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RESUME - Une communauté bactérienne a été sélectionnée, a partir d'un sédiment marin, sur le THP1 ou
cyclohexene-4 dicarboximide-1,2 (fongicide). Elle est composée d'une souche “principale”™, Photobacterium
mandapamensis, qui dégrade le THPI par diverses voies métaboliques dont plusieurs nécessitent des séquences
co-oxydatives et de huit souches “auxiliaires” qui interviennent a des niveaux divers le long de la chaine
trophique ainsi créée par la souche principale. Les souches “auxiliaires” permettent I'élimination de composés
quis’accumulent en leur absence dans te milieu de culture et provoquent ainsi une augmentation de la vitesse et
de l'intensité de la dégradation du THPL

Mouts clés : mer, fongicide, biodégradation, communauté bactérienne.

ABSTRACT - A bacterial community has been selected from a marine sediment on 4-cyclohexene-1,2 dicar-
boximide or THPI (fungicide). This community consists of nine strains. The “principal”strain, Phorobacterium
mandapamensis, degrades THP! by different metabolic pathways many of which require co-oxidative
sequences. The other eight “auxiliary™ strains occur at different states along the trophic chain formed by the
“principal” strain, so increasing velocity and intensity of the THPI blodegradation.

Key words : sea, fungicide, biodegradation, bacterial community.

INTRODUCTION

Les dérivés du cis tétrahydro-1,2,3,6-phtalimide (THPI) sont des composés trés utilisés
dans le monde agricole en tant que fongicides. Si le THPI lui-méme ne posséde pas les
effets cancérigénes et mutagénes de ses dérivés N-substitués, il est caractérisé par des effets
toxiques non négligeables (Lukens et Sisler, 1958 ; Bridge, 1975). Sa stabilité chimique
dans les conditions du milieu naturel ainsi que sa résistance a l’action bactérienne
pourraient étre dues a la présence de liaisons de type imide cyclique comme dans le cas du
Lénacil, un pesticide dont la structure est comparable a celle du THPI (Trudgill, 1978). 1i
en résulte une biodégradation lente et une accumulation dans le milieu naturel.

Le THPI est présent en quantité importante dans un effluent industriel destiné a étre traité
par voie microbiologique avant son rejet en mer. La composition saline de cet effiuent se
rapprochant notablement de celle de 'eau de mer, ladégradation du THPI a été étudiée en
utilisant une communauté bactérienne sélectionnée a partir d’un sédiment marin. Ce
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travail aeu pour but la détermination des voies métaboliques pouvant étre suivies dans la
dégradation bactérienne du THPI et des relations existant entre les différents membres de
la communauté bactérienne adaptée & ce substrat.

MATERIEL ET METHODES

La sélection de lacommunauté bactérienne étudiée a été faite 4 partir d’un sédiment marin
prélevé dans 1’6tang de Berre (France). Une présélection a d’abord été faite en incubant le
sédiment en présence de 5 % de I'effluent industriel dans le milieu de Le Petit er a/. (1975);
la stabilisation de la communauté a été réalisée ensuite en présence de THPI ajouté au
méme milieu & des concentrations variant de O,1 a 2 grammes/ litre.

Les souches bactériennes constituant la communauté ont été isolées sur milieu trypticase
+ phytone (Mérieux) gélosé, préparé avec de ’eau de mer. Elles ont été déterminées a
'aide du systéme API 20 B complété par les tests morphologiques et biochimiques
nécessaires. L’identification des souches a €té faite selon la méthode décrite par Baleux
(1977) en utilisant le Bergey’s Manual (Buchanan and Gibbons, 1974) et le Handbock of
Prokaryotes (Starr et al., 1981).

Les cinétiques de dégradation du THPI (0,250 g/l)et du THPA (1g/1) ont été réalisées en
cultures proliférantes sur milieu trypticase + phytone. Elles ont permis de mettre en
évidence 'apparition progressive de produits de métabolisme. Ceux-ci ont été déterminés
aprés action de cellules non proliférantes mises en suspension dans une eau de mer
synthétique (Burkholder, 1963) tamponnée avec du tampon Tris-HCI (0,1 M- pH 7,2) et
additionnée de 1 g/l de THPI ou de THPA. L’incubation était faite dans un réacteur
thermostaté a 30° C permettant I'agitation et ’'aération, larégulation du pH étant assurée
(7,1 £0,1)al’aide d’un pH-stat Metrohm. Aprés disparition de 75 9% du substrat initial, le
milieu de culture et les cellules étaient séparés par centrifugation et les cellules détruites
par sonication. L’extraction a "éther éthylique, aprés acidification, permettait d’obtenir
ainsi 2 extraits qui étaient analysés séparément. Les analyses chimiques ont été réalisées
par chromatographie phase vapeur capillaire couplée a un spectrométre de masse, chro-
matographie liquide haute pression et infra-rouge. Les composés de référence prove-
naient soit du commerce soit de synthése, leur structure étant alors déterminée par
résonnance magnétique nuciéaire 'H et 13C.

RESULTATS

La communauté bactérienne stabilisée est composée de 9 souches qui ont regu toutes un
nom de genre et certaines un nom d’espéce: Alcaligenes pacificus, Streptococcus sp.,
Staphylococcus sp. 2, Photobacterium mandapamensis, Photobacterium leiognati, Pho-
tobacterium sp., Vibrio logei, Vibrio fisheri (Bianchi, 1976).

Les études préliminaires ont montré que seul Photobacterium mandapamensis, dite
souche “principale”est capable de provoquer la disparition du THPI. Cependant, si aprés
son isolement cette souche pouvait utiliser ce substrat comme source unique de carbone,
pour une cause encore non déterminée elle a trés rapidement perdu cette propriété et par
la suite a nécessité, pour réaliser les mémes réactions, la présence d'une deuxiéme source
de carbone et d*nergie telle que Pacétate ou une substance protéique.

La comparaison des activités de dégradation du THPI (fig. 1) et du diacide correspon-
dant, le THPA, (fig. 2) en milieu trypticase + phytone de cellules proliférantes de
Photobactérium mandapamensis et de lacommunauté bactérienne montre que celle-ci est
beaucoup plus efficace. L’allure des courbes obtenues avec P. mandapamensis permet de
concevoir un processus de saturation qui fait tendre le taux de dégradation vers un seuil
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limite qui pourrait correspondre & une accumulation de produits intermédiaires ou de fin
de métabolisme excrétés dans le milieu de culture. Ces substances, en s’accumulant,
deviennent inhibitrices de la biodégradation comme dans tout processus catabolique.
L’analyse chimique du milieu de culture, aprés 72 heures d’incubation, a montré en effet
une accumulation importante de ces produits avec P. mandapamensis alors qu'ils sont
indécelables avec la communauté bactérienne.
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Figure | : Cinétique comparée de ladégra- Figure 2 : Cinétique comparée de la dégra-
dation du THPI par: dation de I'acide cyclohexéne-4 cis, discar-
| - Photobacterium mandapamensis boxylique-1,2 (THPA) par:
2 - La communauté bactérienne I - Photobacterium mandapamensis

2 - La communauté bactérienne

Ces cinétiques ont également montré que les produits de métabolisme libérés dans le
milieu de culture sont strictement les mémes avec e THPI ou le THPA.

Le schéma métabolique proposé pour la dégradation du THPI par P. mandapamensis
(fig. 3) a été établi a partir des cinétiques de dégradation du THPI et du THPA et en
utilisant des cellules non proliférantes obtenues par culture sur milieu trypticase +
phytone en présence de 0,020 g/1 de THPI ou de THPA, additionnés alors a des
concentrations susceptibles de provoquer les inductions enzymatiques éventuellement
nécessaires.

Les tableaux | et 2 démontrent que la souche “principale” est bien la seule capable de
réaliser les deux premiéres séquences de la dégradation du THPIL. Ils confirment le réle
important des souches “auxiliaires” dans la dégradation du THPI, résultat déja mis en
évidence par les figures 1 et 2. Ils montrent ainsi que Staphylococcus sp.l est plus
performant que P. mandapamensis dans la dégradation du THPA et que chacune des
souches “auxiliaires”, a 'exception de Streptococcus sp., est capable de métaboliser au
moins l'un des intermédiaires métaboliques identifiés dans le schéma de dégradation du
THPI par P. mandampamensis. Streptococcus sp. qui se maintient cependant dans la
communauté doit donc utiliser les acides volatils de fin de métabolisme ou d’autres
composés non encore idendifiés ou consommer les intermédiaires connus en présence
d’un substrat de co-oxydation.
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Figure 3 : Schéma métabolique proposé pour la dégradation du THPI par Phortobacterium mandapamensis.
(Voir noms des composés dans I'annexe)

* Composé caractérisé par chromatographie liquide haute pression

** Composé caractérisé par spectroméirie de masse

[ ] Intermédiaire métabolique vraisemblable mais non identifié
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Tableau | : Activité des diverses souches de la communauté bactérienne sur les substrats reconnus comme

intermédiaires métaboliques de la dégradation du THPI par Photobacterium mandapamensis. (Résultats
exprimés en % de dégradation)

* Dégradation en présence d'un substrat de co-oxydation

-~ Résultat négatif : essai non encore réalisé en présence d’un substrat de co-oxydation
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Tableau 2 : Rdle vraisemblable des différentes souches de la communauté bactérienne dans la dégradation du
THPIL

(Détermination des souches : systeme API 20 B, Bergey’s manual 8¢ Ed., The prokaryotes de Starr et al).

—-— Substance consommée par

Substance rejetée par

652



file:///.irr/is

ANNEXE: 11511 DES COMPOSES CITES DANS LA FIGURE A TT LIS | ABLEAUX | ET 2.

I' - Cyclohex¢ne-4 cis,dicarboximide-1,2 (THPI). 2 - Acide cyclohexéne-4 cis,amide carboxylique (THPa-
mide). 3 - Acide cyclohexéne-4 cis. dicarboxilique-1,2 (THPA). 4 - Acide cyclohexene-4 trans,dicar-
boxylique-1.2. 5 - Acides “R™ et "S™ cyclohexadiéne-2.4 dicarboxylique-1,2. 6 - Acide cyclohexadiéne-1,4
dicarboxylique-1,2. 7 - Acide cyclohexéne-3 carboxylique. 8 - Acide cyclohexéne-4 hydroxy-3 dicar-
boxylique-1,2. 9 - Acide O-phtalique. 10 - Acide benzoique. Il - Acide cyclohexadiéne-1.4 carboxylique.
12 - Acide cyclohexadiéne-1.4 hvdroxy-3 dicarboxylique-1.2. {3 - Acide glutaconigue. 14 - Acide cyclo-
hexéne-4 one-3 dicarboxylique-1.2. 15 - Acide cyclohexadiéne-1.4 one-3 dicarboxylgiue-1,2. 16 - Acide O-
hydroxy O-phtalique. 17 - Acide crotonique. I8 - Acide hepténe-2 dioique-1,7 carboxylique-5. 19 - Acide
heptene-2 dioique-1.7. 20 - Acide méthyl-5 hexéne-2 dioique-1,6. 1 - Acide maleique

CONCLUSION

La communauté bactirienne sélectionnée sur THPI correspond & la communauté de
classe 5selon Slater (1981). Celle-ci est caractérisée par le fait qu’une population primaire
peut, en se développant sur un substrat facilement métabolisable tel que 'acétate ou le
mélange trypticase -+ phytone utilisé dans ce travail, co-oxyder une substance xénobioti-
que telle que le THPI, produisant ainsi un support de croissance a d’autres populations
qui évitent ainsi iccumulation de composés issus du métabolisme de la population
primaire.

Ce travail aboutit a des résultats identiques a ceux obtenus par [2aughtonet Hsieh (1977)
avec le parathion qui est co-oxydé par une souche de Pseudomonas stutzeri. Le p-nitro-
phénol, ainsi libéré, est consommé par une souche de Pseudomonas aeruginosa et ne
s’accumule pas dans le milieu de culture. Il met en évidence 'importance des phénoménes
de co-oxydation et de co-métabolisme dans la dégradation de composés xénobiotiques
tels que le THPI.
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