-OH-MBTU

MHT, : c’est le S-OFl-MBTI
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A.1.3 - Cinétique de biotransformation du MBTU

Disp>sant de l’herbicide MBTU et des métabolites en quantité suffisante, des courbes

d’étaionnage avec chacun des produits ont été réalisées par CLHP afin de quantifier la

dégradation du MBTU et l’apparition de ses métabolites.

0,15

ni— MBTU
6-OH-MBTU

■A— 5-OH-MBTU
-T' 0,12-

E
0,09-

.2 ©roB 0,06-

ôc 0,03-
O

c
<D

O
A ■A

0,00
6 9 12 15 18

Temps (jours)
o 3

Fi’ure IV.4bis : Suivi de la variation de la concentration du MBTU et de ces métabolites
durant l 'incubation avec des cellules d’A. niger au repos métabolique

La b otransformation commence après un temps de latence, de six heures environ (figure

IV.41 is). Enfin de l’expérience 72,3 % du substrat sont disparu, mais les métabolites

ident fiés n’en représentent que 92,7 %. Prés de 27 % du MBTU restent inchangés après 2

sema nés d’incubation. Parallèlement à cette diminution du substrat initial on note

l’augmentation progressive de la quantité des deux métabolites pour se stabiliser après huit

jours d’incubation, ce qui montre que ces métabolites ne sont pas utilisés par cette souche

fongi iue. L’accumulation de ces deux métabolites dans le milieu extracellulaire peut

s’exp iquer par l’absence de systèmes enzymatiques chez A. niger capables de les intégrer

dans des voies du métabolisme central, ou par le fait que les métabolites présentent eux-

mêmes une certaine toxicité vis à vis de la souche considérée.

IV.A.2- Biodégradation du 2-hydroxybenzothiazole (OBT)

A.2.1- Etude analytique
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L’expérience de biodégradation est réalisée en présence de 50 g/L de biomasse humide dans

100 mL d’une solution tampon MMK (Minerai Medium Knapp), en conditions stériles,

contenant 0,13 mM de OBT. La cinétique est suivie par analyse des surnageants (obtenus

après centrifugation des prélèvements) par CI.HP phase inverse. I.cs chromatogrammes

CLHP enregistrés aux temps 0 min. 2 h, ! h, 6h et 8h sont présentés sur la ligure IV.5.

f r
t=0 Çt=2h

t=4h
t=6h

t=8h

Figure IV.5 : Suivi par CLHP de la dégradation de OBT en présence d’A.niger

On observe que l’aire du pic du OBT (îR = 28 min) diminue lentement au cours du temps et

qu’un nouveau pic apparaît avec un temps de rétention plus court (IR- 5,8 min), ce qui

indique qu’il s’agit d’un composé plus polaire que OUT.

Trois concentrations en substrat ont été testées. La figure IV.6 montre que la dégradation est

importante pour [OBT] = 0.12 mM (plus de 36 % en 2 semaines d’incubation) tandis qu’elle

est non significative pour des concentrations supérieures (1 et 1.5 mM).

1,51.5 ♦ ♦♦ ♦ ♦♦♦ ♦♦♦♦ ♦

(b)(b) ♦♦ f?
S 1.0-â 1-° ••• •.1.1
I2 0,5c 0,5

y
'î [OBT]ri = 1 mM
❖ [OBT]" = 1,5 mM

• [OBT]0 = 1 mM
❖ [OBT]n= 1.5 mM

5
£

rO
0.04— -0,0

2020 0 5 10 1510 150 5
! emps duKubati.-a 'jours)i i.;nps d'incubation (jours)

Ligure fV.6 : Cinétitpie de dégradation de OBT :
>ti ad* > a. mM. hi , i iiii'/n l ci i.é m.\!
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A.2.2- Etude quantitative

Afin d’élucider la structure de ce métabolite, nous avons réalisé un essai quantitatif de

biodé gradation sur 29 erlenmeyers (115 g de biomasse) avec une concentration de OBT de

0,13ymM. La formation du métabolite est suivie par CLHP afin d’arrêter la biodégradation

lorsq îe sa concentration maximale est atteinte. Après 6 jours d’incubation, le milieu

réactionnel est centrifugé à 8000 rpm pendant 15 min à 5°C. Le surnageant est ensuite extrait

en ccntinu à l’acétate d’éthyle pendant 48 h. La phase organique est séchée sur du sulfate de

magtésium, filtrée puis évaporée. Nous contrôlons par chromatographie sur couche mince la

préseice d’un nouveau composé plus polaire que OBT et visible en UV. Le résidu est alors

purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice (chloroforme/acétate

d'éthj le : 70/30).

A.2.3- Caractérisation du métabolite

Le spectre RMN 'H de ce composé est présenté sur la figure IV.7. Le spectre a été enregistré

dans eCD3OD.

;

'mm 7?05 7.'(Î0 (lîî 6.90 6.'» 6/7S"i.'n 6.70

Figure IV.7: Spectre RMN 1H du métabolite de OBT enregistré dans CD3OD
(Agrandissement correspondant à la zone des protons du cycle aromatique)

Seulement 3 signaux sont visibles dans la région des protons aromatiques, chacun

correspondant à un proton, ce qui indique qu’une "substitution" a eu lieu sur le cycle

benzépique. Le doublet à 6,97 ppm présente une constante de couplage de 8,5 Hz ce qui

correspond à une constante de couplage 3J.

Nous* retrouvons ce couplage sur le signal à 6,74 ppm (doublet dédoublé). Ce proton est

coupli: d'une part avec le signal à 6,97 ppm (constante de couplage = 8,6 Hz) et d'autre part
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avec le proton à 6,89 ppm par une petite constante de couplage (4J = 2.6 Hz) ce qui signifie

que ces protons sont distants de 4 liaisons.

En revanche, il n’est pas possible d’attribuer les doublets (6,97 et 6.89 ppm) aux protons

situés en position 4 ou 7 car les effets électroniques du soufre et de l’azote sont difficilement

prévisibles par une approche empirique.

Le substituant est donc obligatoirement en position 5 ou

6. Ce composé a également été analysé par spectrométrie

. CLLuique (K"' '"’"Mi met.

N5 * OH
6.L niasse vu Ionise S

LLe spectre est présenté figure IV.8.
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On l'bserve un pic moléculaire à m/z= 168 correspondant à l’adduit [M+H]\ soit une

augn entation de 16 u.m.a. (unité de masse atomique) par rapport au pic moléculaire de OBT

(m/z = 151), ce qui indique l’introduction d’un atome d’oxygène.

D'ap ès les données de RMN et de spectrométrie de masse, on peut conclure que ce

métaoolite possède une fonction -OH sur le cycle aromatique en position 5 ou 6.

Afin de déterminer sans ambiguïté la position de ce groupement hydroxyle, une expérience

2D il verse HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) ‘H-i5N en abondance naturelle

a été réalisée. Dans ce type d’expérience, il est nécessaire d’estimer la valeur de la constante

de couplage proton - azote afin de préciser le délai d’évolution dans la séquence. En effet, ce

délai d’évolution est inversement proportionnel à la valeur de la constante de couplage. Un

temp d’évolution élevé permettra donc de visualiser des couplages plus petits (distance plus

importante) entre l’azote et les protons. Comme il existe peu de références sur ce type de

molécule dans la littérature, il faut réaliser différentes expériences afin d’ajuster ce temps

d’éve lution.

Le spectre présenté sur la figure IV.9 a été obtenu avec un délai d’évolution de 115 ms. Avec

un temps d’évolution faible (80 ms), qui correspond à un couplage 3J*H-15N de l’ordre de

6,5 Hz (c’est-à-dire que l’azote et le proton observé sont distants de 3 liaisons), une seule

tache de corrélation a été observée entre l’azote et le proton résonant à 6,97 ppm. Il semble

donc que ce doublet puisse être attribué à H4. En augmentant le temps d’évolution

(115 jns / J‘H-15N » 4,5 Hz), une tache de corrélation supplémentaire apparaît entre l’azote et le

doublet dédoublé résonant à 6,74 ppm. Il apparaît donc que ce dernier est distant de 4 liaisons

de l’atome d’azote. De plus, comme ce proton est couplé par un 3J'H-'H (8,5 Hz) avec le proton

H4, il se situe nécessairement en position 5 : nous en déduisons donc que le substituant ne

peut 4 tre qu’en position 6. De plus, les déplacements chimiques de l’azote du métabolite et du

OBT (- 153,1 et - 153,5 ppm respectivement) sont très proches ce qui signifie que l’atome

d’azole n’a pas été oxydé. La structure du métabolite est donc la suivante :

N
* OH

SH<

2,6-dihydroxybenzothiazole
(diOBT)
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3J1I4H5n 3JIUM5nH4 -4 f||5ll7H7
H5

a). ppm

lFigure IV.9 : Spectre GHMBC ‘H-
N du métabolite de OUT enregistré

dans le C'DjOl) ; les expériences ont
été réalisées pour estimer les
constantes de couplage longue
distance (a)3J (délai -ÿ 80 ms) ou (b)
4J (délai - 140 ms)

J F— 240 n•ÏNill4

\— 2 30
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-—220
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A.2.4- IStude cinétique

La cinétique de dégradation du OBT (0.13 mM) et d’apparition du métabolite établies par

CLHP sont présentées sur la figure IV.10 la dégradation est de 54 % en 14 jours d’incubation.

Ce métabolite s’accumule jusqu’à atteindre un palier en six jours d’incubation mais il n’est

pas dégradé ultérieurement d’une manière significative. L’analyse des différents témoins a
■ • ' l r t ; - ne pro'Vütiil pas d’une dégradation abiotique n'Jtai; pus d’originemontré que ce :

endogène.

‘it
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Figure IV.10 : Biodégradation de OBT (0,13 mM) par Aspergillus niger

IV.A.3- Biodégradation du benzothiazole (BT)

I L’expérience de la biodégradation du benzothiazole a été réalisée en présence de 50 g/L

de b ornasse humide dans 100 mL d’une solution tampon MMK (Minerai Medium Knapp), en

conditions stériles, contenant 0,13 mM de BT. La cinétique est suivie par CLHP phase inverse

des surnageants (obtenus après centrifugation des prélèvements). Les chromatogrammes

CLI P enregistrés aux différents temps d’incubation n’ont pas révélé la formation des

noir eaux produits au cours du temps, alors qu’on note bien la diminution de la concentration
du\enzothiazole introduit initialement. En effet, on observe un pourcentage de dégradation

de 51 % en 14 jours d’incubation (Figure IV.11). Ce résultat n’est pas facile à expliquer à la

lum ère des résultats du paragraphe précédent (OBT est bien métabolisé en diOBT).

Deu< hypothèses peuvent être émises : 1) soit il s’agit d’un problème cinétique, les produits

formés sont aussitôt transformés et ne s’accumulent pas, 2) soit il existe une voie de

dégiadation qui ne passe pas par la formation du OBT puis diOBT comme première étape de

méfeibolisation. On pourrait envisager la formation d’un dihydrodiol sur le cycle benzenique

qui,conduit ensuite à un catéchol qui s’ouvre rapidement. Ce type de réaction a été montrée

pou le mercaptobenzothiazole lors de la dégradation par une souche de Rhodococcus par N.
Ilajpmne lors de sa thèse (2003). Ce résultat est différent de celui observé dans le cas de la

soui he Cunninghamella elegans utilisée avec le même substrat qui a été métabolisé en diOBT

(§ fy.B.2). On note par ailleurs que la solubilisation du BT n’était que partielle.
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Figure IV.11 : Biodégradation de BT (0,13 mM) par Aspergillus niger

IV.A.4- Biodégradation du 2-aminobenzothiazole (ABT),
de 2-mercaptobenzothiazole (MBT) et de l’acide
benzothiazolyl sulfonique (BTS03)

Dans les mêmes conditions que pour les substrats précédents, une incubation de ABT (0,13

mM) et MBT (0,13 mM) a été réalisée avec A. niger (50 g/L). Les chromatogrammes CLHP

ont montré la formation d’un seul métabolite dans chaque cas. Ce métabolite a été identifié
comme étant le 6-OH-ABT par co-injection de ce standard, produit isolé et purifié par

l’équipe de Anne-Marie Delort par incubation de ABT avec des souches bactériennes. La

dégradation a été de 46 % au bout de 14 jours d’incubation. Le métabolite formé atteint son

maximum en 50 heures avec une concentration de 0,03 mM pour diminuer ensuite et se

stabiliser sur un palier vers 5 jours (Figure IV.12).

En outre une co-injection du 6-OH-MBT isolé auparavant au laboratoire (thèse de N.

Karoune. 2003). a permis de confirmer la nature du metabolite produit par A. niger lors de son

incubation avec MBT. L’évolution qualitative du substrat ainsi que de son métabolite est

présentée sur la figure IV.13. On note la dégradation totale ue MBT en 45 heures ainsi que la

formation progressive de 6-OIl-MB'i a l’état de traces pour atteindre son maximum

d’accumulation en 21 heures.
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Figure IV.12 : Biodégradation de ABT (0, 13 mM) par Aspergillus niger (50 g/L)

Finalement, l’incubation de l’acide benzothiazolyl sulfonique avec la souche A. niger a

monté son incapacité de le métaboliser et de l’utiliser comme seule source de carbone et

d’azo:e pour toutes les concentrations testées.

I Excepté pour le BTSO3 (qui n’est métabolisé) ou le BT (qui est dégradé mais aucun

métal olite intermédiaire n’a pu être mis en évidence), il semble que l’étape initiale commune

à la fc ;©transformation de tous les benzothiazoles étudiés par A. niger , est l’hydroxylation du

cycle benzénique en position 6.

8000000

MBT6000000- V Métabolite\

\O
CL 4000000-
X
0)

< 2000000

0 - - -;ÿ-t=j
0 10 20 30
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40 50

Figure IV.13 : Biodégradation de MBT (0.13 mM) par Aspergillus niger
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IV.B- Cunninghame l la elegans

IV.B.1- Biodégradation du méthabenzthiazuron (MBTU)

B.1.1- Etude analytique

• Test du milieu de culture

Au début de cette étude de métabolisme du MBTU par la souche ('. dedans, deux milieux de

culture ont été testes avec différentes concentrations en substrat. Il s'agit ici du milieu Malt et

du milieu Rosazza dont les compositions ont été données au chap II. L’évolution de la

concentration de MBTU au cours du temps a été suivie par CLUP. La courbe de la figure

IV.14 montre qu’effectivement le MBTU est bien dégradé au cours du temps dans les deux

milieux testés quelque soit la concentration initiale en substrat. Parallèlement à cette

dégradation on constate la formation de plusieurs métabolites au cours du temps. L’effet du

milieu de culture sur la vitesse initiale de la biodégradation ainsi que sur la métabolisation

globale en plus de la quantité de la biomasse récupérée par erlen (10g avec le milieu Malt au

lieu de 8 g avec le milieu Rosazza) nous a laissé conclure que le milieu Malt est le milieu le

plus efficace et ce milieu a été retenu pour la réalisation de suite des expériences de la

biotransformation du MBTU par C. elegans.

0,25
Malt : MBTU 0,25 mM
Malt: MBTU 0,125 mM
Malt : MBTU 0,0625 mM
Rosazza : MBTU 0,125 mM-Rosazza : MBTU 0,0625 mM

c °-15ÿ
2 0,10-

_
0,20

E

.2

r'VOg 0,05-
O

0,00
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temps d'incubation (h)

Figure IV.14 : Comparaison de l’effet de deux milieux de culture (Malt et Rosazza)
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B.1.2- Etude analytique

Des tsolutions à concentrations variables en MBTU (0,0625, 0,125 et 0,25 mM) ont été

inculées avec des cellules au repos métabolique de la souche Cunninghamella elegans (50

g/L le biomasse humide) dans le tampon MMK sous des conditions stériles à 30°C et sous

agitation (200 rpm). Le suivi cinétique de la disparition du MBTU ainsi que celui de

l'appirition de l’un de ces principaux métabolites a été établi par CLHP inverse (Figure

IV.lf ).

0.25

0.2
MTB 0.25 mM
MTB 0.125 mM
MTB 0.0625mM

x Métabolite 0.25mM
Métabolite 0.125mM

- Metabolite 0.0625mM

0.15

0.1

£5
0,05

X

0 l

i 100 150 2000 50
Temps d'incubation (h)

*
Figure IV.15 : Biodégradation de MTBU par Cunninghamella elegans

i
Les v tesses initiales de la biotransformation sont comparables pour les trois concentrations

testée.. Il faut noter par ailleurs que la dégradation est totale au bout de 12 jours pour la

concentration la plus élevée. Pour les concentrations 0,125 et 0,0625 mM, la disparition totale

est observée en 5 et 4 jours respectivement. Le métabolite 6-OH-MBTU atteint son maximum

d’accumulation dans tous les cas en moins de dix heures d’incubation pour diminuer ensuite

de la même façon que la molécule mère. En plus de ce métabolite majoritairement produit par

cette Isouche, on note la formation des nombreux autres métabolites qui apparaissent et

dispaitiissent au cours de l’incubation. Leur suivi qualitatif par CHLP est donné sur la figure
IV. 1 6.
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Figure IV.16 : Formation des métabolites (MBTU 0,25 mM + C. elegans) ;
suivi qualitatif par CLHP

B1.3- Etudes quantitatives

Des essais préliminaires nous ont montré que la formation des métabolites n’était pas

synchrone au cours du temps ; des produits apparaissent et disparaissent assez rapidement

tandis que d’autres apparaissent tardivement.

Afin d’essayer d’identifier la structure des différents métabolites formés, nous avons réalisé

trois essais quantitatifs que nous avons stoppés à différents temps d’incubation :

• dix erlenmeyers (7 g des cellules dans 140 mL de MMK) sortis au bout de 8 heures,

• 26 erlenmeyers (7 g des cellules dans 140 mL de MMK) sortis au bout de 46 heures,

• 13 erlenmeyers (7 g des cellules dans 140 mL de MMK) sortis au bout de 22 heures.

Après centrifugation, extraction du surnageant à l’acétate d’éthyle pendant 48 heures en

continu, une séparation sur colonne de silice (AcORt/CHCb : 60/40) a été effectuée et

différentes fractions ont été récupérées. On a procédé par la suite à l’analyse de ces fractions

par R VIN et spectrométrie de masse.

La méthodologie adoptée en général pour la détermination des différentes structures est la

sui\ aine :
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1)-i L’analyse du spectre RMN : nous nous sommes intéressés particulièrement aux 3

paramètres caractéristiques d’un spectre RMN à savoir, le déplacement chimique ô (ppm), la

forme du signal (couplages scalaires) et l’intensité relative des pics ou intégrale.

Lap remière étape consiste donc à repérer les déplacements chimiques des différents types des

prot>ns et à mesurer les intégrales des signaux. On examine d’abord les déplacements

chin tiques les plus élevés car ils sont les plus caractéristiques (protons du cycle benzénique),

ensuite on repère les massifs couplés et on tente les attributions. La comparaison avec des

spec jes de références, quand ils sont disponibles, permettent d’affiner la recherche de la

structure. La correspondance entre les protons aromatiques et leur homologues aliphatiques a

été établie grâce à leurs intégrales relatives surtout quand les concentrations en métabolites

sont différentes.

2)- 1,’analyse du spectre de masse: les pics caractéristiques de l’ionisation chimique au

méthane sont relevés en premier lieu (M+l, M+29 et M+41) puis la masse du pic de base sera

conf rmée par impact électronique (M°+).

3)-1n dernier lieu nous avons eu recours aux temps de rétention sur les chromatogrammes

CLHP et aux spectres UV donnés par la barrette des diodes dans certains cas.

Le tibleau IV.3 ci-dessous donne les déplacements chimiques lH en ppm de quelques

produits authentiques qui ont servi pour l’analyse des spectres RMN *H des métabolites

obta us.

Tableau IV.3 : Déplacements chimiques'll de quelques produits de référence
dans le CD3OD

Déplacement chimique 'H (ppm)Composé

-2,85 (s, 3H)
-3,49 (s, 3H)
-7,17 (t, 1H)
-7,32 (t, 1H)
-7,63 (d, 1H)
-7,70 (d, 1H)

Iÿchf-C
H (Po)

*-3,05 (s, 3H)
-3,72 (s, 3H)
-6,76 (dd, 1 H) 3J = 8,5 Hz et 4J = 2,5 Hz
-7,05 (d, 1 H) 4J =2,5 Hz
-7.42 (d. 1 H) 3J = 8,5 Hz

H

HvV\ ° .a

H (P.)
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-2.70 (s. 311)
-3.48 (s, 311)
-6.67 (dd. 1 H) 3J - 8.6 Hz et 4J - 2,4 Hz
-7,04 (d, 1H)'*J = 2,4 Hz
-7.45 (d. 111)’.! - 8,6 Hz

ii

H( i

H (1*6)

il -7.01 (d, 111) H6
-7,21 (d, 111) H5
-7.39 (t, HI) H4
-7.52 (t.l H) H7

fi (P3)

-6.76 (dd. 1 H) 3J = 8,6 Hz et 4J = 2.5 Hz
-7,02 (d, 1 H) 4J = 2,5 Hz
-7,22 (d, 1H) 3J = 8,6 Hz

H

HO

H (P4)

a)- analyse des métabolites obtenus après 8h d’incubation

Après rassemblement des différents tubes issus de la colonne, trois fractions

chromatographiques ont été obtenues (tableau IV.4) :

«,> La fraction Fo qui contient le produit de départ le méthabenzthiazuron.

Tableau IV.4 : Caractéristiques des métabolites obtenus après 8 heures d’incubation
( Annexe A)

Déplacement chimique Spectre de masse
_(ppm)_ Autres données

(CLHP)
Structure

M+l M4-29 M+41 - 221 et 277 nm
238 266 278

-2,88
-3,55
- 6,86 (dd, 1H) J3 = 8,73 M°+ = 237
Hz et J4 - 2,47 Hz

H
avec tr = 4,82 min
(eau/MeOH)(40/60),W-sK

-7.15 (d. 1H)
J4 -2.47 Hz

H

(Pi) : Pi ot P: (trneeÿ 7.52 (.1. Ill;
J3 = 8.73 Hz

- 3.03 (s. 311)

V 31 - 7.25 (t. !H)

C“\ -7.40(t,lil)
- 7.73 (d. 111)

7.8 (d. ! M '

M H M+29M+41
70S 236 248
M ’

- 207

H

-s Oh
H

(IV) : i;i (traces ?Ci
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fraction F) contient majoritairement le 6-OH-MBTU (Pi) (structure confirmée aussi

hier par RMN que par la spectrométrie de masse en impact électronique et ionisation
chimique au méthane). La spectrométrie de masse révèle quelques traces du produit de

déptrt. On détecte également des signaux de faible intensité correspondant au métabolite

dénaithylé (M = 107 g/mol). La fraction F2 en plus des traces du 6-OH-MBTU, contient

principalement un produit monodéméthylé. Il est difficile de savoir s’il s’agit du

bera thiazuron (BTU) (P’2)ou de son isomère déméthylé en bout de chaîne (P2) ou de deux

isoœères ensemble. Néanmoins, le spectre de masse du BTU pur présente, en plus des pics

caractéristiques à M+l, M+29 et M+41, d’autres pics importants à 177 (isocyanate protonné),

à 15 (coupure de la liaison amide N1-C2 de la chaîne urée) à 42 (pic intense avec la même

inter sité que le M+l (208))....Or, on note sur le spectre de masse de la fraction F2 que

l' intensité du pic à 177 est atténuée (mais le pic à 43 correspondant au fragment de

Tiso> ynate OCNH°+ est très intense en impact électronique), le 151 n’est plus que d’une faible

intensité (par contre on note l’apparition du 165 intense correspondant à la rupture de la

liais» n CH3NI-C2). Toute ces dissemblances avec le spectre de BTU nous ont laissé croire

qu’il pourrait bien s’agir de l’isomère déméthylé en bout de chaîne.

b)- analyse des métabolites obtenus après 46h d'incubation

A lmsue de cette manipulation, cinq fractions ont été retenues (tableau IV.5). Le spectre de

RMF de la fraction I, montre qu’elle contient, en plus du produit de départ (Po), un produit à

cycle benzénique non substitué avec 4 protons aromatiques. La correspondance avec les

proto is aliphatiques a montré l’existence d’un groupement méthyle qui pourrait, sur la base

de sen intégrale, être lié à cette structure dont les déplacements chimiques sont proches de

ceux lu benzthiazuron (BTU) (P’2).

En pi is des traces de MBTU et des restes du BTU, la fraction II contient très probablement le

6-OH-MBTU (P,) (masse + RMN).
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Tableau IV.5 : Caractéristiques des métabolites obtenus après 46 heures d’incubation
(Annexe B)

Déplacement chimique (ppm) Spectre de masseStructure proposée
H -2.92 (s, 311)

-3,61 (s. 311)
-7.23 (t. 111)
-7,38 (t. Ill)
-7,72 (d,lll)
-7,80 (d,111)

H
(P«) : F, et F],

H M+1M+29 M+41
''"S 236 248
M°+ = 207

-3,046 (s, 311)I o
-7,261 (t, 111)
-7,44 (d, 1 1 1)
-7,59 (d, III)

iisH' H
H
(P’2) : F, et Fu
H -2,9 (s, 311)

-3,56 (s. 311)
-6.89 (dd, 1H,
4J = 2,46 Hz et 3J - 8,72 Hz)
-7,17 (d, II I,
4J = 2,46 Hz)
-7,56 (d, II I,
3J = 8,72 Hz)_

S CHj H

M+1M+29 M+41
238 266 278
M°+ = 237HO

H

(Pi) : Fu et F,n

H -7,125 (t, 1H)
-7,25 (t, 1H)
-7,38 (d, 1H)
-7,525 (d, 1H)

M+l M+29M+41
151 179 191

M°+= 150
H

(P3) : Fin et F|V
M+l M+29M+41
167 195 207

M°+ ~ 166

-6,75 (dd, 1H,
4J = 2,46 Hz et 3J = 8,72 Hz)
-7,02 (d, 1H,
4J = 2,46 Hz

H

ÙXHO'
H

(P4) : Fy
H -7,28 (t, 1H)

-7,41 (t, 1H)
-7,74 (d, 1H)
-7.81 (d. Ill)

H

(Ps) : Fy
H -3,03

-3,48HO. ArN<¥ -6,60
-6.93
-7.35

i1

::

(P«) Fv
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c)- analyse de l’essai quantitatif sorti après 22h d’incubation

Après production et extraction, quatre fractions (Xo, X\, X2 et X3) ont pu être
ra; semblées et analysées par CLHP, RMN et spectrométrie de masse (tableau IV.6) :

Tableau IV.6 : Caractéristiques des métabolites obtenus après 22 heures d'incubation
(Annexe C)

Structure proposée Fraction correspondante

I!

X0,X,.X2 et X3
P2

11

H

° '° Xo, X,, X2 et X3
Pi

110

H
H

X2 et X3
P7

H
H

ù>u< X2 et X3
Ps

H

•>> .a fraction Xo contient plusieurs produits dont le produit de départ (tr = 12,7 min, M°+ =
221 et À,max = 223,9 ; 268,6 et 295 nm en plus d’un épaulement à 275 nm). En outre on note
que le spectre RMN est d’une qualité médiocre (décalé) et par conséquent les déplacements
chiniques ne sont plus significatifs. Malgré tout, ce spectre nous donne des renseignements
sur e nombre approximatif des produits importants présents et sur la multiplicité qui informe
sur a substitution ou non du cycle benzénique.

4Un autre produit non substitué sur le cycle benzénique est également présent dans cette

fraction. Le pic de masse à 208, 236 et 248 (IC au méthane) et le pic moléculaire à 207 en
impact sont des données compatibles avec un produit issu de la déméthylation du produit de
déprrt. Le pic à 165 en IC et celui à 43 très intense en impact sont en faveur d’une
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déméthylation en bout de chaîne (P2) (tr - 8,62 min Â.miix = 222,4 et 268,6 et 295 nm en plus

d’un épaulement à 275 nm). Le pic important en (’UIP à tr = 4,7 min avec A,ma.x = 219,6 et

279,8 nm en plus du M°+ = 237 en impact font penser au 6-OH-MBT (Pt).

SS* Dans la fraction Xi on note l’existence du 6-OI1-MBTU (masse. CI.HP et RMN) comme

métabolite important avec MBTU déméthylé (208, 236 et 248 en IC au méthane, pic

moléculaire à 207 en impact électronique, tr = 8,68 min en CLHP avec X.max = 222,4 ; 270 et

295 nm et un épaulement vers 280 nm). Le spectre RMN montre aussi une autre structure a
noyau monosuOstitué. Le spectre de masse montre un pic moicculanc a iSl, 209 et 22 i on IC

(méthane) et M + = 180 en impact électronique. Le 6-OH-(2-méthylamino)-benzothiazole est

une structure qui pourrait être compatible avec ces données spectroscopiques (P7).

La fraction X2 ressemble qualitativement à la fraction précédente. En effet, l’analyse par

RMN montre au moins trois structures différentes dont deux au moins sont monosubstituées
et une avec un cycle benzénique à quatre protons. La masse montre des pics à M°+=237, 207

et 180. Le pic à M°+=193 pourrait correspondre au produit de départ didéméthylé (P5).

La fraction X3 est assez complexe mais on reconnaît le M + = 207, 237 et 193.

En conclusion, tous ces résultats obtenus lors de la biodégradation de MBTU par A. niger et

C. elegans permettent d’avancer les voies de métabolisation présentées dans la figure IV.17.

IV.B.2- Biodégradation de BT, OBT, ABT, MBT et BTSO3

La co-injection en CLHP, des métabolites hydroxylés au position 6 du cycle benzénique de
BT, OBT, ABT et MBT produit par d’autres souches bactériennes ou fongiques a permis

l’identification de ces intermédiaires chez C. elegans et le suivi cinétique quantitatif de

bioconversion des différents substrats (Figure IV. 18. Les résultats sont consignés dans le
tableau IV.7.
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Figure IV.17 : Voies métaboliques impliquées dans la biodégradation de MBTU
par C. elegans et A. niger.

Tableau IV.7 : quelques paramètres de la dégradation de benzothiazoles par C. elegans

OBT ABTSubstrat BT MBT

0,07 0,130,13 0,13 0,07[Si bstratj mM 0,07

2,7.10'5 4,8.ÎO*1k ( nM.h '.g1) 5,2.10'5 1,4.10‘J 1,9.10‘J 8,6.104
41,7 100 100 91,7 43Ta ix de bio-

conversion (%)
66,7

(150 h) (250 h) (280 h)(275 h) (50 h) (260 h)

0,01 0,01 0,02 0.02CBI lx(mM) en
métabolite (100 h) (100 h)(400 h) (250 h)
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Figure IV.J8 : Cinétiques de biodégradation de benzothiazoles par C. elegans :

A : BT (0,07 mM) ; B : BT (0,13 mM); C : MBT (0,07 mM)

D : MBT (0,13 mM); E : OBT (0,13 mM); F : ABT (0,13 mM)

On remarque que l’accumulation des métabolites est assez importante dans cas de BT, OBT et

ABT alors qu’aucun intermédiaire n’est détecté pendant la biotransformâtion du MBT bien

que ce dernier disparaisse très rapidement avec une courbe typique d’une décroissance

exponentielle (premier ordre). La est totale au bout de 100 heures pour une concentration

initiale de 0.07 mM et de 91.7 % pour une concentration initiale de 0.13 mM.

Pour le MBT. il faudrait cependant '.entier que la biodégradation est bien effective et que ce

composé ne s’adsorbe pas sur le myceilium de C. elegans.
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IV.C- Etude d’Ecotoxicité

En c )llaboration avec le Laboratoire de Biologie des Protistes de l’université Biaise Pascal de

Clennont Ferrand (France), des études d’écotoxicité ont été entamées au niveau de ce

laboiatoire en utilisant un micro-biotest : le Microlox*. sur tous les benzothiazoles étudiés

ainsi que sur leurs métabolites hydroxylés.

Le te st Microtox® est en fait un test de toxicité aiguë sur la bactérie marine, Vibrio Jischeri,
qui tmet en conditions normales de la lumière bleu-vert. Il s’agit alors de déterminer la

concentration (CE50) en toxique qui entraîne une inhibition de 50% de la luminescence

naturelle de cette bactérie. Le tableau IV.8 présente les valeurs moyennes de CE50 obtenues

pour les différents xénobiotiques et leurs produits de biodégradation après 5, 10 et 30 minutes

d’exposition au toxique.

Tab eau IV.8 : Résultats du test Microtox® pour différents benzothiazoles à différents temps
d’exposition (5, 15 et 30 min) au toxique ainsi que les écart types (a)correspondants

(U = NCH3CONCH3).

CES0 (mg/L) CT

0,020 0,029 0,0280.349 0,357 0,364l BT

0,047 0,081 - 0,0051,656 1,697 1,801O 1 OBT

0,349 0,105 0,4656,017 6,322 6,382OI diOBT

0,015 0,017 0,0180,410 0,410 0,212MBTSU

0,333 0,121 0,1333,982 1,734 1,318SI 1 MBT(OH)

0,513 0,529 0,7135,924 6,112 6,347NI 2 ABT

0,863 1,655 1,44214,824 15,649 16,017NE 2 ABT(OH)

2,875 2,206 2,385U MBTU 27,263 24,235 22,665

13,338 13,695 12,546112,123 123,768 132,335IJ MBTU(OH)

23,92 35,51320,165 294,923 294,870 58.26SO; H BTSO3

Dans l’ensemble, on constate qu’il n'y a pas d'écarts significatifs, entre les valeurs aux divers

tempsi d’exposition ; ce qui implique que les effets toxiques de ces composés sont de type

aigu.l
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Parmi tous les benzothiazoles testés le BT et le MBT présentent la toxicité la plus importante :

CE50 = 0,356 et 0,292 mg/L respectivement, alors que le BTSO3 présente la toxicité la plus

faible soit 303,32 mg/L.

, . pat ic bcii/uu.iuzole eu position 2 semble avoir une grande

influence sur les effets toxiques de ces substrats, fous les dérivés de benzothiazole ont une

toxicité plus faible que celle du benzothiazole lui même.

La

En ce qui concerne le MBTU, il semblerait que la dégradation de la chaîne urée conduit à des

â::crmédia' -’s nh\- / MIUS .;ue la molécule de départ. En effet. Phydrolvse de la liaison
amide du MBTU (CE50 = 27,263 mg/L) donne lieu à un produit plus toxique l’ABT (CE50 =
5,924 mg/L), et il n’est pas exclu par analogie aux phénylurées que la mono- et la di-

déméthylation (Tixier et al., 2000) conduisent au même phénomène.

Les réactions d’hydroxylation sur le noyau benzénique en position 6 ont donné lieu, dans tous

les cas, à la formation des produits à plus faible toxicité que les molécules parents.

Le test choisi pour évaluer la toxicité de ces molécules est très intéressant car il est

standardisé et permet une comparaison avec la toxicité d’autres xénobiotiques dans la

littérature. Cependant, il doit être noté que ce test met en jeu une seule espèce de micro¬

organismes. Or, il est bien connu en toxicologie, que toutes les espèces ne présentent pas la
même sensibilité à l’égard d’un même produit, d’où la nécessité d’étendre l’étude aux

organismes pluricellulaires plus complexes (protozoaires par exemple).

Des approches couramment utilisées pour expliquer les effets toxiques observés consistent à

établir une corrélation entre le caractère lipophile et la toxicité des molécules testées.

Les coefficients de partage KoW (octanol /eau) ne sont pas connus pour l’ensemble des

benzothiazoles étudiés, le tableau IV.9 donne à titre d’exemple les paramètres concernant

trois composés.

Tableau IV.9 : Quelques paramètres concernant BT, MBT et MBTU
a) (Brownlee et al., 1995) ; b) (Tomlin, 2000)

Solubilité (mg/L) (24°C) Logi0Kow CE50 (mg/L)Composé

1,99“3000“ 0,349

0.4 iO
~ '

BT

■ 20“ 2,4 1MBi 12.64b59 27,263MBTU
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BT est le moins hydrophobe et son Kow est le plus bas, MBT est intermédiaire alors que

MBTU est le plus lipophile comme prévu. La toxicité évolue apparemment dans le sens

contraire de l’évolution de la lipophilicité.

«
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Phototransformation des benzothiazoles

V.l Phototransformation du méthabenzthiazuron (MBTU)

V.l.l- Photolyse direct

Le méthabenzthiazuron (MBTU) est connu comme étant un herbicide peu voire pas

photodégradable à X > 290 nm (Jensen-Korte et al., 1987). Cependant dans nos conditions de

laboratoire on a trouvé qu’il se photolyse lentement dans l’enceinte à six lampes émettant

entre 275 et 365 nm. En effet une solution de MBTU (K)"4 M) irradiée pendant cinq heures

conduit à une disparition de 15 % environ de substrat (ligure V.l), ce qui est en accord avec

un faible recouvrement entre le spectre solaire et celui de l’absorption UV-Visible de

l’herbicide. Le temps de demi-vie calculé pour une réaction de pseudo-ordre un, est évalué à

15,7 heures.

1,0-

■ <ÿ*

0.8-

2
0,6-

CjJ 0,4-

CQ
S 0.2-
H

• Direct
+ SH (32 mg/l)( )

0,0
96 12 150 3

Temps d'irradiation (heures)

Figure V.l : Photolyse du MBTU entre 275 et 365 nm

V.1.2- Photolyse en présence des substances humiques

Un*, solution aqueuse de l’herbicide MBTU (!ü l M) tamponnée à pH égal à 6,5 et contenant

25 mg/L d'acides humiques (AH) a été irradiée dans un réacteur en pyrex coupant les

longueurs plus courtes que 290 nm. car seules les longueurs d’onde au-dessus de celles-ci

atteignent la surface de la terre.

l a courbe de disparition du substrat au cours du temps d’irradiation montre une légère

accélération due probablement à l'effet photoinducteur des acides humiques. Le 11/2 était de i 7
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%|lus faible que celui de la photolyse directe en absence des acides humiques soit environ 13

heu es. Ce résultat est dans l’ensemble en désaccord avec les résultats d’une étude ancienne

concernant la photodégradation de l’herbicide méthabenzthiazuron en présence des substances

hun iques [Jensen-Korte et al., 1987]. En effet ces auteurs ont trouvé que le substrat ne se

phqfiolyse pas directement et que les substances humiques provoquent une accélération

considérable sur la phototransformation pour aboutir à un temps de demi-vie de 21,9 heures

avet une concentration de 100 mg/L en HA.

Cependant les auteurs n’ont pas précisé s’il s’agissait d’une transformation mono ou

polyehromatique et la concentration en substrat était environ vingt fois plus faible que celle

utilii ée dans notre étude.

2*

Tableau V.l : Temps de demi-vie (h) de la photodégradation du méthabenzthiazuron

1000 0 25Conc. HA (mg/L)

Non dégradé 91.2 21.9Jensen-Korte et al., 1987

15.72 13.03Présent travail

* emps de demi-vie calculés pour un pseudo ordre-1

V.1.3- Photolyse en présence des ions nitrate et nitrite

La piésence des ions nitrate dans le milieu naturel (chapitre I), en particulier les eaux
natun lies, nous a incité à essayer de voir s’ils jouent un rôle dans la diminution de la

concentration en herbicide dans l’environnement aquatique. Nous avons procédé à

l’irrat iation de solutions de 10ÿ M du composé au voisinage de 310 nm et en présence des

ions n trate et nitrite dans différentes conditions de concentration et de pH.

Comité prévu, l’effet est net sur les vitesses initiales de disparition et les temps de demie-vie

(tablet u V.l).

L’effes des ions nitrate augmente avec leur concentration. Pour une concentration de 10‘3 M
en nitr ite la vitesse initiale de disparition du substrat a pratiquement doublé par rapport à celle
de la photolyse directe. En affectant cette concentration d’un facteur de deux, la disparition

quant]i elle, est affectée d’un facteur de trois (figure V.2).
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Tableau V.2 : Effet des ions nitrate et nitrite sur les cinétiques
de photodégradation du MBTU

MBTU seul Nitrate Nitrite

HT I (T* (pH-5) 10"1 (pH=2)2. 1 0'-Con. (mol/L)

k (104 mM.s"1) 1.23 1.97 2.06 5.000.64

0,10

0,08- *V.

~ •- -■N0,06-
2

■ MBTU seul
[NO3>10° M

A + INO3‘]=2.IO° M
V + INOa>10- M, pH=5
♦ +[NOJ ]=10"'M, pH=2

a o,o4- • +g
o
o 0,02-
U

0,00
200 300 4000 100

Temps (min)

Figure V.2 : Photolyse du MBTU en présence des ions nitrate et nitrite

*
îlvrfp

Les ions nitrite en solution non tamponnée (pH=5), sont plus efficace que les ions nitrite. En

effet avec une concentration en nitrite vingt fois plus faible on aboutit à une disparition

légèrement supérieure (figure V.2).

En tamponnant la solution à un pH au-dessous du pKa de l’acide nitreux, le résultat obtenu est

meilleur et la disparition est 8 fois plus importante avec une concentration égale à celle du

substrat par rapport à la photolyse directe. Le tl/2 n'est que de quatre heures environ.

Av NO* ; *011 pK j, de I INOT est égal à 3.37UNO, -F-
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En J 'lus de leur absorption à plus grandes longueurs d’onde (A™ax = 352 nm), les ions nitrite

présentent l’avantage d’avoir un coefficient d’absorption molaire et un rendement quantique

légèrement plus élevé que les ions nitrate.

Toutefois, à concentration élevée, les ions nitrite présentent l’inconvénient d’être de très bon

capte urs de radicaux hydroxyle et donc leur pouvoir de dégradation vis à vis des composés

organiques n'est efficace que pour les faibles concentrations en solution.

La . hromatographie liquide haute performance a révélé la formation de quelques

photcproduits qui ne s’accumulent pas d’une manière appréciable dans le milieu réactionnel

rendtnt ainsi l’étude analytique plus difficile. Ceci est probablement dû au fait que les

phote produits formés ont une réactivité beaucoup plus importante que le produit de départ.

Dans le but d’avoir une idée sur les photoproduits formés au cours de ces réactions photo-

indui es par les ions nitrite ou nitrate, des solutions de MBTU (23 mg.L'1) en présence de

nitrat ; de sodium (217,5 mg/L) et nitrite de potassium (34,8 mg/L) ont été irradiées, dans des

réacte urs en pyrex dans l’enceinte à six lampes, pendant 7,5 h (74% de disparition) et 5,5 h

(47 °/ > de disparition) respectivement. Le solvant est ensuite chassé grâce à un évaporateur

rotatL sous pression réduite à température modérée. Le résidu sec est repris ensuite par de

l’éthe ou du méthanol. Le surnageant est analysé par spectrométrie de masse (APCI+).
Les ré 9ultats de l’analyse des fractions extraites sont les suivants :

• M/z+l= 226, 238, 283 et 165, ce qui correspond aux masses molaires 225, 237, 282 et

164 respectivement. Les structures proposées sont mentionnées ci-après.

• On remarque que le 2-méthylaminobenzothiazole formé (M=164) résulte très

probablement de la pyrolyse dans le spectromètre de masse du produit de départ vu la

présence de ce fragment sur le spectre de masse MBTU pure.

• A priori la masse M = 237 correspond à un produit d’hydroxylation sur l’un des 4

sommets libres du cycle benzénique.

Néanmoins une co-injection du 6-OH-MBTU, produit précédemment par A. niger, dans la

solution a permis de conclure que l’hydroxylation se produit également en position 6 par cette

voie p$otochimique.
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N CI 1 1y N'trN-ii [ Ni ~ 237 ]IIO

CM ( !!
V-0;N- N-C-N M - 2X2" i l

IIO O

v-c [ M = 225 1O2N
IIO

N Cil)
M = 164

Nous proposons dans le paragraphe suivant les mécanismes radiculaires primaires et

secondaires résultant de la photoinduction par les ions nitrate ou nitrite.

V.1.4- Mécanisme de formation du 6-OH-MBTU

La formation de ce produit a été déjà observé par action des microorganismes sur l’herbicide

(voie enzymatique). Le mécanisme de sa formation par voie photocatalytique suit en toute

vraisemblance un mécanisme radicalaire consistant en une attaque électrophile .du radical

hydroxyle sur la position 6 du cycle benzénique suivi de l’intervention du dioxygène pour

éliminer un radical H de la position 5 pour former le 6-OH-MBTU et le radical H02*. Ce

radical, peu réactif, peut se dismuter, en oxygène et peroxyde d’hydrogène selon la réaction

suivante :

2H02 H2O2 + 02

Le peroxyde produit peut à son tour photoinduire une nouvelle hydroxylation (Baxendale et

Wilson, 1957) même si sa contribution reste laible vu sa concentration non importante et

surtout du fait qu’il absorbe très peu aux longueurs d’onde d’irradiation :

hv
► 2110 { d> - 0.5)II2O2
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La formation du 6-OH-MBTU est aussi envisageable par la dismutation de deux adduits

radftalaires MBTU../OH avec élimination d’une molécule d’eau et régénération du MBTU

du départ (Schéma V.l).

Une fois formé, le 6-OH-MBTU peut donner lieu à des réactions décrites au § V.2.2.C.2 à

savo r des réactions d’ouverture du cycle et de couplage .

N ÇH3I
N-C-N

11 "HO M•s

‘OH

™3 XC«3
HO-

H
H -H2O

-MBTU
X 2

02

CH3N /CH3
N— C— N

" H

I
+ HO2 iSHO- O

formation d’adduits et produits d'ouverture du cycle

Schéma V.l : Mécanisme de formation de 6-OH-MBTU

V.l.5- Mécanisme de formation de produits de nitration

En presence des espèces azotés issues de l’excitation des ions nitrite ou nitrate, le composé

hydroxylé formé précédemment, peut réagir avec eux pour produire des composés nitrés
(Schétia V.2).
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N Ç«3 CIl3IV-N-C-N
ftHO'

‘OH - H20

HN NN w* \\R R
S Ss o-•o 0'

H

NO2Lir

O,N

HO
NO,

Schéma V.2 : Mécanisme de nitration de 6-OH-MBTU

V.1.6- Réactions de la chaîne urée

La réaction de la chaîne urée la plus fréquemment rencontrée est la N-déméthylation.

Plusieurs fragments détectés en masse semblent être en relation avec cette désalkylation,

notamment les fragments 193, 207, 209, 223 et 225. Ce dernier fragment pourrait

correspondre à un produit d’hydrolyse d’une liaison amide d’un composé nitré (5; ou 7-nitro-

6-OH-MBTU) (schéma V.3).

N H O
|M = 207 1

N HO
■

M = 193N-C-N Schéma V.3 : Structures de quelques produits
de déméthylation issus de la photoinduction

de MBTU par les ions nitrate ou nitrite

S 11

y 9
A

ru
i :>i -

HO

il O
J!-O- N

r v, j,\i 21/; j
HSl!0‘
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Il e: t fort probable que ces réactions soient débutées par une oxydation progressive du

groupement méthyle (hydroxylation, formylation...).

L’hydroxylation et la formylation du groupement méthyle ont été aussi proposées pour

expliquer la N-déméthylation par voie biotique.

: V.2 Phototransformation du 6-OH-MBTU

Le spectre UV du 6-OH-MBTU (10"* M) en solution aqueuse est représenté sur la figure V.3.

Le MBTU présente un maximum à 280 nm mais la bande d’absorption s’étend jusqu'à 320

nm p ir l’introduction du groupement fonctionnel OH sur le cycle benzénique.

3,0x1014
\5 15000- 2t5x1014J

TLc MBTU 2,0x1014 T

1,5x1014
(j

1,0x1014 =

E /10000-§
270 2«f 290

'

300 310 320
'

330 340 350 360

wavelength (nm)

spectre d'émission. -
solaire

S E
.E

6-OH-MBTU« 5000- / 2-3

5,0x1013 CL,
.S
E 0,00O

300 350 400L
Longueur d'onde (nm)

Figure V.3 : Spectre UV-visibe du 6-OH-MBTU 1(T4 M en solution aqueuse

Dans l’optique de déterminer le pKa du substrat, l’absorbance en fonction du pH a été suivi

grâce au spectrophotomètre UV-Visible pour une concentration constante en substrat.

Le pKa a été déterminé en traçant la densité optique à une longueur d’onde (280 nm par

exemple) en fonction du pH de la solution (figure V.3bis). La valeur trouvée est voisine de 10
et rappelle celle du phénol non substitué. Le 6-OH-MBTU a en effet une analogie

réactBnnelle avec celle-ci (formation du radical phénoxyle. formation des dimères....).
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Figure VJ bis : Détermination du pKa de 6-OH-MBTU

V.2.1- Détermination du rendement quantique à 313 nm

Le rendement quantique de disparition du 6-OII-MliTlJ a été mesuré par actinométrie au

ferrioxalate de potassium. Le flux incident correspond à I0 =1.1 ±0.1 x 1015 photons cm'2 s'1
en irradiant à 313 nm. En considérant une disparition de 6 % en 7 heures en milieu aéré, le

rendement quantique de disparition était évalué à O = 0.001 ± 0.0002 à 313 nm pour la forme

moléculaire. Vu la valeur du pKa déterminée précédemment, seule cette forme peut jouer un

rôle important dans les conditions environnementales. Néanmoins le rendement quantique de

la forme anionique a été évalué aussi à O = 0.00 1 ± 0.0002 à 3 1 3 nm pour la forme anionique

pour une disparition voisine de 17 % au bout de 3 heures d’irradiation.
Par contre dans un milieu désoxygéné, le rendement quantique de la photolyse est presque

nul (< 10"4). Ce résultat montre en toute évidence que l’oxygène est bien nécessaire pour que

la phototransformation puisse avoir lieu.

V.2.2- Irradiation en lumière polychromatique à 310 nm

a)- Etude analytique

! 'ne solution 10 ' M a été irradiée en lumière polychromatique à X > 310 nm. Un

chromatogrammc typique est donné sur la ligure V.4.
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Figure V.4 :Chromatogramme CLHP d'une solution Iff4 M de 6-OH-MBTU
Irradiée à 310 nm.

Plus eurs photoproduits sont observés sur ce chromatogramme, en particulier P|, P2 et P3, qui

représentent les produits majoritaires.

y Dans une phase mobile acidifiée, Pi et P2 sont élués avant le produit de départ et P3 est

élué après.

) Quand la phase mobile était un mélange eau pure/méthanol, P| a été élué très

rapidement (au bout de 3 minutes), alors que les temps de rétention de P2 et P3 sont

restés pratiquement constants.

Chacun de P| et P2 montre une large bande d’absorption avec un maximum à 305 nm (figure

V.5). Leurs spectres UV-Visible différent significativement de celui du produit de départ, ce

qui suggère d’importantes différences structurales.

Dans le but d’identifier ces photoproduits, 2 portions de 50 mL ont été irradiés dans l’enceinte

de si; lampes dites "310 nm". L’eau est évaporée dans le but de réduire le volume de la

solution à 1 mL et ensuite ce concentré est analysé par HPLC-ES1-MS (voir matériels et

techn ques expérimentales : chapitre II, § A.6.2.1 et § A.6.2.2).
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Figure V.5 : Spectres UV-Visible de Pt et P2

Les ions moléculaires obtenus pour P| correspondent à l’addition de O2. La présence du

fragment à [M-44] dans la HPLC-ESI-MS et l’ionisation dans une solution modérément acide
indiquent que Pi porte une fonction acide carboxylique (tableau V.3)

Tableau V.3 : Analyse HPLC-ESI-MS de 6-OH-MBTU
et ses principaux photoproduits PI, P2 et P3

Ions moléculaires m/z (ions minoritaire)Composé

236 [M-H]\
238 [M+H]+ et 260 [M+Na]+(180)

6-OH-MBTU

268 [M-H]\ (224)

270 [M+HÏ et 292 fM+Na]+ (226)

226 [M+HJ * et 248 [M+Na]+ (169)

PI

P2

471 [M-H]+,
473 [M+H]+ et 495 [M+Na]+

P3

L’analyse par RMN-*H de 50 mL irradiés à 7. > 290 nm et concentrés à l’évaporateur rotatif,

est en accord avec la présence d'un proton sévèrement déblindé dans la zone des aldéhydes.

L’ion moléculaire obtenu pour P2 correspond à [M+32-44], c’est à dire l’addition de 02 et la

perte de C02. P2 semble cependant être la forme décarboxylée du Pj.

En fin, les ions moléculaires observés pour Pj correspondent à [2M-2H] : i! s’agit

ce: iine.meni des compos». - de couplage.
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b)- Etude cinétique

La c nétique de disparition de la forme moléculaire de 6-OH-MBTU (1CT4 M) irradié à 310

nm est représentée sur la figure V.6. Le temps de demi-vie est voisin de deux heures et demi.

[6-OH-MBTU] i(M) Aire HPLC 0.0101.0x10"-J) Q

8.0x10's J

6.0x10*s-

A P,• P,
0.008y ° ° ° O

.•88r 0.006

0.0044.0x10S-

2.0x10's- 0.002
A A A A

A A A A
A A A0.0 0.000A A A

30 2
Temps d’irradiation (heures)

Figu e V.6 : Cinétique de disparition de 6-OH-MBTU (10~4 M) irradié à 310 nm (pH=6,5)

Les c nétiques de formation de P| et P2 ont aussi été suivies qualitativement au cours du temps

d’irradiation. La forme des courbes obtenues indique que Pj est un produit primaire alors que

P2 lu: est un produit secondaire. La formation de P| atteint un maximum vers 160 minutes, au

moment où la disparition du 6-OH-MBTU est de 50% (figure V.7).

i[6-OH-MBTU] (M) Aire HPLC 0,010
1,0x10’4-

8,0x10'5 -

6,0x10’5-
4,0x10'5-
2,0x10‘5-

A p2
• P,

0,008o
?°y 0,006

0,004«. )

O O ° OU O
0,002

A A A A A A0,0 0,000
012345678

Temps d'irradiation (heures)

Wigure V.7 : Cinétique de disparition de 6-OH-MBTU (1(T4 M) irradié vers 310 nm
en présence des acides humiques

154



Phototransformation des benzothiazoles

La figure V.7 montre que le substrat se transforme plus lentement en présence des acides
humiques (25 mg/L) qu'cn leur absence.
Le temps de demi-vie était en effet de quatre heures dans le premier cas et de 2.5 heures
uniquement dans le dernier cas.

A pH 12 la forme anionique disparaît beaucoup plus vite que la forme moléculaire. Le temps

ti/2 n’est que de 45 minutes pour la première forme soit 3 fois plus faible que celui de la

seconde forme (Figure V.8). On note par ailleurs que le substrat n’est apparemment pas stable

en milieu basique. On a constaté qu'au bout d’un moment la solution prend une coloration.....'•juifcatim ,-:sible de h.Lan 2 ' tim» Hlljuuiianc et qu<- iO sp«-v,i><-

substrat. En effet le spectre n'est constitué que d’une seule bande centrée à 305 nm.

. *

1,00

s
o 0,75

H 0,50

I
DC O-25
O
SO

0,00 Tô 60 80~200

Temps d'irradiation (min)

Figure V.8 : Cinétique de disparition de la forme anionique de 6-OH-MBTU (10'4 M)
irradié à 310 nm (pH = 12)

L’accumulation des photoproduits est réduite d’une manière drastique en présence des acides
humiques. Pour P*, le maximum de concentration est le tiers de celui mesuré en absence des
acides humiques.

H- Mémriiÿrÿp r*>notionnel

La présence du groupement hydroxyle sur le cycle benzénique est un facteur très important à

l’égard de la nhotodégradabilité. En effet. les composés phénoliques sont connus à pouvoir se

photoioniser à partir de leur premier état singulet excité (Richard cl Grabner. 1999). Cette

rér»clion génère des electrons solvatés et des radicaux calions qui peuvent se dénrotonner
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ultét eurement pour donner les radicaux phénoxyle. Les électrons solvatés sont captés par

l'oxygène et conduisent à la formation d'ion superoxyde.

Dans une deuxième étape, les radicaux phénoxyle peuvent réagir aussi bien avec l’anion

sup<|oxyde pour donner naissance à des produits d'oxydation ou s'additionner au composé

phénolique de départ pour former des dimères.

Les tqjes de réaction observés avec le composé de départ (6-OH-MBTU) (effet de l’oxygène

sur le rendement quantique de la photolyse, formation de produits d’oxydation et de dimères),

sont t ompatibles avec la photoionisation comme étape initiale.

★

OCsVR -t J@>R R +c hydrate—HO"

6-OH-MBTU
singulet o2

R + 02‘H+ + 02
O i

!
HO2

Il est possible aussi d’obtenir le radical benzothiazolyloxy à partir de l’état triplet du substrat,

par arrachement d’un atome d’hydrogène par l’oxygène.

T
N

o2R hv R + HOzSHt •O

6-OH-MBTU
triplet
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Le radical formé est en équilibre avec d’autres formes limites mésomères, dans lesquelles
l’électron est porté par le carbone en position ortho ou para de l’oxygène.

N
V-RA/ -so- O

321

N
R

S

4

La contribution de la forme 3 (position para par rapport à l’oxygène) est peu probable en

raison de son instabilité majeure (radical tertiaire).

c.l- Formation des dimères

Ils se forment par la jonction 2-2, 2-4 ou 4-4. Cependant la chromatographie liquide haute

performance et la spectrométrie de masse montrent la formation d’au moins deux dimères de
masse 472, mais de polarité différente. Le choix de deux jonctions correspondantes ainsi que

l’attribution des pics correspondant sur le chromatogramme CLHP n’est pas aisé.

Jonction 2-2 :

Nw R N
P N

R■S V-Ro'
■s'()' SH MOLJ1fi HO

Û0-o so. .s >-RA\
■

“ 1

157



Phototransformation des benzothiazoles

Jon t ion 2-4:

iôr;VR
H s

NNw KR
S•s O-

H IKN
y-R

S

H nH
H

VR o- \ N

K
R

SO'

•Ion tion 4-4 :
H HN.

R-// \ R

Os- R

HL N

:Q
N H(N.

R R H( n•ss- O O'

\ N

K
R

;

c.2- Formation de Pi et P2:

Il e: t fort probable que P| se forme à partir de la forme mésomère2. Pi en se décarboxylant
I I

don îera naissance à P2. Néanmoins, la formation de P2 est aussi envisageable a priori à partir

de11 forme 4 mais cette éventualité semble non souhaitable de point de vu énergétique.

En « ffet, Pi formé à partir de la forme 2 possède un hétérocycle aromatique (satisfait la règle

de Kückel) cependant si Pi était formé à partir de la forme 4 il donne lieu à un système sans

aronaticité.
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N N N
SS \\ SsR — R R

S ■s ■so- ()•
i 2 31

H

i
N
\\ R

S()'o2'H+ 4

OHaN
V-R

Hü2«SO-
P, (269)OOH

hv -C02

OH* N
R

•sH
P2 (225)

c.3- Formation d’autres produits de dégradation

La spectrométrie de masse couplée à la CLHP laisse penser qu’il se forme d’autres produits

que les trois cités ci-dessus. Nous ne savons pas par ailleurs avec certitude s’il s’agit des

produits issus de la phototransformation ou s’ils sont simplement formés par thermolyse dans

le spectromètre de masse. Nous citons quelques uns ci-après :

S P4 (180) : [M+H]=181 [M-1J=179 qui correspond au [6-OH-MBTU-CONHCH3]

r JOCKIHO

P4
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s P; (168) : il s’agit probablement de P2-CONHCH3

CHO, N CH3* N
'HSH

P5

S P6 (169) = [Ps+H]+ : c’est à dire qu’il n’est autre probablement que le produit P5 protonné
y P (287) = [P1+H2O]. Il pourrait s’agir de l’addition d’une molécule d’eau à la double

liais n exocyclique.
S P| (294)

'PS (227)
S P] 1 (209) = produit di-déméthylé

V.3 Phototransformation du 2-mercaptobenzothiazole (MBT)
-

V.3.1- Caractéristiques physico-chimiques

a)- Propriétés spectrales

Les spectres d’absorption UV des deux formes du 2-mercaptobenzothiazole (MBT) sont

donn æS sur la figure V.9.

La fc rme moléculaire présente un maximum d'absorption à 321 nm, le coefficient d'extinction

mola re étant égal à 22800 M*1 cnT. La forme anionique a un maximum à 305 nm et le

coefficient d'extinction molaire est égal à 17900 M‘‘ cm’1. La forme moléculaire peut se trouver

sous leux formes tautoméres.

D'api is la littérature (Ellis et Griffiths, 1966) la forme thione serait largement prépondérante.

N NH
V-SH

S

Forme thioneForme thiol
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Figure V 9 : Spectres UV-visible des deux formes du MET en solution aqueuse

b)- Mesure du pKa

Pour déterminer le pKa de MBT, nous avons enregistré le spectre d'une solution de

concentration fixe à plusieurs pH compris entre 2 et 11. Puis, nous avons relevé les absorbances à

une longueur d'onde où la forme moléculaire absorbe beaucoup plus que la forme anionique.

Nous avons ainsi obtenu le tracé donné figure V.9 qui permet une détermination graphique du

pKa. On obtient pKa-6,94±0,05.

0,4

I 0,3
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0,2
o
S
■S 0,1g

«<
0,0

P 10 122

PU

Figure V.9 : Variation de /‘absorbance à 330 nm d'une solution de MET en fonction du pli
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V.3.2- Photolyse par éclairs

La photolyse laser d'une solution moléculaire de MBT (3x10'5 M), pH=5,0 n'a pas permis

d'observer d'espèces transitoires. En revanche, la même expérience sur une solution tamponnée à

pH= 8, > a donné lieu à l'observation de trois transitoires.

• j Le premier, de très courte durée de vie (x = 0,2 ps), présente une bande large avec un

maximum d'absorption vers 510 nm (figure V.10). C'est une espèce de courte durée de

I vie qui disparaît par une cinétique du premier ordre en solution desoxygénée

(k=4,lxl06 s'1). Sa disparition est accélérée lorsque l'on sature la solution en oxygène

(k=7,lxl06 s*1) ou lorsque l'on ajoute de l'acrylate de méthyle à 2x10'2 M (k=l,7xl0f"
j s'1) (figure V.1 1 ). Cette espèce pourrait donc correspondre à l’état excité triplet.

0,06

0.05
a> •/0,048 °c

JD ë 0,03
b- <uJ|0,02
< g 4*

g 0,01

0,00
3

350 400 450 500 550 600 650
Longueur d'onde (nm)

Figure V.10: Spectre d'absorption transitoire d'une solution désoxygénée
de MBT tamponnée à pH=8.0

« Le deuxième transitoire observé a un maximum vers 725 nm ce qui est caractéristique

de l'électron solvaté en milieu aqueux. Il disparaît par une cinétique du premier ordre

! (k = 2,5x106 s"1) dans un milieu désoxygéné et il est piégé par l’oxyde nitreux N2O.

hv *ÿ’ aq
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0,06
Dispartion à 5 1 0 nm en :

milieu désoxygéné
• milieu suturé d'oxygène
-milieu désoxygéné en présence

d'aeiy iule de méthyle (2.10 ‘M)
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<
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Temps (microseconde)

Figure V.ll : Cinétique de disparition du MUT à MU nm en milieu : (O) désoxygéné,
(0) saturé d'oxygène, ( —) désoxygéné et en présence d‘acrylate de méthyle (2x J 0'2M)

• La troisième espèce détectée absorbe entre 340 et 380 nm avec un maximum à 350 nm
(figure V.12). Sa durée de vie est plus longue que celle des 2 autres transitoires

puisqu'elle est d'environ 100 p.s. Cette dernière espèce dont la formation semble associée à

celle de l'électron solvaté est vraisemblablement le radical benzothiazolyle formé par

photoionisation après départ de l’électron.

0,008

0,006-

o
£ 0,004-_Q

2
X>< 0,002-

■
0,000

340 350 360 370

.onguent Tonde (nm )

Figure V.12 : Spectre d'ahsoi piion transi:» .-ire obtenu par photolyse laser
à 266 nm d'une solution du M/il en milieu désoxygéné
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I igure V.13 : Dépendance de la densité optique à 510 (•), 350 (A) et 725 (V) nm avec
' / 'énergie d’excitation laser P. [MBT] = 1,2 x KT4 M, = 266 nm, pH = 8citation

Nou avons représenté les absorbances de fin d’impulsion à 510, 725 et 350 nm en fonction

de l’inergie P d’impulsion sur la figure V.13. La décroissance de l’absorbance à 510 nm est

linéaire avec P indiquant ainsi une formation par un processus monophotonique de l’espèce.

Par t ontre les absorbances à 350 et 725 nm croissent d’une manière presque quadratique avec

P rat ntrant ainsi des formations par des processus mixtes mono et biphotoniques des espèces

conc ;més. La similitude des courbes indique que les deux transitoires sont produit par les

mêmes processus. Il pourrait donc être conclu que les espèces de longue durée de vie sont le

radie il benzothiazolyle et l'électron solvaté, qui sont produits simultanément par

photo'ionisation. Sur la base de piégeage par l’oxygène et le méthylacrylate, l’espèce de courte

vie pourrait être attribuée à l’état excité triplet.

V.3.3- Irradiation en lumière continue

L’éttde de la phototransformation directe de BT-SH a été principalement effectuée avec les

forato.:s moléculaire et anionique, formes susceptibles d’être présentes dans les eaux naturelles.

Comme le montre les spectres UV des deux formes de la figure V.8, l’absorption du composé

se pBdonge jusqu’à 350 nm.
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L’irradiation d’une solution 3xl0'5 M à pH = 5,26 en milieu aéré conduit à une diminution

importante de la bande d'absorption à 320 nm. mais aucune nouvelle bande n'a été observée

(figure V.14a). On aurait pu penser que l'évolution de l'absorbance à cette longueur d’onde à

faible degré d’avancement pourrait permettre le calcul du rendement quantique de disparition,
mais les spectres emegistrés indiquent qu'un ou plusieurs produits absorbent dans 1 même

domaine de longueurs d’onde.

0,7- MBT (3x10'5 M) 313 nm
sous air (pH = 5,26)

(a)
+ uo,J '
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Figta c i 'A4 : !i.\\u:ion de .'urbance d'une solution 4x10' M • 'e MB!
pH = 5,26. irradiée à 3/0 nm en milieu : (a) aéré, (b) désoxygéné
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Afl- I d’évaluer avec précision le rendement quantique de disparition de BT-SH, toutes les

maures quantitatives ont été effectuées par CLHP selon le protocole décrit dans la partie

expérimentale. Cette dernière méthode nécessite un avancement voisin de 10 %.

Dars une première étape, nous avons mesuré les rendements quantiques de photolyse de BT-SH

à 313 nm. En milieu désoxygéné à l'argon (figure V.14b), la forme moléculaire a un

reni ement quantique de photolyse inférieur à 5x10-1. Avec la forme anionique, nous avons

trotivé 13xl0'3. En solution saturée d'air, on a trouvé respectivement 1,9 x 10‘3 et 1,9 x 10'2 pour

les formes anionique et moléculaire. Ces résultats montrent tout d'abord que fanion est

beaucoup plus réactif que le composé neutre. Ensuite, ils montrent que l'oxygène a un effet

aca lérateur sur la réaction. En plus, nous avons irradié la forme anionique dans une solution

saturée en oxyde nitreux. Nous avons trouvé un rendement quantique de photolyse égal à (2,2±

03) xlO'3 légèrement supérieur que celui de la solution saturée en argon.

Dars une deuxième étape, nous avons suivi la formation des photoproduits en analysant des

solutions irradiées par CLHP. L'irradiation en solution désoxygénée conduit à la formation

appiremment unique de BT-H (q > 90%). En solution aérée, le benzothiazole (BT-H) et le 2-
hyd oxybenzothiazole (BT-OH) ont pu être détectés. Un troisième photoproduit présentant un

tem os de rétention très court est également observé. Ce produit qui est élué avec le pic du

soh ant est vraisemblablement sous forme ionique. Il se pourrait donc que ce soit un acide.

V.3.4- Irradiation en lumière solaire

Des solutions de 2-mercaptobenzothiazole (104 M) ont été irradiées en lumière solaire dans de

l'eat pure tamponnée à pH=8.0 par des tampons phosphate et dans de l'eau naturelle prélevée

dan le lac d'un barrage (Villerest sur la Loire près de Roanne). Par CLHP, nous avons suivi,

dan: les deux cas, la disparition de MBT et la formation des deux principaux photoproduits BT-
H et BT-OH. Les résultats sont présentés figure V.15.

Dans l'eau pure, le temps de demi-vie de BT-SH est d'environ 250 min, alors qu'il n'est que de

65 nin dans l'eau de barrage. Dans l'eau pure, BT-H et BT-OH sont formés dans des quantités

assfz voisines. Dans l'eau naturelle, BT-H et BT-OH sont formés plus rapidement en accord avec

le feit que BT-SH disparaît plus vite. On note également que la formation de BT-H est nettement

failrisée par rapport à celle de BT-OH. Ceci nous permet de conclure que les constituants
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Figure VI 5 : A-Cinétique de disparition de MBT (MF1 M) en lumière solaire (réacteur en
quartz) : (o) dam l'eau pure, (•) dans l’eau naturelle

B-Formation des photoproduits : (A) (A)BT-H ; (V )<y): BT-OH

chromophores de l'eau de barrage accélèrent la disparition de BT-SH et favorisent la formation de

BT-H.

Après un taux de conversion de .‘<U ‘‘o, hi -il et Bi-Oii son; lurnits dans Peau iviilli-Q avec

des rendements chimiques respectifs de 13 et 6 % . On note également que la formation de BT-
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H e ;t nettement favorisée par rapport à celle de BT-OH dans l’eau naturelle, BT-H étant

proc uit avec un rendement chimique de 25% alors que le BT-OH était seulement détecté en

état Je trace.

On remarque enfin sur la figure V.15 que les photoproduits continuent de se former alors

même que la concentration de MBT dans le milieu est devenue très faible. Ceci indique que ce ne

sont pas des produits primaires mais qu'ils proviennent de la décomposition lente, thermique ou

phot «chimique, de substances intermédiaires.

V.3.6- Mécanisme

Les Expériences de la photolyse laser portent des informations sur les étapes primaires de la

photc lyse du MBT. Elles ont permis la détection de l’état excité triplet anionique du MBT. Ce

demi ir montre quelques similitudes spectrales avec les états triplet de thiones aromatiques

comme c’est rapporté dans la littérature. Le triplet de la pyridine-4(l//)-thione et la pyridine-
2(1# -thione montrent une large bande dans l’acétonitrile avec des maximums respectivement

à 428 et 455 nm. (Alam et al., 1998). Le triplet du 4,6-diphényl-3-cyanopyridine-2(l#)-thione
a été aussi détecté dans l’acétonitrile sous forme d’une bande large avec un maximum à 520

nm (I 1-Kemary et al., 2000). Il a été aussi prouvé que fanion subit la photoionisation pour

condi ire à la formation des électrons solvatés et le radical benzothiazolyle.

L'ens» mble de ces observations nous permet de proposer le schéma réactionnel suivant :

•> En milieu désoxygéné, la transformation de MBT implique vraisemblablement
l'état excité singulet qui subit une photoionisation ou une coupure C-S. Dans l'eau
cette coupure pourrait être hétérolytique conduisant au carbanion qui par
protonation va donner BT-H.

❖ En présence d'oxygène, d'autres réactions se produisent : oxydation du triplet et du
radical BTS; en particulier. Les formations de BT-H et de BT-OH pourraient
résulter de l'élimination de SO2.
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Lors des expositions en lumière solaire, on a constaté que MBT disparaît plus vite dans l’eau

naturelle que dans l’eau distillée. Ceci prouve que ce substrat disparaît non seulement par

photolyse directe mais aussi par réaction photoinduite. Il est bien connu que les constituants
chromophores de l’eau et notablement la matière organique naturelle produit des espèces

réactives comme par exemple de l’oxygène singulet. Cette espèce avec laquelle les composés

soufrés réagissent facilement est vraisemblablement capable d’oxyder MBT. On peut

s’attendre à ce que l’oxydation de MBT par *02 conduise au sulfinate comme cela a été décrit

dans la littérature (Robert-Banchereau et al 1997. Pasto et al., 1994) pour des composés de ce

type. Comme décrit dans le schéma ci-dessus, la porte de SO2 va conduire à la formation de BT-
H composé très majoritaire dans l’eau naturelle.

En conclusion, nous avons étudié la phototransformation du 2-mercaptobenzothiazole dans

l’eau par irradiation continue et cinétique rapide. Seule la forme anionique se photolyse de façon
mesurable. Différentes réactions se produisent : photoionisation ou rupture de la liaison C S à

partir du singulet et oxydation du triplet. Dans tous les cas te centre réactif est le thiolate. La
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phototransformation du 2-mercaptobenzothiazole peut être également photoinduite par les

chroo ophores présents dans les eaux naturelles (Matière Organique Dissoute).

02
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Conclusions

Conclusions
La photolyse des halobenzonitriles en solution aqueuse conduit principalement à la réaction
de la photohydrolyse en plus des réactions de la réduction. La nature de l’halogène ne semble
pas affecter la nature de photoproduits mais leur quantité. La photoréduction devient la

réaction très majoritaire en solution alcoolique. Différents intermédiaires ont été mis en
évidence. Le bilan final abouti à une déshalogénation totale de substrats. L’ensemble des

résultats obtenus au laboratoire concernant le comportement phoiuchimique des

halobenzonitriles en solutions aqueuse ou alcoolique est résumé sur la figure 1.

CN
L

HCT' OH
OH 0hv, H2a

CNCNCN

hv Qvoie a
OHOH

OH aOHOH 0
hv P3hv MeOH

hv, H2<
voie b

CNCN
CN

hv PL;; P3X
OHUH i

OH

f 00L__i MeOH /hv

Figure 1 : Comportement photochimique général des halobenzonitriles
en solutions aqueuse ou alcoolique.

171



Conclusions

De j'art la toxicité des benzothiazoles vis-à-vis de l’environnement, de nombreux travaux ont

été réalisés pour mettre au point des conditions de biodégradation de ces composés par des
bout s activées et des cultures mixtes de stations d’épuration. Si la biotransformation des

benzothiazoles a été constatée dans la plupart des cas, leur minéralisation fut rare.

Le c-iractère relativement récalcitrant de ces composés ainsi que leurs propriétés toxiques sur
les microorganismes expliquent également le fait que peu de souches pures capables d’utiliser
exclusivement ce type de molécules pour leur croissance aient été isolées. Peu des souches
pure: bactériennes obtenues se sont montrées capables de biotransformer le BT, le OBT, le
BTSO3, le MBT et le MBTU mais il y a très peu d’informations concernant les voies

méta loliques impliquées et les enzymes intervenants dans ces métabolismes microbiens.

Le fi ible niveau de connaissances sur le métabolisme des benzothiazoles s’explique sans
doute par le manque d’outils analytiques adaptés à l’étude de ces molécules, aussi bien dans

les a mpartiments aquatiques que terrestres.

En ef et, ces outils analytiques doivent permettre d’étudier :

❖ des milieux bruts car les métabolites formés sont souvent instables ou/et difficiles à
purifier.

❖ des milieux complexes contenant à la fois les métabolites d’intérêt formés en faibles

quantités en mélange avec les métabolites cellulaires et en présence de grandes

quantités d’eau (55 M).

Au et urs de cette thèse, les résultats que nous avons obtenus ont permis d’apporter une

contribution significative sur les connaissances du devenir des benzothiazoles dans
I

l’envh onnement, en identifiant les premiers métabolites produits par les souches fongiques

utilisa it les benzothiazoles comme seules sources de carbone et d’azote.

C’est ainsi que nous avons mis en évidence un intermédiaire commun à tous les

benzot niazoles étudiés quel que soit la souche fongique utilisée. L’ensemble des résultats
obtenu > au laboratoire avec les deux souches fongiques Cunninghamella elegans et

Aspergillus niger est présenté sur la figure 2.
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Figure 2 : Etape commune de dégradation des différents benzothiazoles par les souches de
Cunninghamella elegans et Aspergillus niger. Les valeurs de toxicité obtenues avec le test Microtox® (CE»

en jiM) sont encadrées avec au-dessus, la valeur du produit de départ, et en dessous, la valeur du dérivé
hydroxylé.

Le métabolite formé au cours de cette biotransformation par les deux souches résulte de

l’hydroxylation en position 6 du cycle aromatique de la structure benzothiazole. La nature de

la fonction R joue un rôle important dans le caractère biorécalcitrant de ces composés.

Contrairement à la souche Cunninghamella elegans, la souche Aspergillus niger est capable

de transformer le MBTU en 6-OHMBTU, mais cet intermédiaire n’est pas métabolisé. Il a été

photooxydé avec clivage du cycle aromatique et photodimérisé à des longueurs d’onde

supérieures à 290 nm. Ce dernier résultat met l’accent sur la complémentarité entre les

processus biologiques et photochimiques dans le devenir des xénobiotiques dans

l’environnement. En outre l’effet de l'absorption directe de la lumière du jour sur la

phototransformation du MBT ainsi que le rôle inducteur joué par les substances humiques

dans cette transformation ont été prouvés. Un certain nombre d'intermédiaires de courte durée

a pu être mis en évidence par photolyse laser, technique qui a permis d’avancer plusieurs

.* dernier «’as les photoproduits formés (BT et OBT) sont..i. ;,,,.,,. ■•/'•nnistiques. •''ans
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relativement stables à des X >290 nm mais ils sont bien métabolisés par C. elegans et A.

niger

Par a Heurs, les intermédiaires formés au cours de ces biotransformations ont été isolés et leur

toxic té a été évaluée avec le test Microtox®. Les résultats montrent que dans tous les cas, la
prem ère étape de biotransformation conduit à des dérivés plus hydrophiles et moins toxiques
que l<;s produits de départ (Figure 2). Les toxicités des métabolites du MBT et du BT (voire

du AUT) restent tout de même relativement élevées comparées à celle du OH-MBTU.

Mais il est important de noter qu’en utilisant des souches fongiques avec de nouvelles
condi ions d’incubation (cellules au repos), nous avons observé toutefois que le MBT,
considéré jusqu’à présent comme "le" benzothiazole biorécalcitrant, était complètement
dégra ié.
Conti ùrement à ce qui a été observé au laboratoire auparavant avec les rhodoccoques, les

souches fongiques testées semblent incapables de métaboliser le BTSO3 pour toutes les

concentrations considérées.

L’ens ;mble de ces résultats offre de nombreuses perspectives.

i
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Perspectives
Bien que la disparition de l’ioxynil et du chloroxynil soit presque totale aussi bien dans l’eau

distillée sous l’UV artificiel qu’en eau naturelle sous irradiation solaire, la minéralisation

mérite bien d’être étudiée par détermination du CO T (Carbone Organique Total).

Dans le cas où les résultats de la minéralisation ne seraient pas satisfaisantes, on peut

envisager d’autres voies de photodégradation, par exemple en utilisant des semi-conducteurs

ou fixés sui support.

En outre, le fait que les substrats soient totalement déshalogénés à l’issue de leur photolyse

directe, ouvre la possibilité d’un couplage efficace de processus photochimiques et

microbiologiques (usage simultané des radiations UV et souches microbiennes)

Pour les benzothiazoles, plusieurs grands axes seront développés à court terme pour compléter

ce travail.

Le premier consistera à réaliser des expériences de RMN ‘H in situ et de spectrométrie de

masse afin de mieux cerner le métabolisme de benzothiazoles et notamment :

> de caractériser les métabolites qui demeurent non identifiés tels que les produits

d’ouverture du cycle benzénique,

> d’élucider les mécanismes impliqués dans les dernières étapes de dégradation des

benzothiazoles et notamment les transformations qui interviennent sur la partie

thiazole de ces molécules. Des substrats marqués au carbone 13C en position 2 du

cycle thiazole pourront être synthétisés et utilisés comme marqueurs de cette partie de

la molécule.

Le second aspect vise à développer deux nouvelles strategies afin d’améliorer les processus de

dégradation des benzothiazoles qui restent relativement biorécalcitrants.

> L’approche complémentaire biodégradation/phototransformation a montré qu’elle était
potentiellement efficace dans le cas du M13TU et du Mlif. Cette méthode sera
appliquée à d’autres benzothiazoles Elle pourra éventuellement pennettre
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d’améliorer les taux de dégradation et de minéralisation des composés les plus

récalcitrants tels que le ABT et le MBT par l’utilisation des photocatalyseurs tels que

les semi-conducteurs ou les substances humiques.

) Des recherches pourront également être réalisées pour mettre au point des procédés de

décontamination plus efficaces avec des cellules immobilisées. Ce procédé permet de

piéger les cellules dans des matrices solides poreuses, ce qui a pour effet de les rendre

plus résistantes à des conditions expérimentales plus drastiques. Des expériences de

biodégradation à des pH plus élevés permettront de favoriser l’ionisation de certains

benzothiazoles et de travailler à des concentrations plus importantes. L’adhérence des

cellules à un support solide pourra également favoriser leur métabolisme. Avec une

durée de vie plus grande, des systèmes de traitement en batch pourront être envisagés.

En conclusion, ces études permettront d’élargir notre champ d’expertise d’une part à l’étude

des mécanismes impliqués dans la dégradation biotique ou abiotique de polluants organiques

et des processus de remédiation (bio/photodégradation - Immobilisation), et d’autre part dans

l’appl cation de méthodes d’analyse performantes non invasives comme la RMN in situ.

ï
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Résumé

Les 3,5-dihalogeno-4-hydroxybenzonitiiies (ioxynil, bromoxynil et chloroxynil) ont un

comportement photochimique semblable en solution aqueuse irradiée en lumière UV ou en
lumière solaire artificielle. La pholohyrolyse hétérolytique est la principale voie de
phototransformation. Elle conduit à la formation de dihydroxybenzonitriles monohalogénés

comme dans le cas des 3-chlorophcnol, 3.4- et 3,5-dichlorophenols, mais différemment des
phénols 2-halogeno. Des produits de photoréduction ont été également obtenu quand
l’irradiation est effectuée dans l'eau naturelle ou er orésence de la matière organique.

Dans une deuxième étape les mêmes inactions se produisent avec l'autre liaison C-halogène.

Le comportement photochimique ne semble pas être affecté par la nature de l’hologène Cl, Br

ou I.

Le Methabenzthiazuron se photolyse très lentement à X > 290 nm, mais s’oxyde bien en 6-

hydroxymethabenzthiazuron par les souches Aspergillus niger ATCC 9142 comme en

témoignent les expériences réalisées en RMN HMBC ‘H-I5N. La toxicité de ce métabolite,

déterminée par l'essai normalisé de Microtox®, était six fois plus faible que celle de la
molécule mère. Le 6-hydroxymethabenzthiazuron n’est pas plus métabolisé par Aspergillus

niger mais s'est avéré être photooxyder, par clivage du sycle aromatique, et photodimériser

sous irradiation à X >290 nm. En présence des substances humiques, la photodégradation est

plus lente. Les transformations du metabenzthiazuron obtenues avec Y Aspergillus niger ou

par l'action de la lumière solaire, ne procèdent pas par l'intermédiaire de la chaîne urée N-

dialkylée habituellement rapporté, mais par {'hydroxylation ou le clivage du cycle

benzénique.

La photodégradation directe du 2-mercaptobenzothiazole dans l'eau implique l'état excité

triplet, les électrons solvatés et le radical benzothiazolyl en tant qu'intermédiaires primaires.
un travail complémentaire est nécessaire pour clarifier les étapes deCependant,

désulfuration. La phototransformation est photoinduite par les composants chromophores de

i eau naturelle. Dans ce cas, le z-mcrcapioocnzoiiuazoic est un Ciu particulier ue la aeitc tics

benzothiazoles, certains se sont avérés très photorésistant.

Mots clés : 3,5-dihaIogcno-4-hydrox\ benzonitriles ; Métabenzthiazuron ; Benzothiazoles
Photolyse ; Photohydrolyse ; eau : eau naturelle ; espèces transitoires ; lumière solaire ;
Biodégradation ; Aspergillus niger : ( ’un-nnghcmiella elegans.



Abstract

The 3ÿ -dihalogeno-4-hydroxybenzonitriles (ioxynil, bromoxynil and chloroxynil) have a
similar ohotochemical behaviour in pure aqueous solution irradiated in artificial UV light or
sunligb. The main pathway is a heterolytic photohyrolysis leading to the monohalogenated

dihydrOxybenzonitrile as observed with 3-chlorophenol, 3,4- and 3,5-dichlorophenols, but
differently from 2-halogeno phenols.

Photoitduction was also observed specially when irradiation is carried out in natural water or
in the presence of organic matter.

In a set ond stage similar reactions occur with the other C-halogen bond. The photochemical
behavirur is not significantly affected by the nature of the halogen Cl, Br or I.

Methal enzthiazuron was very slowly photolyzed when irradiated at A. > 290 nm, but could be

successfully oxidized into 6-hydroxymethabenzthiazuron by Aspergillus niger ATCC 9142,

as sho'vn by *H-15N HMBC NMR experiments. The toxicity of this metabolite, determined
by the standardized Microtox® test, was six times lower than that of the parent molecule. 6-
hydrox /methabenzthiazuron was not further metabolized by Aspergillus niger, but was found
to be photooxidized with ring cleavage of the aromatic ring and photodimerized upon
irradia ion at X > 290 nm. In the presence of humic substances, the photodegradation was

slower The transformations of methabenzthiazuron observed either with the fungus

Aspergillus niger or by the action of solar light, do not proceed via the urea chain N-
dealky ation as usually reported, but via hydroxylation or cleavage of the benzene ring.

Direct photolysis of 2-mercaptobenzothiazole in water involves the triplet excited state, the

solvafc d electrons and the benzothiazolyl radical as primary intermediates. However, some
work is still needed to clarify the desulfuration steps. Phototransformation is photoinduced by

chrom ophoric components of natural water. In this way, 2-mercaptobenzothiazole is a special
case ii the benzothiazole series, some having been proved to be very photoresistant.

Key vords : 3,5-dihalogeno-4-hydroxybenzonitriles ; Methabenzthiazuron ; Benzothiazoles
Photolysis ; Photohydrolysis ; water ; natural water ; transient species ; solar light ;
Biodegradation ; Aspergillus niger ; Cunninghamella elegans.
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Résumé

Les 3,5-dihalogeno-4-hydroxybenzonitriles (ioxynil, bromoxynil et chloroxynil) ont
comportement photochimique semblable en solution aqueuse irradiée en lumière UV et en
lumière solaire artificielle. La photohydrolyse hétérolytique est la principale voie de
phototransformation. Elle conduit à la formation de dihydroxybenzonitriles monohalogénés
comme dans le cas des 3-chlorophénol, 3.4- et 3,5-dichlorophénols, mais différemment des
phénols 2-halogenés. Des produits de photoréduction ont été également obtenus quand
l'irradiation est effectuée dans l'eau naturelle ou en présence de la matière organique.
Dans une deuxième étape les mêmes réactions se produisent avec l'autre liaison C-halogène.
Le comportement photochimique ne semble pas être affecté par la nature de l’hologène CL Br
ou I.

un

Le Méthabenzthiazuron se photolyse très lentement à X > 290 nm, mais s’oxyde bien en 6-
hydroxyméthabenzthiazuron par les souches Aspergillus niger ATCC 9142
témoignent les expériences réalisées en RMN HMBC 'H-I5N. La toxicité de ce métabolite,
déterminée par l'essai normalisé de Microtox®, était six fois plus faible que celle de la
molécule mère. Le 6-hydroxymethabenzthiazuron n’est pas plus métabolisé par Aspergillus
niger mais s'est avéré être photooxydé, par clivage du cycle aromatique, et photodimériser
sous irradiation à X >290 nm. En présence des substances humiques, la photodégradation est
plus lente. Les transformations du metabenzthiazuron obtenues avec Y Aspergillus niger ou
par l'action de la lumière solaire, ne procèdent pas par l'intermédiaire de la chaîne urée N-
dialkylée comme cela est habituellement rapporté, mais par l'hydroxylation ou le clivage du
cycle benzénique.

comme en

La photodégradation directe du 2-mercaptobenzothiazole dans l'eau implique l'état excité
triplet, les électrons solvatés et le radical benzolhiazolyl en tant qu'intermédiaires primaires.
Cependant, un travail complémentaire est nécessaire pour clarifier les étapes de
désulfuration. La phototransformation est photoinduite par les composants chromophores de
l'eau naturelle. Dans ce cas, le 2-mercaptobenzothiazole est un cas particulier de la série des
benzothiazoles, certains se sont avérés très photorésistant.

Mots clés : 3,5-dihalogeno-4-hydroxybenzonitriles ; Métabenzthiazuron ; Benzothiazoles
Photolyse ; Photohydrolyse ; eau ; eau naturelle ; espèces transitoires ; lumière solaire ;
Biodégradation ; Aspergillus niger ; Cunninghamella elegans.
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