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Transfert de résidus d'antibiotiques provenant de sols amendés par digestat vers des cultures
comestibles dans un systeme de production alimentaire circulaire *

Points forts

e Lesradis et les épinards ont été cultivés sur des sols enrichis en digestat et amendés avec
des antibiotiques.

e L'absorption par les plantes de triméthoprime, de fluméquine et de tilmicosine a été
déterminée.

e Pour les deux plantes, le triméthoprime a été davantage transloqué vers les pousses et le
fluméquine vers les racines.

e Latilmicosine a été davantage transloquée vers les pousses de radis et vers les racines
d'épinards.

e Lessimulations du modeéle ont surestimé I'absorption, mais les tendances étaient
comparables.

Résumé

La réutilisation des flux résiduels peut accroitre la circularité des systéemes alimentaires et donc
la durabilité. Cependant, outre la réintroduction de nutriments utiles, des substances chimiques
peuvent également réintégrer le systeme alimentaire, impactant potentiellement la sécurité
sanitaire des aliments destinés a |'alimentation humaine et animale.

Par exemple, des résidus d'antibiotiques peuvent étre présents dans le fumier animal ou le
digestat utilisé comme engrais, et pourraient ensuite étre absorbés par les cultures comestibles.
Cette étude a examiné I'absorption par les plantes de quatre antibiotiques relativement
persistants et immobiles provenant de sols amendés par digestat.

Le digestat a été enrichi avec quatre antibiotiques (doxycycline, triméthoprime, fluméquine et
tilmicosine), atteignant des concentrations respectives de 30, 100 et 300 pg/kg.

Des plants de radis et d'épinards ont été cultivés sur les sols enrichis en pots, et les
concentrations d'antibiotiques dans les racines et les pousses ont été quantifiées par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem. Le triméthoprime, la
fluméquine et la tilmicosine ont été absorbés par au moins un tissu végétal des deux espéces,
tandis que la doxycycline n'a pas pu étre quantifiée.

Chez le radis, le triméthoprime et la tilmicosine ont été davantage transloqués vers les pousses
gue vers les racines, tandis que la fluméquine n'a été détectée que dans les racines de radis.
Chez I'épinard, le triméthoprime a été davantage transloqué vers les pousses que vers les
racines, tandis que c'était |'inverse pour la tilmicosine et la fluméquine.

L'absorption par les plantes a été simulée a I'aide de trois modéles existants, et les résultats ont
été comparés aux données recueillies expérimentalement. Les résultats prédits surestimaient
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I'absorption par les plantes, mais les profils d'absorption étaient comparables entre les données
expérimentales et les modeles. Globalement, cette étude contribue a une meilleure
compréhension de I'absorption des résidus d'antibiotiques par les plantes, contribuant ainsi a
garantir la sécurité alimentaire des systemes de production alimentaire circulaire.
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1. Introduction

Une stratégie importante pour améliorer la durabilité du systéeme alimentaire actuel est
d'accroitre la circularité, comme le reconnait I'Union européenne a travers son Pacte vert avec la
stratégie De la ferme a la table ( Commission européenne, 2020b ) et le nouveau plan d'action
pour une économie circulaire ( Commission européenne, 2020a ).

Dans un systéme alimentaire circulaire, les nutriments présents dans les sous-produits ou les
flux résiduels sont réintroduits dans le systéme alimentaire ( Jurgilevich et al., 2016 ).

Outre les nutriments, cela peut également entrainer la (ré)introduction ou lI'accumulation de
dangers pour la sécurité alimentaire dans le systéme alimentaire, ayant une incidence possible
sur la sécurité des denrées alimentaires et des aliments pour animaux ( Focker et al.,

2022 ; Thakali & MacRae, 2021 ; van Asselt et al., 2023 ; van der Fels-Klerx et al., 2024 ).

Un exemple de circulation des nutriments dans le systéme alimentaire est I'application de
fumier animal dans les systémes de production alimentaire terrestre, soit directement, soit lors
de la fermentation anaérobie du fumier animal pour la production de biogaz, ce qui donne ce
gu'on appelle le digestat comme matiére résiduelle ( Ehmann et al., 2018 ; Shi et al.,

2018 ; Tasho & Cho, 2016 ).

Le fumier animal et les produits dérivés comme le digestat contiennent des nutriments et sont
largement utilisés comme engrais, amendement ou améliorant des sols agricoles ( Kdninger et
al., 2021).

Cependant, outre les nutriments, des dangers chimiques peuvent également étre présents dans
ces flux, tels que des résidus antimicrobiens et des métaux lourds ( Berendsen et al.,

2015 ; Lehmann & Bloem, 2021 ; Tasho & Cho, 2016 ; Wolak et al., 2023 ; Zhen et al,,

2020 ; Zhou et al., 2020).

Pour les antibiotiques, il est connu que la majorité de I'antibiotique appliqué au bétail est
excrété sous forme de composé parent ou de métabolite actif dans |'urine ou les matiéres
fécales ( Kim et al., 2011 ; Tasho & Cho, 2016 ). L'application de fumier animal ou de digestat sur
les sols agricoles peut donc entrainer une éventuelle (ré)introduction de ces dangers dans
I'environnement et le systéme alimentaire, en particulier compte tenu des volumes relativement
importants de fumier animal utilisés comme engrais pour les cultures. De nombreuses études
ont fait état du transfert ou du lessivage d'antimicrobiens du fumier animal vers le sol ou |'eau
(Kim et al., 2011 ; Sun et al., 2017 ; Zhou et al., 2020 ) et, en effet, I'application de fumier animal
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est I'une des principales sources de résidus d'antibiotiques présents dans I'environnement et les
eaux de surface et souterraines ( Shi et al., 2018 ; Tasho & Cho, 2016 ).

Par la suite, ces résidus d'antibiotiques peuvent étre absorbés par les cultures comestibles

( Barra Caracciolo et al., 2022 ; Boxall et al., 2006 ; Chuang et al., 2019 ; Geng et al.,

2022 ; Kumar et al., 2005 ; Pan & Chu, 2017b ; Tasho & Cho, 2016 ; Wei et al., 2023 ), ce qui
pourrait affecter la sécurité de la culture pour la consommation animale et humaine.

De multiples facteurs peuvent influencer ces processus d'absorption et de translocation, tels que
des facteurs spécifiques a la plante (par exemple, la composition racinaire) et les propriétés
physicochimiques ( Wei et al., 2023).).

De plus, la propagation de résidus d’antibiotiques dans I'environnement et le systéeme
alimentaire par le biais de la fertilisation au fumier animal peut éventuellement augmenter
I’émergence ou la propagation de la résistance aux antimicrobiens (genes) ( Bhattacharjee et al.,
2024 ; Lietal., 2017).

Pour comprendre l'impact potentiel d'un systeme alimentaire circulaire sur la sécurité
alimentaire, il est important de recueillir des données sur la maniere dont les substances
dangereuses pertinentes, telles que les antibiotiques, se comportent et se déplacent dans un tel
systeme ( van Leeuwen et al., 2024 ).

De multiples facteurs peuvent influencer le devenir des antibiotiques, tels que les
caractéristiques physico-chimiques du composé lui-méme, mais aussi les caractéristiques
(a)biotiques, par exemple du type de fumier animal ou de digestat, du type de sol et des espéces
cultivées ( Berendsen et al., 2021 ; Huang et al., 2024 ; Pan & Chu, 2017b ).

Cette étude visait a étudier le transfert de résidus d'antibiotiques des sols amendés par digestat
vers les cultures comestibles par le biais d'études expérimentales en pots de plantes et via une
modélisation de simulation pour aider a la compréhension des mécanismes et des concepts
d'absorption des antibiotiques par les plantes ( Trapp et al., 2023 ).

Quatre antibiotiques différents ont été sélectionnés, a savoir la doxycycline (DOX), le
triméthoprime (TMP), la tilmicosine (TILM) et la fluméquine (FLUM), en raison de :

1) leurs caractéristiques relativement persistantes et immobiles ( Berendsen et al., 2021 ),

2) ils sont régulierement présents dans les digestats a base de fumier animal ( Berendsen et al.,
2015 ; Zhou et al., 2020),

3) a ce jour, des études limitées sur I'absorption de ces substances par les plantes ont été
réalisées ( Pan & Chu, 2017a ; Wang et al., 2016 ; Zeng et al., 2022 ), et

4) ils appartiennent a différentes classes d'antibiotiques (c'est-a-dire les tétracyclines (DOX), les
diaminopyrimidines (TMP), les macrolides (TILM) et les fluoroquinolones (FLUM)).

En étudiant I'absorption par les plantes de ces quatre substances dans un systéme de sol
amendé par des biosolides utilisant deux espéces de plantes (radis et épinards), et en intégrant
ces résultats aux efforts de modélisation, cette étude fait progresser la compréhension actuelle
du transfert de résidus d’antibiotiques du sol a la culture, compte tenu de la sécurité alimentaire
des systemes de production alimentaire circulaire.

2. Matériels et méthodes

2.1 . Produits chimiques et réactifs

2.2
Les étalons de référence doxycycline (DOX), triméthoprime (TMP), tilmicosine (TILM) et
fluméquine (FLUM) ont été achetés chez Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Etats-Unis). Les étalons
internes doxycycline-d3 (DOX-d3), triméthoprime-d9 (TMP-d9), tilmicosine-d3 (TILM-d3) et
fluméquine-13C2 (FLUM-13C2) ont été achetés chez Toronto Research Chemicals (Toronto, ON,
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Canada), et I'étalon interne déméclocycline (DMC) a été acheté chez Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, Etats-Unis).

L'acétonitrile (ACN), I'ammonium (25 %), I'acétate d'ammonium, |'acide citrigue monohydraté,
I'hydrogénophosphate disodique, I'éthanol (EtOH), I'acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA),
I'acide formique (FA) et le méthanol (MeOH) ont été achetés chez Merck (Kenilworth, NJ,
Etats-Unis). Le formiate d'ammonium (97 %), le diméthylsulfoxyde (DMSO), I'acétate de plomb
trihydraté et l'acide trifluoroacétique (TFA) ont été achetés chez Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Etats-Unis). Le Bondesil-PSA (40 uM) a été acheté chez Agilent (Santa Clara, CA, Etats-Unis).

2.3 . Préparation des solvants et des solutions meres

Le tampon Mcllvain-EDTA a été préparé en ajoutant 500 mL d'acide citrique 0,1 M, 280 mL
d'hydrogénophosphate disodique 0,2 M et 74,4 g d'EDTA sodique a 1 L d'eau dans une fiole
jaugée de 2 L. Le pH a été ajusté a 4,0 a I'aide de la solution d'acide citrique ou de la solution
d'hydrogénophosphate disodique.

La solution a été diluée avec de I'eau jusqu'a 2 L. Des solutions méres et des solutions étalons
internes ont été préparées une fois a une concentration de 100 mg/L pour le TMP-d9 et a une
concentration de 1 000 mg/L pour les trois autres composés.

Toutes les solutions ont été conservées a —80 °C jusqu'a utilisation ultérieure. La DOX, le TMP, le
TILM, la DOX-d3, le TMP-d9, le TILM-d3 et le DMC ont été dissous dans du MeOH. Le FLUM et le
FLUM-13C3 ont été dissous dans une solution d'hydroxyde d'ammonium 2 % M dans du MeOH.

Pour enrichir le digestat en antibiotiques (voir 2.3), une solution d'étalon de référence a été
préparée dans du DMSO a des concentrations de 30, 100 et 300 mg/L pour le FLUM, la DOX, le
TMP et le TILM.

De plus, une solution mixte d'étalons internes a été préparée pour les analyses chimiques (voir
2.4) dans du MeOH a des concentrations de 1 mg/L pour le TMP-d9 et de 4 mg/L pour la
DOX-d3, le DMC, le FLUM-13C3 et le TILM-d3.

2.4 . Expérience d'absorption par les plantes

Le sol a été prélevé dans une prairie gérée biologiquement a Wageningen, aux Pays-Bas
(51°59'28.6"N 5°40°'07.3"E). Un sol sableux a été sélectionné, car ces sols ont tendance a avoir
une rétention de contaminants relativement faible, ce qui conduit a une absorption par les
plantes potentiellement plus importante, ce qui représente un possible « scénario du pire » par
rapport a d'autres types de sols. Un sol sableux convient également a une expérience en pots
controlés, car il peut étre bien homogénéisé.

La prairie spécifiquement sélectionnée était un site de recherche qui n'avait pas été fertilisé
depuis 10 ans ; par conséquent, aucun apport récent de résidus d'antibiotiques par des produits
fertilisants n'était attendu, ce qui était important pour cette recherche. La texture du sol a été
classée comme sableuse avec 76 % de sable, 13 % de limon et 3 % d'argile. Le sol avait un pH de
4,8 et une teneur en matiere organique carbonée de 3,7 %.

Le sol a été prélevé a une profondeur de 0 a 30 cm apres élimination de la couche supérieure
d'herbe. Le sol a été séché a I'air, tamisé a 5 mm et stocké jusqu'au début de |'expérience. Avant
utilisation, le sol a été soigneusement mélangé.

Le digestat a été collecté dans un digesteur anaérobie, dans lequel seul du fumier bovin a été
digéré en anaérobiose a 39 °C. Le digestat a été collecté avant séparation entre les fractions
liquide et solide et stocké a 4 °C jusqu'a utilisation ultérieure. Le digestat contenait 4,57 g/kg
d'azote, et la quantité de digestat mélangée au sol (225 g de digestat pour 5 kg de sol)



correspondait a la quantité maximale d'azote dérivé du fumier animal autorisée par hectare en
Europe (91/676/CEE), soit 170 kg d'azote par hectare ( Rijksoverheid, 2022 ). La DOX, le FLUM, le
TILM et le TMP ont été sélectionnés comme composés modeles dans la présente étude, a des
concentrations comprises entre 0,6 mg/kg et 6,0 mg/kg dans le digestat (voir le tableau 1 pour
les caractéristiques et propriétés des composés) et ont été enrichis individuellement dans le
digestat.

Ces composés et leurs concentrations ont été sélectionnés en fonction de la littérature, des
données analytiques du WFSR, des données sur |'utilisation des antibiotiques et des avis
d'experts sur leur présence dans le fumier animal, le digestat et I'utilisation des antibiotiques

( Berendsen et al., 2015 ; Jansen et al., 2019 ).

Bien que le TMP soit généralement administré en association avec un sulfamide (par exemple, le
sulfaméthoxazole), le TMP a été choisi pour enrichir le digestat, car les sulfamides se dégradent
pendant la digestion anaérobie, tandis que le TMP persiste ( Yang et al., 2022).).

Le digestat enrichi en DOX, TMP, FLUM ou TILM a été mélangé téte-a-téte pendant 15 minutes,
puis soigneusement mélangé au sol. Cela a donné lieu a des concentrations finales de 30, 100 et
300 pg/kg pour chacun des DOX, TMP, FLUM et TILM dans le sol amendé au digestat, avec une
concentration finale de 0,1 % de DMSO.

Outre ces traitements antibiotiques, un traitement témoin au solvant (concentration finale de
0,1 % de DMSO dans le sol amendé au digestat) et un traitement témoin (digestat non enrichi
ajouté au sol) ont été préparés, en appliquant les mémes ratios de digestat et de sol que dans
les traitements antibiotiques.

Par traitement et par type de plante, 5 réplicats ont été préparés, chacun contenant 1 kg de sol
amendé au digestat, dans des potsde 11 x 11 x 12 cm.

Chaque pot avait une plaque individuelle, et les pots ont été placés dans la serre dans un ordre
aléatoire. Le sol mélangé au digestat a été décanté pendant 12 a 16 heures, et chaque pot a été
échantillonné afin d'analyser les concentrations initiales de résidus d'antibiotiques.

Ceci a été suivi par le semis des graines de radis et d'épinards dans des pots séparés. Ces deux
espéces de plantes ont été sélectionnées en raison de leur morphologie différente (notamment
un systéme racinaire différent), et du fait que le radis est un légume dont la racine est
principalement consommeée par I'homme, tandis que pour I'épinard, c'est le cas pour les
pousses.

Le radis a été semé a trois endroits (triangle) dans le pot contenant chacun deux graines, et
I'épinard a été semé a cing endroits (dés), contenant chacun deux graines. Pour chaque espéce
de plante, cela a donné lieu a cinqg répétitions par traitement.

Les plantes ont été placées aléatoirement et arrosées selon les besoins, lorsqu'elles étaient
cultivées dans une serre semi-controlée (avec une température moyenne de 20 °C et une
humidité relative moyenne de 65,5 % ; celles-ci variaient respectivement de 9a 44 °Cet de 18 a
94 %, de nuit comme de jour).

En dix jours, les plants germés superflus ont été éliminés aléatoirement, en visant trois plants de
radis et cinq plants d'épinards par pot.

Aprés un total de 31 jours (radis) et 41 jours (épinards), les plants ont été récoltés le matin avant
I'arrosage, ce qui a donné des sols relativement secs. Chaque pot, les plants ont été retirés et les
racines ont été séparées des pousses. Les restes de terre ont été éliminés du matériel végétal
par brossage (pousses) ou lavage (racines), et le matériel végétal nettoyé a ensuite été pesé. Le
sol résiduel dans le pot a été mélangé puis échantillonné. Des échantillons de sol et de tissus
végétaux ont été conservés a —20 °C jusqu'a des analyses ultérieures. En raison de la biomasse
disponible plus faible (voir Résultats 3.2), les racines et pousses d'épinards récoltées des cing
réplicats biologiques ont été regroupées par traitement et, apres pesée, conservées a —20 °C
jusqu'a des analyses ultérieures.



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749125012886#bib56
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749125012886#tbl1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749125012886#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749125012886#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0269749125012886#bib73

Tableau 1.

Parametres , propriétés et caractéristiques de la doxycycline, de la fluméquine, du
triméthoprime et de la tilmicosine. Les parameétres spécifiques aux composés utilisés comme
données d'entrée du modeéle sont précisés. Le sol C correspond aux données expérimentales de
la présente étude. Les valeurs de pKa soulignées ont été utilisées dans le modéle standard et le
modele PCPP.

Parametre, Doxycycline Fluméquine Triméthoprime  Tilmicosine
propriété ou
caractéristique

(unité)

Formule C22H24N208 C14H12FNO3 C14H18N403 CasHgoN20 13

moléculaire

Poids moléculaire  444,4 261,3 290,3 869,1

(g/mol)

Demi-vie dans un 9 (Berendsen 226 12 ( Berendsen 108 ( Berendsen

sol sableux (jours) 2 etal., 2021) ( Berendsen et etal., 2021) et coll., 2021)
coll., 2021 )

log K oc : 35 24,2 24,2 ( Berendsen 23,2 ( Berendsen

Logarithme du ( Berendsen et ( Berendsenet etal., 2021) et al., 2021)

coefficient de al., 2021) al., 2021)

partage carbone
organique-eau
(Lxkg )2

Paramétres spécifiques au composé utilisés comme entrée du modéle
pK s : constantede 3.0,8.0,9.2 6,35 (Zhaoet 7.2 ( Mikes et 6,55, 8,67 ( Xu et

dissociation acide  ( Qiang et al., 2022) Trapp, 2010) al., 2006 )
Adams, 2004 )

log K ow n: -0,02 1.11 ( Khandal 0,91 (Kimetal., 3,8 (calculé)
Logarithme du ( Chabilan et etal., 1991) 2009 ; Naghdi et ( McFarland et
coefficient de al., 2022) al., 2018) al., 1997)
partage

octanol-eau

de la forme neutre
d'un composé

K nsa : Coefficient 273000 ( Hu et 2370000 19100 ( Denget 36308 ( Lemli et
d'absorption de al.,, 2014) ( Skyrianou et al., 2013) al., 2018)
I'albumine sérique al., 2010)

humaine (Lxmol **)

log K aw : -21,72 -12,92 -11,45 -27,45 (unité
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Parametre, Doxycycline Fluméquine Triméthoprime  Tilmicosine
propriété ou
caractéristique

(unité)

Logarithme du ( ChemSpider, (ChemSpider, (ChemSpider, transformée)
coefficient de 2024a) 2024b) 2024c) ( Echemi, 2024 )
partage air-eau (L

eauxL ! air)

z : Numéro de -1 -1 1 1

valence/charge
d'un composé

C sol : Concentration 0,19228 0,15243 0,22654 0,31958
dans le sol

(mgxkg 1)

Dans cette étude citée, les quatre antibiotiques ont été inclus dans la détermination de la
demi-vie et du log K,4. Les valeurs rapportées ont donc été sélectionnées pour figurer dans ce
tableau afin d'illustrer les différences entre les composés. Les valeurs rapportées dans la
littérature peuvent différer considérablement.

La teneur en eau moyenne du sol a été déterminée en séchant pendant la nuit (103 + 3 °C) trois
échantillons représentatifs de sol prélevés au début de I'expérience et a la récolte. La teneur en
eau moyenne était respectivement de 9,1 + 1,4 % et de 6,0 + 1,2 % au début de I'expérience et a
la récolte.

2.5. Analyses chimiques

Des analyses LC-MS/MS des résidus d'antibiotiques dans le sol et les matieres végétales ont été
réalisées sur la base d'une méthode publiée précédemment pour la détection des antibiotiques
(Jansen et al., 2019 ).

Cette méthode comprenait la mesure du sol et du digestat utilisés, outre les résidus
d'antibiotiques TILM, TMP, FLUM et DOX, d'une gamme d'autres analytes de médicaments
vétérinaires appartenant aux classes des tétracyclines, des sulfamides, des macrolides et des
qguinolones (matériel supplémentaire Tableau S1 ) afin d'évaluer leur présence en tant que telle,
avant enrichissement, dans le sol et le digestat utilisés. Pour tous les types d'échantillons (c.-a-d.
tissus végétaux et échantillons de sol), le nettoyage de I'échantillon était le méme que décrit
précédemment ( Jansen et al., 2019 ).

En bref, 2 g de chaque échantillon ont été pesés et une solution étalon interne a été ajoutée.
Pour I'extraction, 0,125 % de TFA dans une solution d'ACN, un tampon Mcllvain-EDTA et une
solution d'acétate de plomb ont été ajoutés.

Les échantillons ont ensuite été centrifugés puis le CAN a été évaporé. Une solution d'EDTA 0,2
M a été ajoutée et soumise a une extraction en phase solide (SPE) avec des cartouches en phase
inverse (Strata-X, Phenomenex, Torrance, CA, Etats-Unis). L'éluant a été séché et dissous dans
100 pL de MeOH et 400 pL d'eau. Les extraits ont été transférés dans des flacons LC-MS/MS et
immédiatement conservés a -20 °C jusqu'a analyse ultérieure.

Afin de garantir une quantification correcte et précise du sol, des racines et des pousses, des
échantillons enrichis en matrice ont été utilisés pour chaque matrice. De plus, des étalons
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internes marqués isotopiquement ont été ajoutés a chaque échantillon avant sa préparation.
Toutes les méthodes d'analyse appliquées étaient certifiées ISO 17025 et validées
conformément au réglement CE 2002/657 a I'aide de matériaux de référence certifiés.

L'analyse a été réalisée avec un systéme Shimadzu LC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon)
couplé a un spectrométre de masse Sciex Q-trap 6500+ (Sciex, Framingham, MA, Etats-Unis). Les
composés d'intérét ont été séparés en utilisant une colonne Kinetex C18 (2,1 x 100 mm, d.i. 1,7
um, Phenomenex, Torrance, CA, Etats-Unis). Les phases mobiles étaient 2 mM de formiate
d'ammonium et 0,016 % FA dans I'eau (solvant A), et 2 mM de formiate d'ammonium et 0,016 %
FA dans MeOH (solvant B).

La température du four était de 40 °C, le volume d'injection était de 5 pL, et le débit était de 0,3
mL/min. Le profil d'élution du gradient était le suivant : 0-0,5 min, 0 % B ; 0,5-2,5 min,
augmentation linéaire a 25 % B ; 2,5-5,4 min, augmentation linéaire jusqu'a 70 % B ; 5,4-5,5
min, augmentation linéaire jusqu'a 100 % B avec un maintien final d'1 min avant de revenir a ses
conditions initiales de 0 % B pendant 1 min.

Les paramétres de fonctionnement du spectrométre de masse, y compris les transitions ioniques
décrites précédemment ( Berendsen et al., 2015 ). Le traitement des données a été effectué a
I'aide du logiciel Sciex OS 2.2 (Sciex, Framingham, MA, Etats-Unis). Les limites de quantification
(LOQ) dans les matériaux utilisés ont été déterminées avec un rapport signal/bruit de 10:1 ( Vial
& Jardy, 1999 ). Les LOQ se trouvent dans le tableau S2 des documents supplémentaires .

2.5 . Analyse des données

Les données des cing réplicats ont été moyennées et les écarts types (ET) ont été calculés. Les
différences de biomasse moyenne (g) entre les conditions expérimentales ont été évaluées a
I'aide d'une analyse de la variance a un facteur (ANOVA) combinée a un test de comparaison
multiple de Dunnett, en utilisant GraphPad Prism.

Des comparaisons ont été faites des traitements avec le témoin et avec le témoin solvant. Les
résultats ont été considérés comme statistiquement significatifs lorsque les valeurs de P étaient
< 0,05. Les concentrations des antibiotiques sont exprimées en pg/kg dw, sauf mention
contraire. Celles-ci ont été calculées a partir des valeurs mesurées en pg/kg ww en utilisant les
valeurs de teneur en eau rapportées, soit 95,3 % pour les racines et les pousses de radis

( FoodData Central, 2019 ), 85 % pour les racines d'épinards ( Brunetti et al., 2019 ) et 92,5 %
pour les pousses d'épinards ( FoodData Central, 2021 ). Pour le sol, des valeurs mesurées ont été
utilisées (comme expliqué en 2.3). Les facteurs de bioconcentration (FBC) des antibiotiques,
définis comme le rapport entre la concentration de la substance dans le tissu végétal et |a
concentration dans le sol, ont été calculés en divisant la concentration mesurée dans le tissu
végétal par la concentration mesurée dans le sol a TO (équation (1) ) ( Pan & Chu, 2017b ).

De plus, le facteur de translocation (TF) a été déterminé pour indiquer la translocation des
résidus d'antibiotiques des racines vers les pousses (équation (2) ) ( Pan & Chu, 2017b ).

2.6 . Simulation de I'absorption d'antibiotiques par les cultures

Les deux modeles développés par Trapp et al. (2023) ont été utilisés pour simuler I'absorption
d'antibiotiques dans le radis et les épinards ; le modéele standard supposant que les composés
restent sous leur forme neutre pendant les processus d'absorption par les plantes, et le modeéle
des produits pharmaceutiques et de soins personnels (PPCP) qui prenait en compte l'ionisation
des composés et incorporait le transport a travers la membrane cellulaire végétale et le phloeme
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végétal, ainsi que I'adsorption aux protéines dans les plantes (Matériel supplémentaire Fig.
$10).

Les parameétres du modele pour les plantes (radis et épinards) et les antibiotiques d'intérét
nécessaires pour les deux modeles, pourraient étre classés comme des parametres liés au
composé ( Tableau 1) et des parameétres liés au compartiment (Matériel

supplémentaire Tableau S3 ).

Certaines adaptations ont été apportées au modele original ( Trapp et al., 2023 ) : a) le scénario
de croissance est passé de la culture en plein champ a la croissance en pot et b) les cultures
modélisées sont passées du mais au radis et aux épinards. Les valeurs des paramétres du
modele ont été, dans la mesure du possible, extraites de la publication originale ( Trapp et al.,
2023 ) ou de la littérature et des bases de données, et dans le cas contraire, des hypotheses ont
été formulées (voir le tableau 1 et le tableau S3 des documents supplémentaires ).

Le modele PPCP considérait que les substances existent a la fois sous forme neutre et ionisable
pendant le processus d'absorption. Trapp et al. (2023) ont calculé la fraction des antibiotiques
sous leurs différentes formes en utilisant une valeur unique du pKa du composé. Cependant

( Trapp et al., 2023 ), cette approche peut ne pas convenir aux composés ayant plusieurs groupes
fonctionnels d'ionisation dans leur structure moléculaire, comme pour DOX et TILM ( Jones et
al., 2005 ; Kulshrestha et al., 2004 ), ce qui peut entrainer plusieurs valeurs de pKa pour les
CoOmposés.

Des études antérieures ont estimé la fraction de spéciation des substances avec plusieurs
valeurs de pKa (Matériel supplémentaire Tableau S4 ). Par conséquent, nous avons remplacé
I'estimation des fractions de composés basée sur le pKa unique par I'estimation basée sur les
pKa multiples.

C'est ce qu'on appelle le modele ajusté PPCP dans la présente étude. Dans I'ensemble, la
simulation a mis en ceuvre trois modeles différents basés sur Trapp et al. (2023) , a savoir le
modeéle standard, le modéele PPCP et le modeéle ajusté PPCP.

3. Résultats
3.1. Présence d’antibiotiques dans le sol et le digestat appliqués

Les concentrations de TILM, TMP, DOX et FLUM dans le sol usagé et le digestat en tant que tels,
avant fortification, étaient inférieures a la LOQ, a I’'exception de la DOX trouvée dans le digestat
(4,8 £ 0,8 pug/kg). D’autres médicaments vétérinaires ont également été inclus dans I'analyse du
sol usagé et du digestat. Dans le digestat, de la tétracycline (TC) (5,6 + 0,3 pg/kg), de
I'oxytétracycline (OTC) (76 + 4,1 pg/kg) et de la sulfadiazine (1 + 0,0 pug/kg) ont été trouvées,
tandis que le sol usagé ne contenait aucun résidu d’antibiotique au-dessus de la LOQ (Matériel
supplémentaire Fig. S1).

3.2 . Croissance et rendement des cultures

La biomasse moyenne était de 19,1 g pour les racines de radis témoins et de 14,8 g pour les
pousses de radis témoins, ce qui donne une biomasse moyenne totale de contréle de radis de
33,9 g par pot. La biomasse moyenne des racines de radis variait de 15,0 g (TMP-300) a 25,6 g
(TILM-300) et 28,3 g (TMP-30).

La biomasse moyenne des pousses de radis variait de 12,1 g (FLUM-30) a 17,0 g (DOX-30)
(Matériel supplémentaire Fig. S2 ). La biomasse des racines de radis du TMP-30 a été
statistiguement augmentée avec une moyenne de 28,3 g, par rapport au témoin au solvant.
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Pour les autres traitements, les biomasses moyennes des racines et des pousses de radis ne
différaient pas du témoin au solvant. La croissance et le rendement en biomasse des plants
d'épinards étaient faibles.

La biomasse totale des cing réplicats (regroupés) variait de 0,31 g (TILM-300) a 1,3 g (DOX-300)
pour les racines d'épinards, et de 1,2 g (TILM-300) a 6 g (DOX-300) pour les pousses d'épinards
(Matériel supplémentaire Fig. S3 ).

En raison de la faible croissance des épinards, probablement due a des conditions de croissance
non optimales (nutriments limités disponibles combinés a des températures élevées dans la
serre semi-controlée), I'analyse plus approfondie de |'absorption d'antibiotiques dans les plants
d'épinards a été jugée moins fiable et ne sera donc présentée que dans le Matériel
supplémentaire.

3.3 . Concentrations d'antibiotiques dans le sol

Les concentrations de TILM, TMP, DOX et FLUM dans les sols enrichis (Matériel

supplémentaire Fig. S4 ) étaient inférieures aux concentrations prévues pour les sols enrichis.
Les concentrations déterminées par rapport a la concentration prévue (%) dans les sols enrichis
variaient pour les trois concentrations de traitement (30, 100 et 300 pg/kg de sol enrichi) entre
48,9 et 50,8 % (TMP), 54,1-77,2 % (DOX), 63,4-106,5 % (TILM), 75,5 %—80 % (FLUM) pour le
radis, et 45,4-62,3 % de TMP, 44,0-53,9 % (DOX), 72,11-104,1 % (TILM), 79,4-92,2 % (FLUM)
pour les épinards.

Bien que les concentrations déterminées soient généralement inférieures aux concentrations
prévues dans le sol enrichi, les valeurs répétées se situaient dans la méme fourchette et tous les
écarts-types relatifs (%) des concentrations, par exemple, de sol enrichi de radis étaient
inférieurs a 15 %, a I'exception de TMP-100 (21,9 %), DOX-100 (38,3 %) et FLUM-30 (24,5 %). Les
concentrations déterminées dans le sol de radis et d'épinards soumis au méme traitement se
situaient dans une fourchette similaire.

Pour les calculs ultérieurs, les concentrations quantifiées du sol enrichi ont été utilisées, au lieu
des concentrations prévues.

La dissipation des antibiotiques a été évaluée dans les sols enrichis en comparant les
concentrations mesurées avant le semis (TO) avec les concentrations aprés la récolte (Tend).
Dans le sol ou les plants de radis ont été cultivés, le pourcentage le plus élevé d'antibiotiques
restants était pour TILM et FLUM (69,8-82,2 % et 67,6-74,5 %, respectivement), suivis par TMP
(47,8-75,5 %) et DOX (27,5-43,0 %) ( Fig. 1 ). Cela indique que la quantité d'antibiotiques dissipée
était la plus élevée pour DOX, suivie par TMP, puis TILM et FLUM. Pour le sol dans lequel les
plants d'épinards ont été cultivés, la dissipation des antibiotiques dans le sol a suivi un schéma
similaire pour les quatre antibiotiques (Matériel supplémentaire Fig. S5 ).
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Fig. 1. Pourcentage d'antibiotiques restant dans le sol aprées la récolte des radis aprés 31 jours. La
concentration dans le sol aprés la récolte a été comparée a la concentration dans le sol enrichi
avant le semis (ug/kg de poids sec), fixée a 100 %. Les points de données représentent la
moyenne * écart-type de cing répétitions. TMP = triméthoprime ; DOX = doxycycline ; TILM =
tilmicosine ; FLUM = fluméquine. Les nombres sur I'axe des abscisses indiquent le traitement. #
indique < LQ.

3.4 . Transfert des antibiotiques aux cultures

Les concentrations des antibiotiques ont été quantifiées dans les racines et les pousses des
plants de radis par réplicat, et dans les plants d'épinards regroupés (a des fins de confirmation
gualitative uniquement).

Les concentrations des quatre antibiotiques étaient inférieures a la LOQ dans les racines et les
pousses de radis cultivées dans les sols témoins.

C'était également le cas pour les racines et les pousses d'épinards. Dans les racines de radis
cultivées sur les sols enrichis et amendés au digestat, une absorption de certains des
antibiotiques a été observée ( Fig. 2 A). Les concentrations de TMP dans les racines de radis
étaient de 1,5 et 1,7 pug/kg ww pour les traitements de 100 et 300 pg/kg, respectivement. Les
concentrations de TILM et de FLUM ont été trouvées supérieures a la LOQ au traitement de 300
ug/kg (et non aux concentrations inférieures des traitements), avec des concentrations dans les
racines de radis étant respectivement de 1,3 et 1,8 pug/kg ww.

Dans les pousses de radis, la concentration de TMP était de 1,3, 4,9 et 6,7 ug/kg ww pour les
traitements de 30, 100 et 300 ug/kg, respectivement ( Fig. 2 B). Le TILM était présent dans les
pousses de radis a des concentrations de 1,3 et 4,5 ug/kg ww pour les traitements de 100 et 300
ug/kg, respectivement. Le FLUM n'a pas été détecté a des concentrations supérieures a la LOQ
dans les pousses de radis, ce qui était le cas pour la DOX qui n'était présente ni dans les pousses
de radis ni dans les racines a des concentrations supérieures a la LOQ. Il est important de noter
qgue la LOQ de la DOX était plus élevée que celle des autres antibiotiques (voir Fig. 2 ).
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Fig. 2. Concentrations d'antibiotiques enrichis dans les racines de radis (A) et les pousses de
radis (B), par traitement. Les valeurs indiquent la moyenne + écart-type de cing réplicats. Le
signe * indique qu'un seul des points de données des cinq réplicats a été affiché, car un seul
réplicat était supérieur a la limite de quantification. Pour les points de données non affichés,
toutes les valeurs mesurées étaient inférieures a la limite de quantification. La limite de
guantification pour TMP, TILM et FLUM est indiquée par une ligne pointillée noire, tandis que
celle pour DOX est indiquée en bleu. (Pour l'interprétation des références aux couleurs dans la
légende de cette figure, veuillez consulter la version web de cet article.)
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Dans les racines d'épinards, le TILM et le FLUM semblaient majoritairement présents, suivis du
TMP. Dans les pousses d'épinards, le TMP était présent aux trois concentrations de traitement,
tandis que le TILM était présent aux deux concentrations les plus élevées et le FLUM
uniquement a la concentration la plus élevée (Matériel supplémentaire , figure S6 ). Ce schéma
est similaire a celui observé dans les pousses de radis.

Les FBC ont été déterminés pour chaque traitement pour les racines et les pousses de radis,
ainsi que pour les racines et les pousses d'épinards (FBC racine €t FBC pousse ), €t avec les TF
correspondants, les valeurs sont présentées dans le Tableau 2.

Lors de la comparaison entre les types de plantes et les tissus végétaux par antibiotique, pour
TMP, le FBC pousse dépassait 1 et était supérieur au FBC racine chez le radis et I'épinard. Cela
correspondait aux TF qui dépassaient également 1, indiquant une translocation de |'antibiotique
de la racine a la pousse. Pour TILM, chez le radis, le FBC pousse était supérieur au FBC racine €t TF
>1.

Pour I'épinard, ce schéma était l'inverse, indiquant des différences dans I'absorption et la
translocation du TILM entre les deux plantes. Pour FLUM, une comparaison entre les plantes de
radis et d'épinards et entre les tissus végétaux n'a pas pu étre effectuée en raison de points de
données manquants (en raison de concentrations dans les tissus végétaux < LOQ).

Tableau 2. Facteur de bioconcentration (FBC) par tissu végétal et facteur de translocation (FT)
entre racines et pousses, basés sur les concentrations dans le sol et les tissus végétaux en pg/kg
de poids sec, lorsque les concentrations étaient supérieures a la limite de quantification. Les
valeurs représentent la moyenne * écart-type de 5 répétitions pour les échantillons de radis, et
pour les épinards, les données basées sur les valeurs des échantillons regroupés des 5
répétitions ont été utilisées.

Composé Recadrer Concentration du traitement (acine BCF Tournage BCF  TF
TMP Radis 30 - 1,74+0,25 -
100 0,60+0,09 1,92+0,37 3,20%0,25
300 0,22+0,05 0,85+0,15 4,01+0,95
Epinard 30 0,42 1.11 2,67
100 0,54 1.15 2.13
300 0,78 1,40 1,79
TILM Radis 30 - - -
100 - 0,442 -
300 0,08+0,02 0,28+0,06 3,43+0,64
Epinard 30 0,85 - -
100 0,60 0,38 0,64
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Composé Recadrer Concentration du traitement racine BCF Tournage BCF  TF
300 1.17 0,82 0,71

FLUM Radis 30 - - -

100 - - -
300 0,15+0,03 - —~

Epinard 30 1,61 - -
100 1,96 - _
300 1.41 0,10 0,07

BCF : facteur de bioconcentration ; FLUM : fluméquine ; LOQ : limite de quantification ; TF :
facteur de translocation ; TILM : tilmicosine ; TMP : triméthoprime.

Une seule valeur des 5 réplicats était > LOQ et incluse dans ce tableau. ~ les concentrations
mesurées dans les racines et/ou les pousses n'ont pas pu étre déterminées (valeurs < LOQ), et
donc le BCF et respectivement le TF n'ont pas pu étre déterminés.

3.5 . Simulation de I'absorption des antibiotiques par le radis et les épinards

En plus de déterminer I'absorption des antibiotiques par le radis et les épinards a I'aide d'une
approche expérimentale, I'absorption des antibiotiques a partir du sol a été simulée par trois
modeles différents basés sur ( Trapp et al., 2023 ) : le modele standard, le modele PPCP et le
modele ajusté PPCP. Les résultats simulés ont surestimé |'absorption des antibiotiques étudiés
d'un maximum de six ordres de grandeur pour les deux cultures, par rapport aux données
obtenues expérimentalement pour la concentration de traitement la plus élevée ( Fig. 3 pour le
radis, Matériel supplémentaire Fig. S7 pour les épinards). Les valeurs simulées peuvent
également étre trouvées dans le Matériel supplémentaire Tableau S5 .

Bien que les modeéles aient surestimé I'absorption telle que déterminée par I'expérience en pot
de plantes, les profils d'absorption simulés correspondaient au moins dans une certaine mesure
aux observations expérimentales.

Cela a été démontré comme suit : 1) dans les résultats simulés et expérimentaux, des
concentrations élevées de TILM ont été trouvées dans le radis et les épinards pour les deux
tissus végétaux ; et 2) la simulation du modéle standard et du modele PPCP a également montré
une concentration accrue de TMP dans les pousses de radis par rapport aux racines, ce qui était
conforme aux résultats expérimentaux.
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Fig. 3. Comparaison des concentrations expérimentales et simulées d'absorption d'antibiotiques
dans les racines et les pousses de radis. Les résultats expérimentaux de la doxycycline dans les
tissus végétaux étaient inférieurs a la limite de quantification (LOQ) ; les valeurs présentées sont
donc indicatives. Veuillez noter que I'axe des Y des résultats expérimentaux differe de celui des
simulations du modele.

L'analyse de sensibilité des modeles de simulation a démontré que la diminution de la biomasse
des racines et des pousses augmentait significativement la concentration d'un ou plusieurs des
guatre antibiotiques, en particulier lorsque la biomasse correspondante des paramétres
d'entrée était inférieure a 1 kg (Matériel supplémentaire , figures S8 et S9 ). Cette observation
suggere que les modéles peuvent surestimer les prédictions lorsque la biomasse végétale
d'entrée est inférieure a 1 kg, ce qui était le cas pour les valeurs de biomasse dérivées
expérimentalement des radis et des épinards utilisés comme paramétre d'entrée.

4, Discussion

Dans cette étude, il a été démontré que les antibiotiques TMP, FLUM et TILM étaient absorbés
par le radis et I'épinard provenant de sols enrichis en digestat dans les conditions
expérimentales testées. Contrairement aux trois autres antibiotiques, la DOX était inférieure a la
limite de quantification (LOQ) dans les tissus végétaux.

En raison de la LOQ plus élevée de la DOX par rapport aux LOQ des autres antibiotiques, aucune
conclusion ne peut étre tirée quant a son absorption par les plantes sur la base de la présente
étude.

Les taux d'absorption d'antibiotiques déterminés expérimentalement différaient entre les
différents antibiotiques, ainsi qu'entre les types de cultures. Une absorption d'antibiotiques a
été observée, et dans certains cas également une bioconcentration (FBC > 1) dans un ou
plusieurs tissus végétaux. C'était le cas pour le TMP dans les pousses de radis et d'épinards, et
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pour le FLUM dans les racines d'épinards. Pour le radis, le TMP et le TILM se sont davantage
transloqués dans les pousses que dans les racines, tandis que la DOX n'a pas été détectée dans
les tissus végétaux, et le FLUM uniquement dans les racines a FLUM-300. Chez I'épinard, la
translocation de TMP était plus importante dans les pousses que dans les racines, comme
observé chez le radis. Cependant, la concentration de TILM était plus importante dans les
racines, comme l'indiquait un BCF racinaire en moyenne 1,5 fois supérieur a celui des pousses .
La concentration de FLUM était également plus importante dans les racines que dans les
pousses.

Bien que les résultats de quantification des épinards doivent étre interprétés avec prudence en
raison de leur croissance limitée, ils indiquent des différences entre les deux cultures en ce qui
concerne leur absorption et leur schéma de translocation des antibiotiques.

A ce jour, aucune ou seulement quelques études ont rapporté I'absorption de (I'un des)
antibiotiques sélectionnés par le radis et les épinards provenant de sols amendés. Ainsi, pour la
DOX, une étude a rapporté que la DOX n'était pas détectée dans le radis apres traitement avec
un sol enrichi et amendé au fumier dans une expérience en pots fermés ( Wang et al., 2016 ).

Cela concorde avec les résultats de la présente étude, bien que les LOQ de la DOX étaient plus
élevées que celles des autres antibiotiques.

Pour le TMP, une étude a rapporté I'absorption de TMP par la laitue provenant d'un sol enrichi,
dont la concentration de traitement était environ 3 fois supérieure a la concentration de
traitement la plus élevée de la présente étude.

Cependant, la concentration rapportée dans les feuilles de laitue était plus de 2 fois inférieure a
celle constatée dans les pousses d'épinards et se situait dans une fourchette similaire a celle des
concentrations dans les pousses de radis dans la présente étude ( Boxall et al., 2006 ), ce qui
suggere un effet de différents facteurs expérimentaux sur le taux d'absorption, tels que le
digestat influencant les caractéristiques du sol, ainsi que les différentes espéces de cultures
testées.

Une autre étude a rapporté I'absorption de TMP par la laitue dans un systéme hydroponique et
a signalé des concentrations plus élevées dans les racines que dans les pousses (différence
d'environ 5 fois) ( Chuang et al., 2019 ), alors que cela était similaire dans les données sur les
épinards de la présente étude.

Une étude a examiné I'absorption de FLUM, une fluoroquinolone, par les racines de radis (45,3
ng/g dw avec une concentration de traitement de 0,5 ng/mL ; 106,7 ng/g dw avec une
concentration de traitement de 5 ng/mL), par arrosage avec FLUM (5 ng/mL) ( Zeng et al.,
2022).

Les concentrations étaient plus élevées dans les racines de radis que dans les feuilles de radis.
Ceci est similaire a la présente étude. De plus, I'absorption de la classe antimicrobienne des
fluoroquinolones a été récemment examinée par Chen et al. (2024) , signalant que ces
antibiotiques étaient absorbés par une gamme de cultures différentes (y compris la laitue, le
concombre et |'orge).

Cependant, aucune donnée spécifique sur FLUM n'a été décrite. En ce qui concerne TILM, un
macrolide, aucune donnée spécifique sur I'absorption de TILM par les plantes n'a été trouvée
dans la littérature. D'autres études n'ont rapporté qu'une absorption limitée de macrolides par
les plantes ( Pan & Chu, 2017a ). Par exemple, I'absorption de tylosine a été étudiée dans la
laitue et la carotte, mais n'a pas été détectée dans le matériel végétal ( Boxall et al., 2006 ).
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Dans la littérature, plusieurs facteurs ont été décrits comme affectant I'absorption et la
translocation des antibiotiques par les plantes a partir du sol. Par exemple, il a été rapporté que
le taux d'absorption et de translocation dans les feuilles (pousses) est influencé par la lipophilie
du composé ainsi que par le poids moléculaire ( Pan & Chu, 2017a).

Cela peut a nouveau interagir avec des facteurs physiologiques des plantes, tels que la teneur en
lipides des racines, influengant ainsi également I'absorption des composés ( Christou et al.,
2019).

De plus, il a été rapporté que les cations et les composés neutres se répartissent de maniere
similaire dans les racines et les feuilles, tandis que les anions se concentrent souvent de plus en
plus dans les racines ( Chen et al., 2024 ; Dodgen et al., 2015 ). FLUM est anionique, et des
niveaux plus élevés ont en effet été trouvés dans les racines de radis et d'épinards.

Pendant la période de croissance, les antibiotiques enrichis dans le sol n'ont pas été
entierement récupérés dans le sol ou les plantes, ce qui indique une dissipation. Ceci est
conforme aux études précédentes qui ont rapporté la dégradation des antibiotiques dans le sol
( Berendsen et al., 2021 ; Gworek et al., 2021 ).

Dans la présente étude, la quantité d'antibiotiques dissipée était la plus élevée pour la DOX,
suivie par la TMP, puis par le TILM et le FLUM. En effet, une étude antérieure a rapporté la
demi-vie la plus faible dans les sols sableux pour la DOX, suivie par la TMP, le TILM et le FLUM

( Berendsen et al., 2021 ).

D'autre part, les demi-vies estimées dans la présente étude différaient des demi-vies rapportées
dans des études antérieures ( Berendsen et al., 2021 ; Cycon et al., 2019 ; Dalkmann et al.,

2014 ; Dong et al., 2023 ; Gworek et al., 2021 ). Cela pourrait étre d( a de nombreux facteurs
différents, par exemple, mais sans s'y limiter, a la configuration expérimentale, au type de sol et
de culture utilisé ( Berendsen et al., 2021 ; Rietra et al., 2024 ; Wang et al., 2016 ), et a I'ajout de
digestat dans la présente étude ( Cycon et al., 2019 ; Dalkmann et al., 2014 ; Gworek et al.,
2021 ). La question de savoir si les différences peuvent étre causées par exemple par les
microbes présents dans le digestat justifie une enquéte plus approfondie.

Il n'existe pas de limites maximales de résidus (LMR) spécifiques pour la présence de résidus
d'antibiotiques dans les [égumes en Europe. Par conséquent, les concentrations dans les racines
et pousses de radis et les pousses d'épinards (parties comestibles) ont été comparées au
reglement (UE) n° 37/2010, qui décrit les LMR pour les produits alimentaires d'origine animale.
Les LMR les plus faibles disponibles ont été sélectionnées a des fins de comparaison, soit

50 ug/kg pour le FLUM, le TMP et le TILM, et 100 pg/kg pour la DOX. Les concentrations dans les
parties comestibles des plantes (c.-a-d. les pousses d'épinards, les racines et les pousses de
radis) détectées dans la présente étude ne dépassaient pas ces LMR.

Il est toutefois important de noter que les LMR pour les légumes, une fois déterminées,
devraient différer des LMR disponibles pour les produits alimentaires d'origine animale, compte
tenu, par exemple, des différences dans les quantités consommées.

Pour mieux comprendre I'impact de ces concentrations d'antibiotiques sur les plantes cultivées
sur un sol contenant des antibiotiques, une évaluation compléte des risques devrait étre
réalisée, car les LMR européennes disponibles ne sont pas spécifiées pour les [égumes. Cela a
été fait précédemment pour une gamme d'antibiotiques, et il a été constaté que la
consommation quotidienne de cultures contaminées par des antibiotiques entrainait un risque
faible a négligeable pour la santé humaine ( Geng et al., 2022 ; Pan & Chu, 2017a ), bien que les
données sur, par exemple, les effets du mélange sur la santé ainsi que |'exposition chronique
restent a élucider.
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Comparé au radis et aux épinards, on peut également s'attendre a une absorption par d'autres
cultures, bien que les épinards et les radis soient signalés comme des cultures ayant des taux
d'absorption d'antibiotiques relativement élevés par rapport a d'autres cultures telles que les
tomates et les aubergines ( Christou et al., 2019 ).

Outre l'impact direct sur la sécurité alimentaire et la santé humaine, I'impact sur la santé
environnementale est également important a évaluer ( Patyra et al., 2023 ).

Les génes de résistance aux antibiotiques (GRA) peuvent étre présents dans les engrais a base de
fumier et leur application peut entrainer leur introduction directe dans le sol ( Xie et al., 2018 ).
De plus, les résidus d'antibiotiques dans le sol sont potentiellement associés positivement aux
GRA ( Huygens et al., 2022 ; Xie et al., 2018 ), bien que cela justifie des recherches plus
approfondies, tout comme I'évaluation de I'impact des GRA sur la sécurité alimentaire.

Les bilans massiques des antibiotiques (c'est-a-dire les quantités détectées au début par rapport
a la fin de I'expérience) étaient incomplets, ce qui suggére potentiellement la formation de
produits de dégradation ou de transformation. Ce phénomene a déja été rapporté pour le sol et
les plantes ( Geng et al., 2022 ; Klampfl, 2019 ; Nkoh et al., 2024 ).

Dans des études ultérieures, il sera important d'évaluer la bioactivité et I'identité de ces produits
de transformation afin de mieux comprendre I'impact potentiel sur la sécurité
environnementale et humaine ( Berendsen et al., 2021 ).

En plus de I'approche expérimentale, les concentrations d'antibiotiques dans le radis et
I'épinard ont été simulées par |'application de plusieurs modeéles basés sur différents concepts et
théories d'absorption d'antibiotiques par les plantes.

Pour les épinards et le radis, les concentrations estimées dans les pousses et les racines étaient
considérablement plus élevées que les résultats obtenus expérimentalement. Globalement,
I'intégration de I'ionisation des composés dans le modeéle a amélioré I'alignement des profils
d'absorption d'antibiotiques prédits avec les résultats expérimentaux obtenus.

Cependant, les modeéles n'ont pas pris en compte d'autres processus tels que le métabolisme
des composés dans les plantes pendant la période de croissance et l'influence de la rhizosphére
sur les processus d'absorption ( Dong et al., 2023 ; Grilla et al., 2019 ; McCorquodale-Bauer et
al., 2023 ). Le métabolisme des substances dans la plante peut différer considérablement entre
les especes végétales ( KodesSova et al., 2019 ) et entre les substances ( Tian et al., 2019 ) et peut
donc étre pertinent a prendre en compte.

De plus, les modeles ne prennent pas en compte la dégradation et la transformation des
antibiotiques dans le sol lui-méme. L'absence d'inclusion de ces processus dans les modéles
peut également expliquer en partie la surestimation de la simulation.

De plus, les modeles appliqués dans la présente étude ont été initialement développés pour
simuler |'absorption dans des conditions de terrain, ce qui ne correspond pas au dispositif
expérimental en pot de la présente étude, et pour le mais, ayant des caractéristiques différentes
de celles du radis et des épinards.

Des ajustements ont été apportés a ces modeles ; cependant, sur la base des résultats, cela a été
jugé insuffisant pour aboutir a des valeurs comparables aux conditions expérimentales.
L'analyse de sensibilité réalisée a indiqué que les modéles mis en ceuvre nécessitent des
vérifications supplémentaires pour leur applicabilité au radis et aux épinards, dans des
conditions expérimentales en pot, en particulier en ce qui concerne les paramétres liés aux
plantes tels que la biomasse végétale (tissulaire).

Les modeles PPCP ont été dérivés sous condition que le flux massique d'antibiotiques atteigne
une situation d'équilibre entre différents compartiments (par exemple, I'eau interstitielle du sol,
le cytosol racinaire, la vacuole racinaire, le xyleme végétal, le phloéme et les feuilles).
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Compte tenu des différences morphologiques entre le mais, le radis et |'épinard, cela démontre
probablement la nécessité de modeles spécifiques adaptés aux différents types de cultures.

De plus, I'article original décrivant les modéles prenait en compte un taux de croissance
constant, ce qui pourrait ne pas étre réaliste pour la plupart des plantes, car le modele de
croissance logistique décrit une situation de croissance plus réaliste ( Brunetti et al., 2019)
Globalement, les modeles de prédiction appliqués dans cette étude peuvent fournir des
informations utiles sur I'ordre d'absorption des antibiotiques présents dans le sol par les plantes,
mais doivent encore étre optimisés pour des prédictions quantitatives précises des
concentrations dans les tissus végétaux étudiés.

Néanmoins, les profils d'absorption des quatre antibiotiques par les plantes étaient similaires
entre les estimations du modele et les résultats expérimentaux obtenus.

Cette étude fournit des informations et des données précieuses sur I'absorption de quatre
antibiotiques différents, appartenant a différentes classes, par deux cultures comestibles. La
réalisation simultanée des expériences et dans les mémes conditions de croissance végétale
permet de comparer les résultats entre les différents antibiotiques.

Cependant, le rendement des épinards s'est avéré insuffisant, contrairement a celui des radis.
Pour les études futures, il est recommandé de contréler la similarité de la croissance et du
rendement des plantes afin d'améliorer la comparabilité des résultats.

Bien que l'identification de la cause du faible rendement des épinards dépasse le cadre de cette
étude, des conditions de croissance et de germination sous-optimales, telles qu'une disponibilité
limitée des nutriments, combinées a des températures élevées, pourraient avoir joué un role. Le
radis s'est avéré plus résilient dans ces conditions dans cette étude.

Les concentrations enrichies étaient réalistes, car elles étaient basées sur des observations
issues de fumier animal. De plus, l'utilisation du digestat pour amender le sol contribue a un
scénario plus réaliste, car le digestat peut également étre appliqué directement comme engrais
sur les sols agricoles. Dans de futures études, la teneur en nutriments du digestat, combinée a
celle du sol utilisé, devrait étre davantage testée et optimisée pour une croissance optimale des
plantes. Il est important de noter que le systéme en pots fermés utilisé dans la présente étude
n'est pas directement comparable a une situation en plein champ, car le lessivage des eaux
souterraines (contaminées) n'a pas pu se produire pleinement dans les conditions
expérimentales appliquées ici.

Afin d'approfondir la compréhension et I'évaluation des mécanismes d'absorption par les
plantes dans de futures études, la biodisponibilité des antibiotiques dans les sols et leur
présence dans l'eau interstitielle pourraient étre étudiées.

Afin de mieux comprendre la formation d'éventuels produits de transformation bioactifs, de
futures études pourraient se concentrer sur I'évaluation et l'identification de ces produits de
transformation afin de mieux comprendre les effets sur I'environnement et la santé humaine.

En conclusion, le radis et I'épinard ont absorbé les antibiotiques TMP, FLUM et TILM, issus de
sols enrichis et enrichis en digestat, a des degrés divers, selon la culture, I'antibiotique et le type
de tissu végétal. La DOX était inférieure a la limite de quantification (LOQ) dans les tissus
végétaux.

L'absorption des antibiotiques par les plantes semblait relativement faible. Les schémas
d'absorption simulés par le modeéle différaient de plusieurs ordres de grandeur des données
obtenues expérimentalement, mais étaient comparables. Globalement, cette étude a contribué
a comprendre le transfert des résidus d'antibiotiques dans un systeme de production
alimentaire circulaire.
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