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Résumé

La présence croissante de polluants pharmaceutiques, tels que le diclofénac (DFN),
dans les milieux aquatiques représente un risque écologique important. Cependant, leur
toxicité envers les microalgues reste encore mal comprise. Cette étude a examiné 1’influence
du DFN (0 & 100 mg. L) sur la cyanobactérie d’eau douce Arthrospira platensis pendant 7
jours. Les résultats ont révélé que la formation de biomasse était de plus en plus inhibée de
maniere dépendante du temps et de la dose, avec un effet maximal observé a la dose la plus
élevée (100 mg. L'). L’exposition au DFN a induit un stress oxydatif, avec une
augmentation des niveaux de peroxyde d’hydrogéne (H20:) et de malondialdéhyde (MDA).
De plus, une diminution considérable de 1’activité des enzymes antioxydantes et de
détoxification a été observée, notamment la catalase (CAT), I’ascorbate peroxydase (APX),
la peroxydase (POD) et la glutathion S-transférase (GST). La composition en pigments a été
affectée, avec une diminution de 39 % de la teneur en chlorophylle a, ainsi qu’une réduction
notable des teneurs en lipides et en glucides. Ces résultats soulignent le danger
écotoxicologiques du DFN pour la vie aquatique et confirment la nécessité de recherches sur
les bases moléculaires de ces réponses. Ce travail contribue a une meilleure compréhension
de ’impact environnemental de la pollution pharmaceutique et constitue une base pour de

futures évaluations du risque écotoxicologiques.

Mots-clés : Arthrospira platensis, bioremédiation, diclofénac, risque

écotoxicologiques, polluants émergents



Abstract

The increasing presence of pharmaceutical pollutants, such as diclofenac (DFN), in
aquatic environments poses significant ecological risks. However, their toxicity to
microalgae remains poorly understood. The study examined the influence of DFN (0-100
mg. L) on the freshwater cyanobacterium Arthrospira platensis for 7 days. The outcome
revealed that biomass formation was increasingly suppressed in a time and dose dependent
manner with maximum effects observed at higher doses (100 mg. L-1). DFN exposure caused
oxidative stress, with enhanced levels of hydrogen peroxide (ER) and malondialdehyde
(MDA) levels. Besides, there was a considerable reduction in the level of antioxydant and
detoxification enzyme activities, namely catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX),
peroxidase (POD) and glutathion S-transferase (GST). composition of pigments was affected
by a 39% decrease in chlorophyll a content as well as conspicuous reduction in lipids and
carbohydrate content. These results highlight the ecotoxicological hazard of DFN to aquatic
life and affirm the necessity of research on the molecular basis for these responses. This
work adds to improved comprehension of pharmaceutical pollution’s environmental impact

and serves a basis for future ecotoxicological risk assessment.

Keywords: Arthrospira platensis, bioremediation, diclofenac, Ecotoxicological risk,

Emerging contaminants
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Introduction geneérale

La surconsommation et l'utilisation excessive de composés pharmaceutiques, en
particulier d'antibiotiques, sont devenues des préoccupations environnementales alarmantes,
contribuant au probléme croissant de la pollution par les antibiotiques. Jusqu'a 90 % des
antibiotiques administrés sont excrétés sans étre métabolisés dans les réseaux d'égouts, ou
les stations d'épuration municipales ne parviennent souvent pas a les éliminer. Par
conséquent, ces contaminants pharmaceutiques peuvent s'infiltrer dans les sources d'eau
potable, entrainant des risques de toxicité et de santé qui ont un impact sur différents niveaux
trophiques tels que le phytoplancton, l'agriculture et l'aquaculture; malgré I'utilisation
répandue de ces nouveaux contaminants de 1'eau, des études ont montré que les antibiotiques
résiduels a long terme dans l'eau perturbent la synthése de I'ADN et des protéines chez les
plantes et les animaux et favorisent I'émergence de geénes de résistance aux pathogenes
bactériens dans les populations microbiennes (Bisht et al., 2025). L'utilisation excessive de
ces derniers a entrainé une grave contamination des milieux aquatiques et terrestres, tant

dans les eaux douces que dans les eaux marines et cotieres ( Zhou et al., 2022).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), comme le diclofénac (DFN), sont
fréquemment utilisés pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et
antalgiques. Leur mécanisme d’action repose sur ’inhibition non sélective des cyclo-
oxygénases (COX), entrainant une baisse des prostaglandines, et donc de I’inflammation, de
la fievre, et de la douleur. Cette inhibition peut aussi provoquer des effets indésirables tels
que la réduction de la protection gastrique (Aouacheri et al., 2009). Le diclofénac, faiblement
dosé, est souvent prescrit comme antalgique dans le traitement des douleurs aigués.
Découvert en 1973 par la société Ciba-Geigy, il est aujourd’hui largement utilisé sous
différentes formes, orales ou topiques (Lonappan et al., 2016). Le diclofénac est aujourd’hui
classé parmi les polluants pharmaceutiques émergents en raison de sa large utilisation et de
sa détection fréquente dans les eaux usées, les rivieres et méme 1’eau potable. Sa présence
persistante et son potentiel toxique soulévent des inquiétudes concernant ses effets sur les

organismes aquatiques et les écosystémes (aus der Beek et al., 2016).

Les microalgues, en tant qu'organismes aquatiques de faible niveau trophique, sont a
la base de la chaine alimentaire aquatique et sont le plus souvent choisies comme mode¢les
biologiques pour les essais écotoxicologiques (Yang et al., 2020). Parmi les organismes
affectés, les cyanobactéries occupent une place centrale dans les écosystémes aquatiques en
tant que producteurs primaires. Ces micro-organismes photosynthétiques contribuent a la

production de biomasse et d’oxygene. Toutefois, dans certaines conditions, ils peuvent aussi
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provoquer des efflorescences nuisibles. Leur sensibilité aux contaminants pharmaceutiques
comme le diclofénac peut ainsi compromettre la stabilité des écosystémes aquatiques (Zhang

et al., 2022).

Les antibiotiques et les algues existent simultanément dans les environnements
aquatiques, ce qui entraine des effets complexes réciproques. En général, la croissance des
algues peut étre inhibée lorsqu'elles sont exposées a des antibiotiques, tandis que les algues
peuvent présenter des effets d'hormese sous le stress de tres faibles concentrations, ce qui est

lié au type d'antibiotiques et d'algues (Zhang et al., 2023).

Afin de résoudre ce probléme, La bioremeédiation a suscité un intérét significatif en
tant qu'approche efficace, financierement viable et respectueuse de I'environnement pour la
décontamination des sols et des eaux pollués. A travers le monde, diverses entités comme
les algues, les champignons, les bactéries et certaines plantes sont employées dans le cadre
de la biorestauration. L'utilisation de microalgues pour la bioremédiation constitue une
solution plus écologique et pérenne pour divers types de réduction des déchets et de
génération de biocarburants renouvelables, compte tenu de leurs propriétés exceptionnelles
dans I'élimination des polluants (Mathimani et al., 2019; Mathimani & Pugazhendhi, 2019;
Zada et al., 2021).

Cette étude apporte de nouvelles perspectives en examinant les effets de différentes
concentrations de diclofénac (DFN) sur A. platensis, en mettant lI'accent sur ses pigments
photosynthétiques et ses activités enzymatiques antioxydantes. Elle met également en
évidence les réponses adaptatives et les modifications métaboliques de cette cyanobactérie
sous stress induit par le DFN, offrant ainsi une approche pratique pour atténuer les risques

écologiques dans les environnements aquatiques.
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1 Les Cyanobactéries
1.1 HISTORIQUE DES CYANOBACTERIES

Apparues il y a environ 3,5 milliards d'années durant le précambrien, les cyanobactéries
Sont, avec les bactéries, les étres vivants les plus anciens connus sur Terre. Il en existe au moins
2000 especes réparties dans plus de 150 genres. Elles représentent une sous-classe bactérienne
majeure tant par leur diversité morphologique et physiologique que par le role qu'elles ont joué
en créant l'atmospheére aérobie nécessaire au développement de la vie. En effet, ces organismes
Procaryotes partagent avec les plantes la capacité d'effectuer la photosynthése en utilisant la
lumiére et l'eau pour la réduction du gaz carbonique, processus qui s'accompagne d'un
dégagement d'oxygene. Encore de nos jours, les cyanobactéries jouent un role dans I'équilibre

des proportions entre le gaz carbonique et I'oxygene (Sguera, 2018).

1.2 Les caracteéres des cyanobactéries

Les cyanobactéries ont jusqu'a récemment également été caractérisées par leur capacité
a former le pigment phycobiline, la phycocyanine. C'est la haute concentration de ce pigment
qui se produit dans certaines conditions qui conduit a la couleur bleuatre des organismes et donc
aux deux noms par lesquels les organismes sont communément connus, Cyanobactéries ou

algues bleu-vert (Brian A.Whitton, 2001).

Les cyanobactéries présentent une diversité morphologique considérable. Ils peuvent
étre des unicellulaires ou des filaments et ceux-ci peuvent se présenter individuellement ou
regroupés en colonies (Brian A.Whitton, 2001). Leur structure externe est constituée de trois
couches distinctes, telles qu'une couche mucilagineuse, une paroi cellulaire et une membrane
plasmique interne. Le cytoplasme contient des lamelles pigmentées qui ne sont pas organisées
en plastes. Les pigments comprennent les chlorophylles, les caroténes, les xanthophylles, la c-
phycoérythrine et la c-phycocyanine, et les deux derniers pigments se trouvent dans les algues

bleu-vert (Chittora et al., 2020).
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Figure 1 : Cyanobacteria : (A) Plectonema (B) Synechocysis (C) Microcystis (D) Planktothrix (E) Anabaena (F)
Merismopedia (Mehdizadeh Allaf & Peerhossaini, 2022).

Les cyanobactéries, bien que partageant des caractéristiques anatomiques avec les
bactéries, se distinguent par leur capacité de flottabilité, la photosynthése oxygénique et la
fixation de 1’azote, leur permettant de s’adapter a divers environnements, y compris des
conditions extrémes. En tant que producteurs primaires phototropiques, elles jouent un rdle clé
dans les écosystémes naturels ( Mishra et al., 2019). Leur paroi cellulaire, plus épaisse que celle
des autres bactéries Gram-négatives, contient du peptidoglycane et des lipopolysaccharides,
tandis que leur membrane assure protection, détection de I’environnement et transport des

nutriments (Mehdizadeh Allaf & Peerhossaini, 2022).
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Figure 2 : Une comparaison des enveloppes cellulaires des bactéries Gram-négatives générales et des
cyanobactéries (Mehdizadeh Allaf & Peerhossaini, 2022).
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1.3 Ecologie et Biologie des Cyanobactéries

La plupart des cyanobactéries sont capables de se déplacer, soit a l'aide de vésicules
gazeuses (dans les liquides) soit, dans le cas des cyanobactéries filamenteuses, par glissement
(jusqu'a 25 microns par seconde) grace a des microfibres. Ainsi, elles ont colonisé a peu pres
tous les milieux, qu'ils soient aquatiques ou terrestres, dans des conditions extrémes puisqu'on
les observe dans les glaces des poles, dans des sources d'eaux ferrugineuses, dans les geysers

(Sguera, 2018).

Certaines cyanobactéries vivent en association avec des organismes animaux ou
végétaux. Dans les eaux courantes comme stagnantes, leur mode de vie peut étre planctonique
(vivant dans la masse d'eau et se laissant transporter par ses mouvements) ou benthique (fixés

aux substrats immergés) (Sguera, 2018).

1.4 Organisation, fonction et comportement

Les cyanobactéries sont des procaryotes photosynthétiques possédant la capacité de
synthétiser la chlorophylle a. Typiquement, I'eau est le donneur d'électrons lors de la
photosynthése, ce qui conduit a I'évolution de I'oxygene (Brian A.Whitton, 2001). La majorité
des microalgues et des cyanobactéries sont photoautotrophes et consomment donc du CO> en
utilisant I'énergie de la lumiere. Certaines d'entre elles sont capables de croitre en l'absence de
lumicre (c'est-a-dire par croissance hétérotrophe), en utilisant du carbone organique (par

exemple, glucose, galactose, fructose, acétate ou glycérol) (Parsy et al., 2024).

Les cyanobactéries ont la capacité de passer facilement a une nutrition mixotrophe en
fonction de la composition du milieu nutritif disponible. En tant que mixotrophes, les
cyanobactéries sont capables de métaboliser divers substrats organiques, y compris les polluants
organiques persistants, qu'elles utilisent comme nutriments, les décomposant en substances
moins toxiques ou non toxiques (Inga Z & Liliana C, 2016). Dans ce cas, un effet synergique
se produit entre la photosynthese et la respiration aérobie, ou 1’0z et le CO2 générés par 1’un
des processus sont utilisés par 1’autre. Cette interaction favorise une meilleure croissance et

accroit la productivité de la biomasse (Parsy et al., 2024).

Les cyanobactéries posseédent de nombreux corps d'inclusion organiques, chacun
remplissant des fonctions spécialisées. Parmi ces structures figurent les phycobilisomes
(antennes de capture de la lumiere), les granules de polyphosphate, les granules de

Cyanophycée, les granules de polyhydroxyalcanoate (PHA), les carboxysomes (corps
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polyédriques), les corps lipidiques, ainsi que les centres thylakoides. De plus, elles contiennent

des régions riches en ADN et en ribosomes (Chittora et al., 2020).

Les cyanobactéries possédent des akinétes, cellules dormantes différenciées, qui leur
permettent de survivre aux conditions environnementales changeantes (Mishra et al., 2019).
Elles produisent également divers métabolites secondaires jouant un role clé dans leur
adaptation, notamment des terpénes, alcaloides, isoprénoides, polykétides (Pks), peptides non
ribosomiques (NRPs), peptides modifiés post-traductionnellement (RiPPs), ainsi que des
cyanotoxines (hépatotoxine, neurotoxines), des composés photoprotecteurs (scytonémin, acides

aminés mycosporine-like) et des antioxydants (Rajeshwar P. Sinha, 2022).

1.5 Facteurs influencent la croissance des cyanobactéries

De nombreux facteurs environnementaux et leur effet sur la croissance des
cyanobactéries ont été étudiés dans de nombreuses études. Ces études de terrain ont montré que
des facteurs environnementaux tels que la température, la lumiére, le pH et les nutriments ont

un effet significatif sur la croissance des cyanobactéries (Mutoti et al., 2022).

1.5.1 Température

Température comprise entre 20°C et 30°C favorisant la croissance optimale des
cyanobactéries. Des études antérieures ont montré que Microcystis €tait séverement limité a des
températures inférieures a 15°C, avec une température d'environ 25°C propice a la croissance
des cyanobactéries. Ainsi, la croissance des cyanobactéries est principalement ¢élevée pendant
1'été, car les températures sont normalement élevées. Ces résultats soulignent que les régions
tempérées pourraient connaitre une augmentation des proliférations de cyanobactéries pendant

1'été en raison du changement climatique et du réchauffement climatique (Mutoti et al., 2022).

1.5.2 Lumiére et flottabilité

Les cyanobactéries possedent deux systemes de récolte de la lumicre. La chlorophylle-
a est responsable de la collecte de la lumiere pendant la photosynthése et les observations
indiquent que les cyanobactéries semblent tolérer fortement des intensités lumineuses plus
¢levées. Des intensités lumineuses élevées augmentent l'apport cellulaire en fer, avant que Fe**
ne soit transporté dans les cellules d'algues. La lumiére convertit Fe** en Fe?*, ce qui est

responsable d'un taux de croissance cyanobactérien ¢levé. La présence de vésicules spécialisées
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remplies de gaz permet le mouvement des cyanobactéries dans la colonne d'eau, ce qui donne

aux cyanobactéries moins de poids et les fait flotter (Mutoti et al., 2022).

1.5.3 Phosphore et azote

Le phosphore et I'azote sont des nutriments essentiels a la croissance des cyanobactéries.
Les cyanobactéries présentes dans I'eau douce ont besoin de plus de phosphore que d'azote pour
une croissance efficace, l'agriculture et les effluents d'eaux usées étant les principales sources
de ces nutriments dans ces écosystémes. L'azote est responsable de I'eutrophisation (Mutoti et

al., 2022).

2 Spiruline

2.1 Définition

La spiruline est une microalgue uni ou multicellulaire et filamentaire. Elle est classée
parmi les cyanobactéries, Ce groupe comprend I’ensemble des bactéries autotrophes, c’est-a-
dire capables d’utiliser 1’énergie de la lumiére pour la photosynthése (Cruchot, 2008).Elle vit
en eau salée, alcaline et chaude de température environ 30°C a 40°C.Son nom dérive de la
configuration physique spiralée et hélicoidale de ses filaments, en latin « spira » signifie
enroulement. Ces derniers prennent une forme hélicoidale uniquement quand 1’environnement

est favorable (liquide ou milieu de culture) (Manet, 2016).

La spiruline possede une morphologie proche celle les algues, et sa teneur de pigments

vert et bleu faits les classer parmi les algues bleu-vert (Tsarahevitra, 2005).

En effet, elle est longtemps restée classée parmi les « algues bleu-vert », ce pour

plusieurs raisons (Cruchot, 2008).

e Son habitat aquatique,

e La présence d’un systeéme photosynthétique producteur d’oxygene,
e Son aptitude a développer des biomasses importantes,

e Sa morphologie proche de celle des algues,

e Sa couleur liée a sa teneur en pigments bleu (phycocyanine) et vert (chlorophylle).
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2.2 Taxonomie

La classification de spiruline est décrite comme suit (Manet, 2016).

Regne : Monera

Sous regne : Procaryota
Phylum : Cyanophyta
Classe : Cyanophyceae
Ordre : Nostocales

Famille : Oscillatoriacées

AR NN N SR

Genre : Arthrospira Stizenberger ou Spirulina Turpin

2.3 Historique sur la spiruline

La spiruline est un organisme primitif apparu il y a environ 3,5 milliards d'années qui a
développé la capacité d'utiliser le dioxyde de carbone dissous dans I'eau de mer comme source

de nutriments pour sa reproduction (Habib et al., 2008).

Au XVle siecle, lorsque les envahisseurs espagnols ont conquis le Mexique, ils ont
découvert que les Aztéques vivant dans la vallée de Mexico, dans la capitale Tenochtitlan,
récoltaient un « nouvel aliment » du lac. Les chroniqueurs espagnols décrivaient des pécheurs
avec de fins filets récoltant ce « techuitlatl » de couleur bleue dans les lagunes et en faisant un

gateau bleu-vert (Habib et al., 2008).

2.4 Morphologie de spiruline

La spiruline est une cyanophycée microscopique d’une longueur moyenne d’environ
250um. Elle est composée de filaments mobiles de 10 a 12um de diametre non ramifiés et
enroulés en spirale, généralement en 6 ou 7 spires. Ce filament est appelé trichome ; sa forme
hélicoidale, observable uniquement en milieu liquide, est caractéristique du genre. Et lui

donnant I’allure d’un minuscule ressort (Cruchot, 2008; Goulamabasse, 2018).
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Figure 3 : Morphologie de la spiruline. A : Image obtenue par microscopie électronique a balayage. B : Image
obtenue par microscopie optique (Furbeyre, 2017).

Cependant, les spirulines présentent différentes formes. On trouve des formes spiralées
classiques (Figure 4A), ondulées (Figure 4B) et parfois droites (Figure 4C). Cette particularité

est en relation directe avec les conditions écologiques rencontrées dans leur habitat

B | c

Figure 4 : Les différents aspects de la spiruline (Goulamabasse, 2018).

Plus précisément, la spiruline est constituée de cellules transparentes empilées bout a
bout formant ainsi un filament ou trichome. L’enroulement du trichome sur lui — méme
s’effectue suivant le sens des aiguilles d’une montre lorsqu’on regarde au-dessus de spirale. Les
facteurs environnementaux telle la température aurait cependant une influence sur 1’orientation
de I’hélice. Cette morphologie typique lui permet de se déplacer dans 1’eau en adoptant le
mouvement d’une vis. Le systéme pigmentaire de la spiruline est constitué de chlorophylle a ;
de pigments hydrosolubles, les phycobilines rouge (phycoérythrine) et bleu (phycocyanine) ;

de caroténoides (B-caroteéne, cryptoxanthine) (Goulamabasse, 2018).
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2.5 Répartition géographique

La Spiruline se développe préférentiellement dans des eaux chaudes, alcalines et riches
en nutriments azotés et phosphorés. Plus communément, elle s’observe dans les eaux saumatres,

ainsi que dans les lacs salins de régions tropicales et semi-tropicales (Charpy et al., 2008).

Son caracteére thermophile et ses besoins importants en lumicre limitent son aire de
répartition a une bande intertropicale située environ entre 35° de latitude Nord et 35°C de

latitude Sud (Charpy et al., 2008).

Sa forte plasticité écologique permet de la retrouver a I’état naturel a la fois dans les lacs
alcalins en Afrique (Tchad, Ethiopie, Tunisie), en Amérique latine (Mexique, Pérou), en Asie
du Sud (Inde, Sri Lanka, Thailande). Cet organisme est dit ubiquiste. Il est cependant beaucoup

moins abondant en Amérique du Nord et en Europe (Charpy et al., 2008).

2.6 Composition nutritionnelle de la spiruline

La spiruline est une microalgue bien connue pour sa composition chimique complexe et
riche en nutriments. La composition de la spiruline est principalement caractérisée par sa haute
teneur en protéines, lipides, glucides, vitamines, minéraux et pigments, qui contribuent tous a

ses activités biologiques (Spinola et al., 2024).

e La spiruline est principalement composée de protéines (50 a 70 % du poids sec), riches
en acides aminés essentiels comme la leucine, la lysine et la méthionine (Spinola et al.,
2024).

e Les lipides, représentant 5 a 10 % de la biomasse seche, sont majoritairement des acides
gras polyinsaturés (AGPI) (Spinola et al., 2024).

e Les glucides constituent environ 15 a 20 % du poids sec, principalement sous forme de
polysaccharides jouant un role structurel et de stockage (Spinola et al., 2024).

e Elle est riche en vitamines (vitamine E, complexe B) et en pigments antioxydants (B-
caroténe, allophycocyanine, C-phycocyanine, chlorophylle a, zéaxanthine) (Spinola et
al., 2022).

e Sa teneur en minéraux varie entre 3 et 11 % de la matiere seche, avec une présence

notable de calcium, magnésium, potassium et sodium (Spinola et al., 2022).

10
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3 Le genre Arthrospira platensis

Spirulina platensis C'est un petit étre aquatique (0,3 mm de long), vieux comme le
monde dont le nom scientifique est "cyanobactérie A. platensis" appartient aux bactéries
oxygénées photosynthétiques qui couvrent les groupes Cyanobacteria et Prochlorales. Ce sont
des cyanobactéries filamenteuses, non hétérozytées qui sont se trouvent généralement dans les
régions tropicales et subtropicales, dans des plans d’eau chauds a forte teneur en

carbonate/bicarbonate, a pH élevé et a salinité élevée (Ali & Saleh, 2012).

Spirulina et Arthrospira en tant que deux groupes distincts L'opinion d'Arthrospira et de
Spirulina en tant que deux genres distincts a été partagée par plusieurs auteurs plus récents. La
séparation entre ces deux genres a ét¢ affirmée a plusieurs reprises, sur la base de nombreuses
caractéristiques telles que 1'hélicité et la taille du trichome, la structure de la paroi cellulaire et
la structure des pores, les vésicules gazeuses, les thylakoides, la motilité et la fragmentation du
trichome, teneur en G et C et la catalogue en oligonucléotide de I'ARNr 16S (Goulamabasse,

2018).

4 Potentiels des cyanobactéries

4.1 Effet de la spiruline sur la santé

Les essais cliniques ont montré que la spiruline peut servir de traitement
complémentaire pour de nombreuses maladies. Les capsules de spiruline se sont révélées
efficaces pour abaisser le taux de lipides sanguins, réduire le nombre de globules blancs apres
la radiothérapie et la chimiothérapie, ainsi que pour améliorer la fonction immunologique. La
spiruline est également utilisée pour les aliments santé, les aliments pour animaux et les produits
biochimiques depuis les années 1980 (Habib et al., 2008). Elle a également un effet
antiarthritique en raison des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes de Ia
phycocyanine, de la propriété antiathérogeéne, de l'inhibition de la charge tumorale et de la

dégénérescence cellulaire (Baylan et al., 2012).

4.2 Activité anti-inflammatoire

Le systtme immunitaire est le principal médiateur de l'inflammation corporelle, les
cytokines jouant un role central dans l'initiation de l'inflammation. L'activation du systéme

immunitaire entraine la production de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a, 1'IL-
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1B et I'IL-6. A ce jour, les avantages de la spiruline pour renforcer I'immunité et améliorer la

résistance a la réponse inflammatoire (Wu et al., 2016).

4.3 Activité antioxydante

Les espéeces réactives de I'oxygene (ERO) attaquent et endommagent les molécules dans
les systémes biologiques, entrainant divers troubles et maladies. Ainsi, le stress oxydatif joue
un role dans de nombreuses maladies, notamment I'hypertension, le diabéte sucré,
l'athérosclérose, les maladies ischémiques et les tumeurs malignes. Les peroxydes lipidiques
(LPO), le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal sont des marqueurs importants du
stress oxydatif. Récemment, beaucoup d'attention a été accordée au potentiel antioxydant des
especes de spiruline. De nombreuses études in vitro et in vivo montrent que le traitement par la
spiruline réduit considérablement le stress oxydatif. Ces effets antioxydants et protecteurs sont
médiés par les phycocyanines, le B-caroténe et d'autres vitamines et minéraux contenus dans la

spiruline (Wu et al., 2016).

4.4 Activité antimicrobienne

La spiruline peut inhiber la croissance de plusieurs micro-organismes en raison de sa
riche teneur en ingrédients bioactifs ayant une activité antimicrobienne. Les composés bioactifs
de la spiruline peuvent altérer I'intégrité des cellules bactériennes et augmenter la perméabilité
cellulaire, ce qui entraine une fuite du contenu cytoplasmique (Abdel-Moneim et al., 2021).

A. platensis est riche en l'acide y-linolénique antibactérien. Cependant, cet acide a une
forte activité uniquement contre les bactéries Gram-positives mais pas contre les Gram-
négatives. D'autres composés antimicrobiens majeurs (antibactériens, antifongiques et
antiviraux) d'Arthrospira sont la phycocyanine, la phycocyanobiline et l'allophycocyanine, et
ils ont également certains effets anticancéreux. Le taxon possede également des flavonoides et
d'autres composés phénoliques et terpenes, qui sont des antimicrobiens prouvés (Ilieva et al.,

2024).

A. platensis contient des alcaloides, des saponines et des quinones. Les alcaloides
peuvent interférer avec les composants du peptidoglycane dans la paroi cellulaire des bactéries,
endommageant ainsi la paroi et provoquant la mort cellulaire. Les saponines sont des détergents
qui peuvent diminuer la tension entre la paroi cellulaire bactérienne et perméabiliser la
membrane. IIs réduisent la tension superficielle de la paroi cellulaire, pénétrant ainsi dans la

cellule, perturbant le métabolisme cellulaire et provoquant finalement la mort des bactéries. Les
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composés quinoniques peuvent se lier aux protéines cellulaires, les rendant dysfonctionnelles,

perturbant ainsi le métabolisme cellulaire (Ilieva et al., 2024).

4.5 Activité antivirale de la spiruline

La spiruline contient tous les produits biochimiques dans sa constitution qui peuvent
construire un systéme immunitaire sain, qui pi¢ge également les radicaux libres. Les composés
extraits d'Arthrospira ont une activité inhibitrice contre un large éventail de virus tels que le
VIH-1, le HSV-1, le HSV-2, le HCMYV, la grippe de type A, la rougeole, etc. Les extraits de
cyanobactéries ont un effet antimutagéne et anticancéreux et peuvent prévenir le
développement et la croissance des tumeurs ainsi qu'inhiber les métastases ou la prolifération
des cellules cancéreuses14. Il a été démontré que Spirulina platensis minimise la réplication du
VIH-I dans les lignées de cellules T humaines, les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMC) et les cellules de Langerhans (LC). Des concentrations d'extraits comprises entre 0,3
et 1,2 pg/ml ont réduit la production virale d'environ 50 % dans les PBMC. Un extrait de plateau
possede une activité antirétrovirale qui peut présenter un intérét clinique potentiel (Ali & Saleh,

2012).

4.6 Activité anti-cancéreuse

Plusieurs études ont montré que la spiruline ou ses extraits peuvent prévenir ou inhiber
les cancers chez 'homme et 1'animal. Des études in vitro suggerent que les polysaccharides
uniques de la spiruline améliorent 1'activité enzymatique du noyau cellulaire et la synthese de

la réparation de 'ADN (Ali & Saleh, 2012).

5 Ressource pour la production de biocarburants

Les organismes photosynthétiques tels que les plantes, les algues et les cyanobactéries
sont des candidats appropriés pour la production de biocarburants en raison de leur teneur
¢levée en lipides, de leur capacité efficace a utiliser le CO; et de leur besoin minimal en source
d'énergie externe. Bien que les plantes et les algues effectuent une photosynthése oxygénique
similaire a celle des cyanobactéries, les cyanobactéries ont émergé comme un candidat potentiel
pour la production de biocarburants en raison de leurs propriétés physico-chimiques efficaces

(Majhi, 2024).

Les cyanobactéries ont une efficacité photosynthétique plus €levée et une meilleure
capacité d'utilisation du COg, surtout a des niveaux élevés de COx. Il contient une quantité

significative de lipides dans la cellule, environ 50 % du poids sec de la cellule. La teneur en
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lipides peut étre augmentée davantage en optimisant les conditions de croissance et I'état

génétique de la cellule (Majhi, 2024). En plus ils ont une croissance rapide (Nozzi et al., 2013).

Plusieurs études ont réussi a utiliser diverses espéces de cyanobactéries, y compris
Synechocystis, Synechococcus, Anabaena et Nostoc, pour produire des biocarburants, tels que
1'éthanol, I'nydrogene, I'isobutanol, les acides gras libres, le 2-méthyl-1-butanol, le 3-méthyl-1-
butanol, les n-alcanes, les alcools gras, 1'isoprene, 1'éthyléne, le limonéne et le B-phellandréne

(Majhi, 2024).
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Figure 5 : Un apercu schématique de la production de biocarburants a base de cyanobactéries (les
cyanobactéries absorbent de COg, le transforment en produits organiques et liberent de I'oxygéne. Ces produits
sont ensuite convertis en biocarburants par des enzymes) (Majhi, 2024).
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Chapitre 02  La pollution des écosystemes aquatiques par les polluants émergents

1 Introduction a la pollution par les ATB

La capacité a lutter contre les infections bactériennes grace aux antibiotiques constitue
depuis longtemps une pierre angulaire de la médecine moderne. Cependant, leur utilisation
excessive et inappropriée a grande échelle a conduit a des conséquences inattendues (Kraemer
et al., 2019).

Une grande partie des antibiotiques ingérés par les humains et les animaux n'est pas
complétement métabolisée et se retrouve dans I'environnement par les excréments, les urines et
les eaux usées. Leur utilisation excessive ou incorrecte dans des domaines comme la santé,
I’agriculture et les usines pharmaceutiques contribue a cette pollution (Barathe et al., 2024).

créant un stress sur les microbes et favorisant l'apparition de bactéries résistantes (Fayaz et al.,
2024).

Figure 6 : Source des résidus d'antibiotiques dans I'environnement (Eheneden et al., 2023).

2 Définition et I’origine des ATB dans I’environnement

A T'origine, le terme « antibiotique » désignait tout agent ayant une activité biologique
contre les organismes vivants, mais il se référe aujourd'hui spécifiquement a des substances
ayant une action antibactérienne, antifongique ou antiparasitaire. Ces agents chimiques inhibent
ou éliminent la croissance des micro-organismes tels que les bactéries, les champignons et les

protozoaires. Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur structure chimique, leur
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mécanisme d'action, leur spectre d'action et leur voie d'administration. Leur origine se divise
en trois catégories : naturels (produits par des micro-organismes), semi-synthétiques (modifiés
pour améliorer leur efficacité), et synthétiques (complétement fabriqués en laboratoire) (de

[lurdoz et al., 2022).

En 1941, Selman Waksman introduit le terme "antibiotique" pour désigner une molécule
produite par un microbe qui inhibe d'autres microbes (Clardy et al., 2009). Il découvre plusieurs
antibiotiques, Il a découvert de nombreux antibiotiques produits par des actinomycetes vivant
dans le sol, y compris la néomycine et la streptomycine, le premier agent actif contre la
tuberculose (Hutchings et al., 2019). Entre 1945 et 1955, le développement de la pénicilline
(produite par un champignon), de la streptomycine, du chloramphénicol et de la tétracycline
(produites par des bactéries du sol) marque le début de 1'ére des antibiotiques (Clardy et al.,

2009).

3  Source de pollution

La pollution est une question de grave préoccupation. La mauvaise gestion des déchets
et des effluents détériore encore plus un écosysteme déja en difficulté (Akhtar & Mannan,

2020).

Les déchets provenant de différents secteurs sont responsables de ce probleme. Ces
derniers peuvent étre illustrées par une longue liste, tel que, déchets agricoles, déchets
industriels (non dangereux, dangereux, inertes), Déchets ménagers usuels, déchets des
collectivités (espaces verts, nettoiement, boues d’€puration issues de 1’assainissement collectif),
inertes (déchets de travaux et bricolage), déchets liés a 1’automobile (pneus, huiles, ... etc.)

(Guy & Pujolle, 2008).
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\

Figure 7: Source des polluants environnementaux et leur impact sur la santé. Sources : (1) Logements ruraux et
urbains, industries, effluents d'usines, gaz d'échappement des véhicules ; (2) Pollution des sols dans les
décharges ; (3) Déchets agricoles ; (4) Pollution des plages due aux activités anthropiques ; Affecte : (5)

Pollution de I'eau, affectant la vie aquatique ; (6) Les humains, la flore et la faune sont affectés ; (7) Cycles
biogéochimiques ; (8) Accumulation de toxines dans la chaine alimentaire ; (9) Dommages & la santé et au bien-
étre en général (Akhtar & Mannan, 2020).

Néanmoins, malgré des repéres simples, les déchets constituent souvent des mélanges
divers dont la composition varie selon I'époque et le lieu. Un déchet est un déchet pour celui

qui le détruit, mais n'en est plus un pour celui qui l'utilise (Guy & Pujolle, 2008).

4 Mécanismes de contamination des écosystémes aquatiques

Les écosystémes aquatiques sont des environnements basés sur I'eau dans lesquels les
composants biotiques interagissent avec les composants abiotiques. Ils se divisent
principalement en deux types : marin et d'eau douce. L'écosystéme marin, qui couvre plus de
70 % de la surface terrestre, comprend les océans, les estuaires, les récifs coralliens et les cotes
(Bashir et al., 2020). Les écosysteémes aquatiques incluent également les zones humides, les
rivieres, les lacs et les estuaires. On les classe en trois catégories : eau douce, eau salée (océans
et estuaires) et eau polaire. Les humains ont peut-étre créé un nouveau type d'eau appelé eau
polluée (Singh, 2016).

Les écosystemes aquatiques jouent un role essentiel en recyclant les nutriments,

purifiant 1'eau, atténuant les inondations, maintenant le débit des cours d'eau, rechargeant les
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eaux souterraines et offrant des habitats pour la faune ainsi que des espaces de loisirs (Council
et al., 1992). Cependant, leur dégradation est liée a l'urbanisation rapide, aux activités
industrielles, a l'agriculture et a une mauvaise gestion des terres. La pollution des sols est
souvent causée par les émissions des véhicules, I'élimination incorrecte des déchets solides,

ainsi que par les industries chimiques et miniéres (Demarco et al., 2023).

La qualité de l'eau est essentielle pour la sant¢ humaine mais est menacée par divers
polluants, dont les métaux lourds, les colorants, les antibiotiques, les perturbateurs endocriniens
et les microplastiques (Tyagi et al., 2024). Les polluants émergents, comme les pesticides,
produits chimiques, cosmétiques et résidus pharmaceutiques, aggravent cette pollution. Les
antibiotiques, en particulier, perturbent le traitement des eaux usées et dégradent les

écosystemes aquatiques (Eheneden et al., 2023).

5 Techniques d’analyse et de détection des ATB dans I’eau
5.1 Méthodes d'enrichissement et d'extraction des ATB dans 1'eau

Les antibiotiques dans les eaux usées urbaines se trouvent généralement a de faibles
concentrations. Pour mesurer avec précision ces concentrations, I'enrichissement et l'extraction
des antibiotiques par prétraitement sont nécessaires (Zhu et al., 2024). Les méthodes de

prétraitement couramment utilisées incluent :

5.1.1 Extraction en phase solide (SPE) : Impliquant principalement 1'enrichissement, la
séparation et la purification des substances cibles dans des échantillons d'eau en
utilisant des colonnes d'extraction en phase solide, offrant des avantages tels qu'une
opération simple, une forte sélectivité et de bons taux de récupération (Suseela et al.,
2023). Les adsorbants peuvent étre des matériaux uniques comme des liquides
ioniques, des cadres organiques covalents, ou des matériaux composites (Nguyen et

al., 2022; Xu et al., 2023).

5.1.2 Microextraction en phase solide (SPME) : est une technique de prétraitement sans
solvant qui enrichit les analytes cibles en immergeant directement une fibre enduite
dans 1'échantillon, en utilisant l'effet d'adsorption du matériau de revétement. De
nombreuses études ont réussi a extraire efficacement des traces d'antibiotiques dans
des échantillons d'eau en améliorant la structure de la fibre et les matériaux de

revétement (Kardani & Mirzajani, 2022).
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5.1.3

5.1.4

5.1.5

solution

Adsorption sur fibre SPME

Figure 8 : Principe de fonctionnement de la SPME (Thibaut Le Guet, 2017).

Extraction solide en phase magnétique (MSPE) : bas¢ sur la SPE, utilise des nano-
adsorbants magnétiques pour améliorer ses performances, augmentant ainsi sa
capacité d'adsorption pour les antibiotiques dans les échantillons d'eau et augmentant
sa sensibilit¢ de détection (Fu et al., 2023). Cette méthode est simple, rapide, ne
nécessite ni centrifugation ni filtration, et les adsorbants magnétiques peuvent étre
réutilisés, réduisant ainsi la contamination et les pertes lors du traitement des

échantillons (Zhu et al., 2024).

Extraction Liquide-Liquide (ELL): Est le processus de transfert de matiére
organique d'un solvant a un autre en tirant parti des différentes solubilités de la matiere

organique dans deux solvants non miscibles (Zeng et al., 2022).

Microextraction dispersive en phase liquide (DLLME) : est une technique d'extraction
en phase liquide largement utilisée en raison de son fonctionnement simple, de son
efficacit¢ économique, de son processus d'extraction rapide, de ses taux de

récupération élevés et de ses facteurs d'enrichissement exceptionnels (Zhu et al.,

2024).
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Figure 9: Procédure schématique de la technique de microextraction liquide-liquide dispersive (Zeng et al.,

2022).
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5.1.6 Polyméres Imprimés Moléculaires (PIMs): Pour remédier aux limitations de
l'extraction en phase solide traditionnelle, telles que la faible sélectivité, la mauvaise
durabilité et la réutilisabilité limitée, les polymeres a empreintes moléculaires (PIMs)
ont émergé comme une alternative prometteuse. Ces matériaux respectueux de
l'environnement offrent une grande spécificité et durabilité, améliorant la séparation
et I'enrichissement des antibiotiques traces dans I'eau tout en maintenant la qualité de
I'eau lors de la séparation et pour enrichir des quantités ultra traces de composés

antibiotiques cibles dans I'eau (Zeng et al., 2022).

5.2 Méthodes d'immunoanalyse

Les méthodes d'immunodosage sont des techniques traditionnelles utilisées pour détecter
les antibiotiques. Cependant, des études ont montré que bien qu'ils puissent détecter de faibles
concentrations d'antibiotiques, leur précision peut étre affectée par divers facteurs externes,

entrainant des erreurs (Luo et al., 2024). Ces méthodes incluent :

5.2.1 Dosage immuno--enzymatique (ELISA) : est intrinséquement rentable et facile
a utiliser en termes de fonctionnement, et son application dans la détection des
polluants environnementaux tels que les antibiotiques peut encore améliorer la

spécificité de détection et abaisser la limite de détection (Zhu et al., 2024).

5.2.2 Testimmunologique a flux latéral (LFIA) : est une technique d'immunoanalyse
simple et rapide qui combine Il'immunoanalyse avec des méthodes
chromatographiques (Zhu et al., 2024).Toutefois, elle nécessite un prétraitement
(dilution, purification, agents de blocage, optimisation du tampon) pour minimiser
les faux positifs. Bien que ces étapes améliorent la précision, elles peuvent
prolonger le temps de détection (Frigoli et al., 2024). Un axe de recherche actuel
porte sur le développement de nanomatériaux composites comme marqueurs de

signal, afin d'améliorer l'efficacité et la performance de la LFIA (Zhu et al., 2024).
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5.2.3 Dosage immunologique par fluorescence : L'immunodosage par fluorescence

implique le marquage des anticorps ou des antigénes avec des substances

fluorescentes et la mesure de la fluorescence pour déterminer la présence

d'antibiotiques (Zhu et al., 2024).

5.3 Méthodes d'analyse instrumentale

Les méthodes d'analyse instrumentale sont parmi les techniques les plus couramment
utilisées pour détecter les antibiotiques, principalement divisées en méthodes

chromatographiques, méthodes spectroscopiques et méthodes spectrométriques de masse (Zhu

et al., 2024). Ces méthodes incluent :

5.3.1 Méthode chromatographique : La chromatographie liquide & haute performance
(HPLC) est la technique chromatographique la plus couramment utilisée pour I'analyse
des antibiotiques. Il sépare les composés dans un mélange en fonction de leurs
interactions avec une phase stationnaire et une phase mobile (Zhu et al., 2024). Cette
méthode fournit des informations a la fois qualitatives et quantitatives en fonction du
type de détecteur utilisé¢ (Bernal et al., 2009). Pour améliorer la sensibilité et la
précision, la HPLC est souvent couplée a des détecteurs quantitatifs. Les techniques
de détection courantes incluent la spectroscopie UV-visible, la détection par
fluorescence (FD) et la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS), qui permettent

une identification et une quantification précises des antibiotiques (Zeng et al., 2022).
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Figure 10 : Flux de travail des méthodes instrumentales courantes pour la détection des antibiotiques (Zhu et al.,
2024).
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5.3.2 Méthodes spectroscopiques : implique principalement 1'analyse de la composition et
de la concentration des composés dans un échantillon en quantifiant 1'absorbance ou
I'émission de lumicre a différentes longueurs d'onde. Parmi les différentes techniques

spectroscopiques :

= Spectroscopie ultraviolet-visible (UV-Vis) ; se distingue comme un outil efficace pour
la surveillance en temps réel des niveaux d'antibiotiques dans les eaux usées (Zhu et al.,
2024).

= Spectroscopie Raman améliorée par surface (SERS) ; est une technique qui ne nécessite
pas de marquage et est utilisée pour l'analyse de produits chimiques en traces.
Actuellement, la direction de la recherche pour détecter les antibiotiques en utilisant la
SERS se concentre principalement sur le développement de substrats SERS pour

améliorer la détection des antibiotiques en traces (Zhu et al., 2024).

5.3.3 Méthodes spectrométriques : La spectrométrie de masse (SM) est une méthode qui
sépare les ions en fonction de leur rapport masse/charge en utilisant des champs
¢lectriques et magnétiques pour obtenir une détection quantitative. Il n'est généralement
pas utilisé seul mais est souvent combiné avec des méthodes chromatographiques ou

spectroscopiques (Hoffmann et al., 2016).

5.4 Méthodes de détection des capteurs

La détection des antibiotiques basée sur des capteurs est désormais l'une des méthodes
de détection émergentes les plus recherchées et les plus largement utilisées. Ces méthodes
offrent une haute sensibilité, une excellente sélectivité et une bonne stabilité, mais en méme
temps, certains capteurs peuvent avoir des plages d'application relativement étroites et des
erreurs de détection plus importantes (Zhu et al., 2024). Les capteurs couramment utilisés

incluent :
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5.4.1 Les capteurs électrochimiques : sont une méthode rapide, économique et
sensible pour détecter les antibiotiques dans les eaux usées. Leur spécificité et leur
sensibilité peuvent étre améliorées en optimisant les matériaux des électrodes. Les

nanomatériaux tels que l'or, le graphéne, les MOFs et les MIPs ont attiré une

attention significative pour améliorer leur performance (Zhu et al., 2024).

5.4.2 Les capteurs optiques : sont largement ¢tudiés pour leur haute sensibilité, leur
réponse rapide et leur forte spécificité. Les avancées récentes incluent I'impression
moléculaire, les nanomatériaux et les bio-interactions pour améliorer les capacités
de détection. La modification de matériaux spéciaux a encore amélioré leur
sensibilité, leur sélectivité et leur stabilité. Notamment, les cadres
organométalliques (MOFs) ont émergé comme des matériaux de détection
fluorescente prometteurs pour détecter les composés cibles (Raja Lakshmi et al.,

2021; Zhang et al., 2024).

5.4.3 Biocapteurs : Un biosenseur détecte les composés chimiques en utilisant un
composant biologique tel que des biomolécules, des cellules ou des bactéries. Il
se compose de trois parties principales : un élément de reconnaissance biologique
(par exemple, des anticorps, des enzymes, de I'ADN), un substrat (par exemple,
du silicium, de 1'or, du verre) et un transducteur qui convertit I'interaction en un
signal mesurable. La réaction chimique produit des signaux tels que la
fluorescence, la chaleur, les changements de couleur, les décalages de fréquence
ou les variations de conductivité, qui sont ensuite traduits en données quantifiables
correspondant a I'amplitude du signal (Magnano San Lio et al., 2023). Les types
de biocapteurs les plus courants sont les biocapteurs €électrochimiques, optiques,
thermiques, pi€ézoélectriques et potentiométriques (Frigoli et al., 2024).Combiner
ces biosenseurs avec d'autres technologies peut efficacement améliorer la

précision de la détection des antibiotiques dans I'eau (Zhu et al., 2024).
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Figure 11 : Représentation schématique de (a) un dispositif de biocapteur générique montrant un échantillon
contenant la cible interagissant avec le biocapteur. Aprés la reconnaissance, le transducteur est responsable de
générer un signal (Frigoli et al., 2024).

6 Effet des antibiotiques sur les écosystémes aquatiques

6.1 Effet surla biodiversité et le fonctionnement des écosystemes aquatiques

Les recherches en écotoxicologie se tournent actuellement vers 1’étude des effets sur les
écosystemes de composés actifs a de trés faibles concentrations (de 1’ordre de la dizaine de mg.
L). Du fait de leur activit¢ biologique, ces molécules ont souvent les mémes cibles
moléculaires chez I’homme et sur les espéces sauvages avec les mémes effets indésirables.
Introduits dans 1’environnement, ces substances vont affecter par les mémes voies les animaux

ayant des tissus et organes cibles similaires (Colette-Bregrand et al., 2009).
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Figure 12 : Principales voies de contamination des sols et des eaux par les antibiotiques, les bactéries résistantes
aux antibiotiques et les genes de résistance aux antibiotiques (Colette-Bregrand et al., 2009).
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6.2 Bioaccumulation et effets a long terme sur la chaine alimentaire

L'utilisation excessive d'antibiotiques dans la production alimentaire entraine la
présence de résidus dans les aliments, favorisant des réactions allergiques, une toxicité, des
déséquilibres du microbiote et I'émergence de résistances. Le non-respect des limites
maximales de résidus aggrave ce probléme. Ces résidus, issus du bétail, de la volaille, des
hopitaux et des industries pharmaceutiques, contaminent l'eau et le sol, pénétrant ainsi

indirectement la chaine alimentaire humaine (Bacanli, 2024).

Les plantes absorbent les antibiotiques présents dans l'eau et le sol contaminés, en
particulier les céréales comme le blé, le riz et le mais, qui peuvent ainsi les transmettre a la
chaine alimentaire (Bacanli, 2024). Chez les poissons, ces substances causent du stress
oxydatif, des troubles reproductifs, des dommages aux tissus, des problémes métaboliques et

une toxicité génétique (Fayaz et al., 2024).
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Figure 13: Source de pollution par les antibiotiques et ses implications dans I'environnement aquatique. (A) les
antibiotiques affectent les organismes non ciblés, (B) développement de génes de résistance aux antibiotiques
(ARGsS), (C) les microalgues transforment les antibiotiques en composés non dangereux (Fayaz et al., 2024).
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7 Le diclofénac : un contaminant pharmaceutique émergent

Le diclofénac (DFN) est un médicament qui appartient a la catégorie des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Shamsudin et al., 2022). Il est utilisé¢ pour traiter les
inflammations et les douleurs présentes dans les articulations, les muscles et les os, en exergant
des effets antirhumatismaux, anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques significatifs
effets (Parolini et al., 2009). 1l est disponible sous diverses formes, telles que des capsules, des
pommades et des solutions intraveineuses. Les AINS ont un point d'application unique comme
base ; une cascade de réactions associées a la transformation de l'acide arachidonique, le
mécanisme biochimique central de l'inflammation. L'effet des AINS vise a inhiber les
cyclooxygénases ; les enzymes clés du métabolisme de l'acide arachidonique, qui le

transforment en prostaglandines (Ryzhkina et al., 2020).
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Figure 14 : La formule chimique du Diclofénac (Skoutakis et al., 1988).

Les AINS sont trouvés partout dans les milieux d’eau, ce qui souléve des grandes
questions écologiques. Le DFN, un des AINS le plus utilis¢ dans le monde, a été¢ vu comme un
polluant important dans les réseaux d’eau a cause de sa grande utilisation dans la santé des gens
et des animaux {Rani, 2024). I est surtout nettoyé dans le foie par méthode d’hydroxylation et
de glucuronisation. Environ 65 % de ses métabolites oxydés sont excrétés par les reins, tandis
que le reste est éliminé par voie biliaire sous forme de glucuronide d’acyle. Toutefois, une
fraction du DFN est excrétée sous forme inchangée, ce qui signifie que le composé parent, non
métabolisé, En conséquence, il peut se retrouver dans le systéme d'égouts a des concentrations
de plusieurs centaines de pg L— 1 (Das et al., 2024; Russo et al., 2023). Malgré ses
concentrations qui sont relativement faibles, la persistance, la bioaccumulation et la toxicité
chronique du diclofénac pour les organismes non ciblés en ont fait un polluant de préoccupation

significative (Rani, 2024).
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7.1 Son effet sur les organismes aquatiques

Le diclofénac (DFN) est aujourd’hui bien reconnu pour affecter aussi bien les micro-
organismes aquatiques que les vertébrés supérieurs, et ce, en raison de ses effets écotoxiques le
long des chaines trophiques. (Sathishkumar et al., 2020) ont souligné son impact qui s’étend
des microalgues jusqu'aux mammiféres, mettant en évidence la perturbation écologique a

grande échelle ainsi que le potentiel de bioaccumulation.

Ses effets toxiques chez de nombreux organismes aquatiques différents ont été mis en
évidence par d'assez nombreuses études. (Fu et al., 2020) ont constaté des effets néfastes chez
plusieurs especes de poissons. Par ailleurs, (Miller et al., 2018) ont rapporté certaines
perturbations physiologiques chez les crustacés ainsi que chez les invertébrés. Une action
multifactorielle est bien suggérée par 1’absence méme d’un mode d’action spécifique qui est
souligné par (Cleuvers, 2004a) chez les microalgues, et qui a démontré que le DFN présente
bien une toxicité significative a 1’égard d’espéces d’eau douce telles que Desmodesmus

subspicatus et les daphnies.

Il est assez connu que les AINS, parmi lesquels on retrouve le diclofénac, provoquent
certains dommages structurels et fonctionnels aux cellules qui sont exposées. Une certaine
réduction marquée de la croissance cellulaire chez Chlorella vulgaris exposée a I’ibuproféne a
été observée par (Geiger et al., 2016) . Wang et al., (2020) ont démontré de 1'induction d'une
phototoxicité chez Scenedesmus obliquus. Ce phénomene perturbe tout le processus
photosynthétique et peut €tre causé par du kétoprofene, un autre AINS. Pareillement, (Gomaa
et al., 2021) ont rapporté que Chlorella sp. Ainsi que Desmodesmus spinous exposé€s a certains
médicaments voyaient leurs chloroplastes puis mitochondries mal fonctionner, affectant de ce

fait gravement la production d’énergie cellulaire.

En outre, le diclofénac peut causer une forte induction d’un stress oxydatif lors d'une
exposition. Das et al., (2024) ont montré que pareille exposition produit excessivement des
especes réactives de 1’oxygeéne (ERO), de plus peroxyde les lipides, oxyde les protéines et

endommage I’ADN au sein des cellules algales.

Le diclofénac est en particulier préoccupant bel et bien pour les écosystemes aquatiques,
méme cela étant a de faibles concentrations. Cette préoccupation est due a tous ses effets
combinés, incluant I'inhibition de toute croissance, l'altération de toutes fonctions métaboliques,

la perturbation photosynthétique et tous les dommages oxydatifs.
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La bioremédiation est une technique écologique qui utilise des agents
biologiques (microbes et plantes ou leurs enzymes) pour dégrader et détoxifier les polluants
organiques et inorganiques afin de protéger 1’environnement et la santé publique a faible cofit

et de maniére efficace (Bharagava et al., 2020).

1 Généralité

Le terme de biorestauration a été composé de deux parties : « bios » signifie la vie et
fait référence aux organismes vivants et «remédier » signifie résoudre un probléme
environnemental tel que des sols ou des eaux souterraines polluée. En outre, elle représente un
moyen de nettoyage les environnements contaminés en exploitant les diverses capacités
métaboliques des micro-organismes, pour convertir les contaminants en produits inoffensifs par
minéralisation, transformation ou altération, avec génération d’oxyde de carbone, d’eau, ou par

conversion en biomasse microbienne (Goswami et al., 2018; Sardrood et al., 2013).

La bioremédiation représente une technologie de pointe et écologiquement durable qui
utilise des micro-organismes biologiques pour décomposer et neutraliser les polluants. Cette
technique joue un rdle crucial dans 1’¢élimination des toxines environnementales, rétablissant
ainsi les écosystémes a leur état naturel et empéchant toute contamination ultérieure (Kuppan
et al., 2024). La biorestauration a été utilisée dans un certain nombre de sites dans le monde, y

compris en Europe, avec des degrés divers de succes (Kensa, 2011).

Ces especes peuvent se trouver dans la zone contaminée (indigenes), ou €tre introduites
dans le milieu (exogene), ou encore €tre prélevées sur le site contaminé ou cultivées en
laboratoire puis réintroduites dans le milieu (bioaugmentation). La biorestauration
habituellement réalisée en milieu aérobie, mais 1’utilisation de systémes de biorestauration en
milieu anaérobie permet la dégradation de plusieurs molécules résistantes. Il est possible
d’¢liminer définitivement les déchets et les pollutions. En exploitant des systemes biologiques
plus abordables mais plus durables, on ¢élimine les responsabilités durables (Sardrood et al.,

2013).

La Bioremédiation avec des microalgues est particuliérement efficace en raison de leurs
capacités a convertir I’énergie solaire en biomasses utiles et a assimiler des nutriments tels que
le phosphore et I’azote qui causent I’eutrophisation dans le processus de photosynthese (El-

Sheekh et al., 2016).
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Actuellement, il existe diverses méthodes physiques et chimiques disponibles pour
I'élimination et la dégradation de divers produits chimiques récalcitrants et nocifs du sol et de
I'eau. Cependant, ces méthodes sont coliteuses, produisent des sous-produits toxiques et sont
inefficaces pour les produits chimiques faiblement concentrés mais hautement toxiques. Des
stratégies ont été ¢laborées qui peuvent dépasser ces contraintes et offrir une solution face a ces

polluants (Akhtar & Mannan, 2020).

Par rapport aux méthodes traditionnelles de décontamination chimique et physique, la
bioremédiation est plus écologique, plus facile a mettre en ceuvre et moins invasive. Les
procédés de bioremédiation permettent d’éliminer, de détoxifier et de réduire la toxicité des
substances nocives, y compris les effluents industriels, les métaux lourds, les composés
xénobiotiques, les halogénes organiques, les pesticides et les composés chlorés (Kuppan et al.,

2024).

L'évaluation de la sécurité et de l'affectivité de toute stratégie d'assainissement est
indispensable avant de l'appliquer a un site contaminé donné, afin de répondre a différents
critéres. Les micro-organismes doivent étre capables de dégrader les contaminants a un rythme
raisonnable et a un certain niveau réglementaire. Pour qu'une stratégie de biorestauration
réussisse, Andreoni et Gianfreda ont conclu que les sous-produits toxiques ne doivent pas étre
produits, que les substances chimiques inhibitrices doivent étre absentes, que les contaminants
doivent étre biodisponibles et que les conditions doivent étre optimisées et maintenues pour
favoriser la croissance et l'activité¢ microbiennes. Les différentes techniques employées pour la
biorestauration dépendent de trois principes de base : l'aptitude du polluant a la transformation
biologique (biochimie), l'accessibilité du contaminant aux micro-organismes (biodisponibilité)

et la possibilité d'optimiser 1'activité biologique (bioactivité) (Niti et al., 2014).

2 Types de bioremédiation

La faisabilit¢ de la bioremédiation dépend de 1I’emplacement des contaminants. Les
approches pour la mise en ceuvre de la biorésolution dépendent du fait que le sol impacté soit
intact dans 1’environnement ou qu’il doive étre excavé pour le traitement dans une installation
hors site. Si sur place, I’expression « assainissement in situ » suffit et si hors site, elle est décrite

comme « ex situ » (Adams et al., 2015)
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2.1 INSITU

In situ signifie en latin « a I’endroit d’origine ». Ainsi, la bioremédiation in situ désigne
la bioremédiation fondée sur les activités de dégradation des populations microbiennes
endogenes. En d’autres termes, il dépend de la flore microbienne indigéne des sols et des eaux
souterraines. Cela dépend de la prémisse que les micro-organismes déja présents dans un site
contaminé se sont adaptés aux déchets chimiques organiques qui s’y trouvent et sont capables

de dégrader une partie ou la totalité des composants de ces déchets ( Sharma, 2019).

Ces techniques assurent le traitement sur place en évitant 1'excavation et le transport des
contaminants. Elles sont moins cotiteuses et généralement les options les plus souhaitables en

raison du le moins de perturbations possibles sur le site d'application (Niti et al., 2014).

Le choix d’une biorestauration locale offre des avantages notables, notamment la
réduction de la main-d’ceuvre physique, les colts minimisés du transport et I'utilisation de

processus naturels (Kuppan et al., 2024).

2.2 EXSITU

Ces techniques consistent a extraire les polluants des sites pollués et a les transporter
ensuite vers un autre site pour le traitement. Les techniques de bioremédiation ex situ sont
généralement considérées en fonction du colit du traitement, de la profondeur de la pollution,
du type de polluant, du degré de pollution, de I’emplacement géographique et de la géologie du
site pollué (Azubuike et al., 2016).

Selon I’état du contaminant a 1’étape de la biorésolution, la biorésolution ex situ est

classée comme :

e Systeme en phase solide (y compris le traitement des sols et les piles de terre), Le
systeme est utilis¢ pour la bioremédiation des déchets organiques et des déchets
domestiques et industriels problématiques, des boues d’épuration et des déchets solides
municipaux. La biorestauration en phase solide du sol comprend trois processus, dont
I’agriculture des terres, le biodéblayage du sol et le compostage (Sardrood et al., 2013).

e Systemes de phase de boue (y compris les suspensions solide-liquide dans des
bioréacteurs) La biorésolution en phase de boue est un processus relativement plus

rapide que les autres procédés de traitement (Sardrood et al., 2013).
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3 Les avantages et les inconvénients

La bioremédiation

Tableau 1: les avantages et les inconvénients de bioremédiation (Vidali, 2001).

Avantages

Inconvénients

Processus naturel percu comme acceptable
par le public.

Détruit complétement une grande variété de
contaminants.

Evite le transfert de pollution entre les
milieux (sol, eau, air).
Peut étre effectuée sur site sans perturber les

activités normales.

Evite le transport de déchets dangereux hors
site, réduisant les risques sanitaires et
environnementaux.

Moins colteuse que d'autres technologies de
dépollution.

Réduit la responsabilité future en éliminant
définitivement les contaminants.

Limité aux composés biodégradables.

Certains produits de biodégradation peuvent
étre plus toxiques que le polluant d'origine.

Les processus biologiques sont souvent tres
spécifiques.

Difficult¢ d'extrapolation des
laboratoire aux applications a grande échelle.

études de

Besoin de recherches pour traiter des sites a
contaminants complexes et non uniformément
dispersés.

Temps de traitement plus long que les méthodes
physiques ou chimiques.

Incertitude réglementaire sur les critéres de
performance et absence de définition standard
du terme "propre".

4 Role des microalgues dans la dépollution

Les microalgues sont une solution écologique et efficace pour traiter les eaux usées

-----

polluants grace a la biosorption, la bioaccumulation et la biodégradation les rendent précieuses.

Des especes comme Scenedesmus et Chlorella, capables de s’adapter a divers environnements,

¢liminent métaux lourds, pesticides et antibiotiques tout en produisant des composés utiles,

offrant ainsi une alternative durable pour la gestion de la pollution (Abdelfattah et al., 2023).

L'utilisation des eaux usées pour cultiver des microalgues réduit le besoin d'engrais

chimiques, limitant ainsi I'impact environnemental. Cette approche "zéro déchet" permet a la

fois de traiter les effluents et de produire de la biomasse pour des biocarburants durables

(Abdelfattah et al., 2023). En plus d'éliminer les polluants, les microalgues capturent le CO2

lors de la photosynthése, contribuant ainsi a la réduction des gaz a effet de serre et a la lutte

contre le changement climatique (lakovidou et al., 2024).
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Figure 15 : Les microalgues marines comme centre de la perspective déchet-a-valeur et de I'économie circulaire
(Diankristanti & Ng, 2024).

4.1 Types de Microalgues et leurs Polluants Ciblés

Les microalgues absorbent et accumulent efficacement les polluants grace a leur grande
surface et leurs mécanismes d’absorption. Elles séquestrent et dégradent les métaux lourds,
hydrocarbures, pesticides et résidus pharmaceutiques par des processus enzymatiques,

contribuant ainsi a la dépollution des milieux aquatiques et terrestres (Barra & Greco, 2023).

Voici quelques exemples de microalgues utilisées avec succes dans la phytoremédiation

et leur polluants ciblés :

Tableau 2 : exemple de microalgues utilisées dans la phytoremédiation et leur polluants ciblés

Microalgue Polluants Reference
Chlorella spp. Métaux lourds (plomb, cadmium, (El-Sheekh et al., 2025;
mercure), azote, phosphore, Kundu et al., 2024)

polluants organiques, colorants.

Spirulina Métaux lourds (arsenic, plomb), (EI-Sheekh et al., 2025;

(Arthrospira spp.) polluants organiques, pesticides, Webster et al., 2024)
colorants.

Scenedesmus spp. Azote, phosphore, ammoniac, (El-Sheeknh et al., 2025;
métaux lourds (chrome, arsenic), Webster et al., 2024)
pesticides, colorants.

Haematococcus Azote, phosphore, dioxyde de (Liu & Yildiz, 2019)

Pluvialis carbone

32



Chapitre 03 La bioremédiation

Phaeodactylum Polluants  organiques, nitrates, (Webster et al., 2024)

tricornutum phosphates, fer (Fe), fluor (F),
pesticides, métaux lourds.
Nannochloropsis Métaux lourds, en particulier le (Webster et al., 2024)
Oceanica plomb (Pb).
Chlamydomonas spp. Métaux lourds, plastiques, polluants (Webster et al., 2024)

chimiques, y compris les colorants
chimiques, les pesticides et méme le
cyanure hautement toxique.

4.2 Mécanisme of bioremédiation

4.2.1 Bioaugmentation

Un programme de biorestauration réussi exige habituellement I’application de stratégies
adaptées aux conditions environnementales particuliéres du site contaminé. Les options les plus
couramment utilisées pour la bioaugmentation sont : 1’ajout d’une souche bactérienne pure pré-
adaptée; I’ajout d’un consortium pré-adapté ; I’introduction de bactéries génétiquement
modifiées; et ajout de genes pertinents pour la biodégradation emballés dans un vecteur a

transférer par conjugaison dans des micro-organismes indigénes ( Tyagi et al., 2011).

La bioaugmentation est la méthode d’application de micro-organismes sauvages ou
génétiquement modifiés, autochtones ou allochtones, sur des sites pollués de déchets dangereux

afin d’accélérer I’¢élimination des composés indésirables (Goswami et al., 2018).

Cette approche vise a accroitre le degré ou la vitesse de dégradation des polluants
complexes en y ajoutant des microorganismes qui dégradent les polluants. Améliorer le
microbiote d’un site contaminé non seulement améliorera 1’élimination des polluants du site
particulier, mais aussi en méme temps augmentera la capacité génétique du site désiré. Par
conséquent, la bioaugmentation correspond a une augmentation du pool de genes et, ainsi, a la
diversité génétique du site. En principe, cette diversité génétique pourrait étre Augmentation de

la diversité microbienne (Goswami et al., 2018).
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Figure 16 : Le schéma pictural de la bioaugmentation (Goswami et al., 2018).
4.2.2 Biostimulation

La biostimulation est une technique d'assainissement tres efficace, rentable et
respectueuse de l'environnement. La biostimulation fait référence a l'ajout de nutriments
limitant la vitesse, tels que le phosphore, l'azote, I'oxygeéne et les donneurs d'électrons, a des
sites gravement pollués afin de stimuler les bactéries existantes pour qu'elles dégradent les

contaminants dangereux et toxiques (Goswami et al., 2018).

Dans la biostimulation, les micro-organismes indigénes sont stimulés pour se
développer par 1'ajout de facteurs de croissance tels que des nutriments comme le phosphore et
l'azote. Parfois, il n'est pas possible de procéder a une dépollution efficace par les micro-
organismes indigénes dans des circonstances normales ; il faut donc les stimuler en ajoutant des
nutriments, de 1'0O> ou d'autres agents oxydants. Les agents stimulants sont généralement
appliqués sous terre au moyen de puits d’injection. Dans la plupart des systémes cotiers
fortement contaminés par les hydrocarbures, la disponibilité des nutriments est le facteur
limitant de la biodégradation. Cette méthode présente le principal avantage d’impliquer des
micro-organismes autochtones qui sont bien adaptés et distribués dans l'environnement (da

Silva et al., 2020).
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Figure 17 : Le schéma pictural de la biostimulation (Goswami et al., 2018).

Les différences entre ces deux techniques, notamment en ce qui concerne l'ajout
d'especes sélectionnées et la présence de microorganismes indigeénes. Il est également important
de considérer que, bien que la bioaugmentation et la biostimulation soient classées comme des
stratégies de bioremédiation in situ, elles peuvent toutes deux étre appliquées ex situ (da Silva

et al., 2020).

4.2.3 Biosorption

L'adsorption comprend tous les processus impliquant une interaction physique ou
chimique entre la surface d'un matériau solide (adsorbant) et le polluant (adsorbat) ; la
biosorption est une sous-catégorie de l'adsorption et peut étre simplement définie comme
I'élimination de substances de la solution par un matériau biologique (vivant ou mort). C'est une
propriété de la biomasse vivante et morte de lier et de concentrer abiotiquement les composés.
En plus d'étre un processus efficace et peu cotiteux, la biosorption offre des avantages par
rapport aux processus conventionnels et évite l'utilisation de produits chimiques, a savoir

l'apport de nutriments (Silva et al., 2019).

Les parois cellulaires des algues présentent quelques variations dans leur structure. Les
principaux groupes présents sont les suivants : amino, amine, hydroxyle, imidazole, phosphate
et sulfate. Cette disponibilité de groupes fonctionnels minimise les problémes de sélectivité et
permet d'atteindre plus facilement une efficacité ¢élevée d'¢limination. Par exemple, Navarro et

al ont proposé la formation de liaisons hydrogéne comme principal mécanisme d'élimination

35



Chapitre 03 La bioremédiation

du sulfaméthoxazole et du sulfacétamide par les algues marines Lessonia nigrescens Bory et

Macrocystis integrifolia Bory (Silva et al., 2019).

® o
LN ?
o ©

Contaminants Biosorbant Biosorption

Diffusion —m8 ——

Figure 18: schéma général de processus de biosorption
4.2.4 Bioaccumulation

Est considérée comme un processus actif et la biomasse vivante est utilisée dans ce
processus pour détoxifier les déchets. Dans ce processus, la biomasse absorbe les substances a
travers les surfaces et les nutriments. Les composés sont ensuite accumulés ou métabolisés
selon le type de biomasse. Elle peut également étre définie comme le processus par lequel les
polluants organiques et inorganiques, c'est-a-dire les métaux lourds et les pesticides, les nitrates,
les sulfates, les phosphates sont transférés a l'intérieur des cellules de 1'organisme vivant et sont
ensuite absorbés par les organismes vivants. Le processus de bioaccumulation est caractérisé
par le facteur de bioconcentration qui est le rapport entre la concentration d'un polluant dans

'adsorbant et la concentration dans le milieu (Mustafa et al., 2021).
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Chapitre 01 Matériel et méthodes

1 Période et lieu de stage
Notre ¢étude expérimentale a été réaliser au niveau de laboratoire pédagogique de
biologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1’Université Dr « Yahia Fares »

a Médéa, durant la période s’étalant entre le mois de février et le mois d’avril 2025.

2 Milieu de culture

Le milieu de culture de Zarrouk, largement utilisé pour la culture de A. platensis
(spiruline). Le protocole standard de préparation de milieu a été suivi avec quelques
modification inspirés de Ainas et al., (2017) est préparé en dissolvant une série de sels minéraux
dans I’eau distillée pour fournir les nutriments nécessaires a la croissance optimale de la
microalgue. Les composants sont soigneusement pesés et ajoutés progressivement dans environ
1L d’eau distillée sous agitation continue afin d’assurer une dissolution compléte avant 1’ajout
du composé suivant. Le tableau ci-dessous présente les différents composants et leurs

concentrations respectives

Tableau 3 : Composition de milieu de culture Zerrouk

Composants Formule chimique Quantités (g/L)
Bicarbonate de sodium NaHCO3 13,61
Carbonate de sodium Na2.COs 4,03
Phosphate dipotassique K2HPO4 0,5
Nitrate de sodium NaNO3 2,50
Sulfate de potassium K2SO4 1
Chlorure de sodium Nacl 1
Sulfate de magnésium MgS04.7H20 0.20
heptahydraté
Chlorure de calcium CaCl,.2H.0 0,04
dihydraté
Sulfate de fer heptahydraté FeSQO4.7H20 0,01

Apres dissolution compléte des composants, on ajoute de 1’eau distillée jusqu’a obtenir
un volume final de 5 litres. Le ph du milieu a été ajusté a une valeur optimale généralement

autour de 9-10 a I’aide d’une solution de NaOH ou HCL diluée, afin de reproduire les conditions
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alcalines naturelles favorisant la croissance d’Arthrospira. Une fois le ph stabilisé, un volume

de 5 ml de solution A5 a été ajoutée pour compléter la formulation en oligo-¢éléments essentiels.

Tableau 4 : Composition de la solution A5

Composants Formule chimique Quantites (g/L)
Acide borique H3BO3 2,86
Chlorure de manganése MnCl; 1,86
Sulfate de zinc ZnS0Oq4 0,22
Molybdate de sodium Na:MoOg4 0,39
Sulfate de cuivre CuSOq4 0,08
Nitrate de cobalt Co (NOg)2 0,05

Le milieu ainsi préparé a été stérilisé par autoclavage lorsque nécessaire, puis distribué

en conditions aseptiques dans les flacons ou bioréacteurs destinés a la culture de la spiruline.

3 Choix de polluant (AINS)

Le diclofénac, appelé DFN, a été choisi comme polluant modele en raison de son utilisation
répandue dans le domaine pharmaceutique, notamment en tant qu'un anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS), et de sa présence fréquente dans les environnements aquatiques et les eaux
usees. On sait que ce composé peut avoir des effets toxiques sur les organismes aquatiques,
méme a de faibles concentrations. Donc Pour étudier les effets de la pollution, des
concentrations de DFN allant de 0 & 100 mg. L ont éte utilisées. Ces niveaux représentent une
gamme allant de faible a élever de contamination. L'objectif est d'analyser la réaction d'A.
platensis face au contaminant et de déterminer sa capacité de tolérance en fonction de I'intensité

de I'exposition.

4 Cyanobactéries et conditions de culture

A. platensis, une cyanobactérie filamenteuse d’un grand intérét biotechnologique, a été
isolée de I’ Association Sahara Spiruline (Tamanrasset, Algérie). La culture a été réalisée dans
des conditions stériles sur un milieu de Zarrouk. Les cultures ont été maintenues dans des
conditions aseptiques a une température de 32 + 2 °C, avec un éclairage fourni par des lampes
fluorescentes TORCH® a 3000 lux, suivant un cycle photopériodique de 12 h de lumiére/12 h

d'obscurité. Le milieu a été transféré dans un volume de 100 mL dans des flacons Erlenmeyer
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stériles de 250 ml. Le pH a été soigneusement régulé et maintenu a 9,5 + 0,02 a I’aide de NaOH
ou de HCI. Une culture de départ a été cultivée a température ambiante jusqu’a atteindre une
densité de biomasse de 0,5 g/L avant le traitement expérimental, afin d’assurer un inoculum
uniforme pour toutes les répétitions expérimentales. Une aération constante a I’air filtré a été
assurée pour permettre un mélange homogeéne et un échange gazeux efficace, favorisant ainsi

une croissance vigoureuse des algues durant toute la phase de développement.

5 Essais écotoxicologiques

Dans la presente étude, les effets toxiques du diclofénac (DFN) sur A. platensis ont été
explorés a I’aide d’un essai d’exposition a court terme. Les cultures en phase de croissance
active ont été exposées a cing concentrations distinctes de DFN (0 a 100 mg. L™). Des
concentrations environnementalement pertinentes ont induit des effets significatifs sur la
croissance algale (...). Une solution mere de DFN a été préparée fraichement avec du milieu de
Zarrouk stérile pour garantir une dissolution compléte. Avant 1’essai principal, des tests
exploratoires ont été réalisés afin de déterminer les limites de concentration adaptées a A.
platensis, en évitant un stress excessif ou une inhibition totale de la croissance. Chaque
concentration a été testée en triplicat, accompagnée d’un groupe témoin n’ayant recu aucun
traitement au DFN. Pendant toute la période d’exposition de 7 jours, toutes les cultures ont été
incubées dans les conditions standards de température, de lumiere et d’aération décrites
précédemment. L’agitation manuelle a ¢été installée trois fois par jour pour garantir
I’homogénéisation. Les flacons utilisés étaient munis de couvercles perforés, Pour permettre
une ventilation suffisante et 1’échange de dioxyde de carbone ; toute I’expérience a été
réguliérement évaluee pour surveiller la croissance et les changements physiologiques en
réponse aux traitements. A la fin de I’expérience, des échantillons ont été prélevés pour évaluer
les altérations induites par le DFN sur la biomasse algale, les niveaux de pigments, les
marqueurs de stress oxydatif, 1’activité des enzymes antioxydantes et la composition en

biocomposants.
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Préparation de milieu de culture

Zarrouk pour culture d’A4.platesnsis

l

Traitement au DFN a des concentrations
varient de 0 mg. L+*a 100 mg. L

l

Suivie de la croissance par mesure de la
—

densité optique a 618 nm pendant 7
jours

i

[ Préparation des extraits enzymatiques ]

Au 7°™ jours une analyse
morphologique d’A.platesnsis

par cycle congélation/décongélation

l o Chlorophylle a
Dosage des pigments
[ photosynthétiques o Chlorophylle b
l o Caroténoides
o Protéines
[Quantlﬁcatlon des macromolecules] o Lipides
l o Carbohydrates
Evaluation de systéme de défense
antioxydant et du stress oxydatif
Systeme de défense antioxydant Stress oxydatif
. = Peroxydation lipidique
= L’activité de Catalase CAT (dosage du MDA)
* L’activité du peroxydase POD = Dosage de la peroxydase
= L’activité de ’ascorbate peroxydase APX d’hydrogene (H202)

= [’activité du Glutathion S-transférase GST

Figure 19 : Organisation expérimentale de I'étude
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6 Evaluation de la croissance et de la biomasse cellulaire

Pour évaluer I’impact de I’exposition d’4. platensis a différentes concentrations de DFN.
La croissance de cyanobactérie a été enregistrée en mesurant I'absorbance de la suspension
cellulaire a 618 nm tout au long les 07 jours d’exposition, en utilisant le spectrophotometre UV-
vis. Les valeurs d’absorbance obtenues ont ensuite été converties en concentration de biomasse
séche (g/L) en utilisant une courbe d’étalonnage préalablement établie, décrite par 1’équation

suivante :
Y=111.1x + 0,0637

Ou : Y correspond a I’DOg1s mesurée et X représente la biomasse seche (g/L).

7 Analyse de la morphologie cellulaire

La morphologie cellulaire d 4. platensis a été examiné dans le 7éme jour de I’exposition a
I’aide d’un microscope, afin d’évaluer I’impact potentiel de I’exposition au DFN sur 1’intégrité
et la structure des filaments. On dépose sur une lame porte-objet une goutte de culture de la
souche A. platensis a examiner, cette goutte est recouverte d’une lame couvre-objet. La
préparation est examinée a 1’objectif & immersion (100x), aprés dépdt d’une goutte d’huile a

immersion.

8 Extraction et estimation des pigments photosynthétiques

8.1 Extraction des chlorophylle (a, b) et des caroténoides

Réactifs
. Acétone 80%
Protocole

L’extraction des chlorophylle (a, b) et des caroténoides a été réalisée en suivant une
procédure selon la méthode décrite par (Wang et al., 2020) Un volume de 1 ml de chaque culture
de spiruline a été prélevé puis centrifugé a 12000 rpm pendant 10 min a 4°C pour séparer les
cellules de surnageant. Les culots obtenus ont été remis en suspension dans 1 ml d’eau distillée
pour favoriser I’hydratation des cellules avant d’étre soumis a un cycle alterné de congélation
(4 heures) et de décongélation, répété de fagon continue pendant toute une nuit afin d’améliorer
la rupture des cellules et faciliter I’extraction des pigments. Apres ce traitement, les culots ont
¢été resuspendus dans 1 ml d’acétone a 80% a été préparée en mélangeant 80 ml d’acétone pure
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avec 20 ml d’eau ultra pure afin d’obtenir un volume final de 100 ml, suivis d’un broyage
mécanique complet afin d’assurer une extraction maximale des pigments. La suspension
obtenue a ¢été soumise a une nouvelle centrifugation a 12000 rpm pendant 10 min a 4°C.
L’absorbance de surnageant a ¢été mesurée a ’aide d’un spectrophotométre UV-vis aux
longueurs d’onde spécifiques suivantes : 470 nm, 645 nm et 663 nm, correspondant
respectivement aux caroténoides, a la chlorophylle b et a la chlorophylle a en utilisant 1’acide

acétone comme standard.

Les teneurs en chlorophylle (Chl a et b) et en caroténoides étaient estimé a 1’aide de

I’équation de (Lichtenthaler, 1987):

e Chla (ug/ml) =12, 25 (Ass3) — 2, 79 (Asss)
e Chl b (ug/ml) =21, 50 (Aess) — 5, 10 (Ass3)
e Car (ug/ml) = [(1000 (A470) — 1, 82 (Chl a) —85, 02 (Chl b)] /198

9 Analyse des paramétres biochimiques d’A. Platensis

9.1 Evaluation des macromolécules biochimiques

9.1.1 Estimation de la teneur en protéines

Réactifs

e Hydroxyde de sodium (NaOH)

e Bleu de Coomassie brillant
Protocole

La procédure employée pour I’extraction des protéines est similaire a celle décrite par
(Bradford, 1976). Un volume de 1.5 ml de suspension de microalgues a été prélevés et
centrifugés a 12000 tr/min, a 4°C pendant 10 minutes. Apres avoir éliminé le surnageant (EPS),
les pellets algaux ont €té extraits pendant la nuit en utilisant 1 ml de NaOH 2M a 4 °C. Apres
une deuxieme centrifugation, 1 ml de surnageant a été transféré dans un tube a essai. Ensuite
1,5 ml de réactif bleu de Coomassie brillant y a été ajouté, puis le mélange a été laissé pendant
2 minutes dans l'obscurit¢ a température ambiante. Aprés homogénéisation au vortex,
'absorbance a été mesurée a 595 nm. Le bleu de Coomassie brillant a été utilisé comme standard

pour déterminer la teneur totale en protéines.
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9.1.2 Extraction des lipides

Réactifs

e Acide sulfurique concentré (H2SO4)

e Réactif phosphovanilline
Protocole

L’estimation de la teneur en lipides cellulaires a été réalisée en suivant le protocole
adapté de (Mishra et al., 2014). Les cellules algales ont été collectées par centrifugation 12000
rpm pendant 10 min a 4°C et resuspendus dans un volume connu d’eau distillée. Un aliquote
de 1 ml de I’échantillon algal (le culot) a été mélangé avec 2 ml d’acide sulfurique concentré,
puis soumis a un bain-marie bouillant pendant 2 heures. Aprés refroidissement, 5 ml du réactif
phosphovanilline a été préparé en dissolvant 0,6 g de vanilline dans 10 ml d’éthanol absolu. La
solution obtenue a ensuite ét¢ complétée a 100 ml avec de 1’eau distillée, puis mélangée avec
400 ml d’acide phosphorique concentré, ont été ajoutés, et le mélange a été incubé a 37°C
pendant 15 minutes. L’absorbance a ensuite ét¢é mesurée a 530 nm en utilisant le

phosphovanilline comme standard.

9.1.3 Estimation de la teneur en carbohydrates

Réactifs
e Acide sulfurique (H2S0a)
Protocole

La procédure de la méthode acide sulfurique-UV proposeée est la suivante (Dubois et al.,
1956). Un volume de 5 ml de suspension de microalgues a été prélevés et centrifugés a 6000
tr/min pendant 10 minutes. Apres avoir éliminé le surnageant (EPS), les pellets algaux ont été
récupérés dans des tubes a essai, 1 ml d’eau distillé y ont été ajoutés, puis met dans un bain-
marie a 95°C pendant 1 heure et laissé refroidies a température ambiante. Aprés une deuxieme
centrifugation 1.5 ml d’acide sulfurique a été ajouté au surnageant et vortexée pendant 30 s.
L’ajout d’acide sulfurique provoque une élévation rapide de la température du mélange (en 10
a 15 s). Celui-ci est alors été laissé a refroidir. Enfin, I’absorption de la lumiére UV a 315 nm
est lue a I’aide d’un spectrophotometre UV avec I'utilisation de I’acide sulfurique comme un

standard pour la détermination de la teneur en carbohydrate.
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10 Estimation du systéme de défense des antioxydants enzymatiques et

controle du stress oxydatif

Les cellules d’A. platensis ont été récoltées par centrifugation a 6000 g pendant 15
minutes, puis resuspendus dans 3 ml de tampon phosphate (50 mM, pH 7,0). Afin de
provoquer la lyse cellulaire et libérer les enzymes intracellulaires, les échantillons ont été
soumis a un cycle de congélation/décongélation a 4 °C, en remplacement de 1’étape
classique de sonication. Par la suite, une seconde centrifugation a été effectuée (12000 rpm,
10 minutes, 4 °C) pour ¢éliminer les débris cellulaires. Le surnageant obtenu a été utilisé

pour la détermination des activités enzymatiques.
10.1 Peroxydation lipidique (dosage du MDA)
Réactifs

e Tampon phosphate (50mM)

e Acide thiobarbiturique (TBA 0,1%)
e Acide trichloracétique (TCA 20%)

Protocole

La peroxydation lipidique a été évaluée par dosage du malondialdéhyde (MDA), a partir
du protocole de (Heath’ And & Packer, 1968). Pour cela, un volume de 500 pl du surnageant a
été préleve et mélangé a 2 ml de réactif TBA (0.1%dans TCA 20%). Le mélange a ensuite été
chauffé¢ au bain-marie a 95°C pendant 45 minutes, puis refroidi dans la glace. Apres
refroidissement, une centrifugation a été réalisée a 4°C pendant 10 min. I’absorbance de la
solution finale a été mesurée a 532 nm et a 600 nm, en utilisant le réactifs TBA /TCA comme

standard.

10.2 Dosage du peroxyde d’hydrogene (H20:)

Réactifs

e Tampon phosphate (50 mM)
e Solution de phosphate i0dé (KI)

41



Chapitre 01 Matériel et méthodes

Protocole

Pour la quantification du H>O» selon la méthode de (Velikova et al., 2000). Un volume
de 100 pl du surnageant obtenu ont été mélangés avec 1,5 ml de tampon phosphate buffer avec
1 ml de potassium iodide qui a été préparée en dissolvant 16,60 g de KI dans 100 ml de 1’eau
ultra pure. La réaction a permis le développement d’une coloration jaune, indicatrice de la
présence de H>O,. L’absorbance de la solution finale a ét¢ mesurée a 390 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV-vis, en utilisant le phosphate de potassium et phosphate iodé comme

standard.

10.3 Activité de I'ascorbate peroxydase (APX)

L'activité de 1'APX a été estimée en surveillant la diminution de l'absorbance de

l'ascorbate a 290 nm (Nakano & Asada, 1981).

Réactifs :

e Tampon Phosphate (50 mM, pH 7).

e Acide ascorbique (0.5 mM).

e Peroxyde d’hydrogene (H202) (0.1m M).
Procédure :

Le mélange réactionnel préparé contenait 1.8 ml de tampon phosphate (pH 7,0), 0.02 ml
d’ascorbate (0.5 mM), 0.1 ml de H,O> (0.1 mM) et 0.1 ml de I’extrait enzymatique.
L’absorbance de chaque échantillon a été enregistrée a 290 nm a l'aide du spectrophotometre

UV-Visible.

10.4 Estimation de l'activité peroxydase (POD)

La détermination de 1’activité du POD a été adoptée par la méthode décrit par (Kar &

Mishra, 1976).
Réactifs :

e Pyrogallol (0.1 mM)

e HO;(12.3 mM)

e Tampon phosphate (50 Mm)
e H>S04(2.5N)
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Procédure :

Le dosage enzymatique a été effectué¢ dans un mélange réactionnel contenant 0.5 ml de
pyrogallol (0.1 mM), 0.5 ml de H2O», 1.9 ml de Tampon phosphate (50 Mm) et 0.5 ml de
I’extrait enzymatique. Apres incubation a 25°C pendant 5 min, 1 ml de HoSO4 (2.5 N) a été
ajouté au mélange pour arréter la réaction. L'absorbance de la solution a été prise a 420 nm par

Spectrophotomeétre UV-VIS.

10.5 Estimation de P’activité de catalase (CAT)

Réactifs :

e Tampon phosphate (50 mM, pH 7).
e H>O; (45 mM)

Procédure :

L'activit¢ CAT a ¢été déterminée en termes de diminution de l'absorbance due a la
décomposition de H>O; selon la méthode de (Hugo Aebi, 1984) Le mélange réactionnel préparé
contenait 2.8 ml de Tampon phosphate (50 mM, pH 7), 0.1 ml de H>O> (45 mM) et 0.5 ml de
I’extrait enzymatique. L'absorbance de chaque échantillon a été enregistrée a 240 nm en

utilisant un spectrophotometre UV-Visible.

10.6 Analyse de Glutathionne-S-transférase (GST)

Réactifs

e 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB)
e Tampon phosphate (50mM)
e  Glutathion réduit (GSH)

Protocole

L’activité de la glutathion S-transférase (GST) a été déterminée en utilisant le 1-chloro-
2,4-dinitrobenzeéne (CDNB) comme substrat, conformément a la méthode de (Habig & Jakoby,
1981). La solution de CDNB a ¢été préparée en dissolvant 0,3 g de CDNB dans 25 ml d’éthanol.
Le mélange réactionnel final était composé de 300 uL. de CDNB, 300 pL de glutathion réduit
(GSH) préparé en dissolvant 0,3g dans 25 ml DDW, 2 300 pL de tampon phosphate (50 mM,

pH 6,5) et 100 puL d'extrait enzymatique. L’augmentation de I’absorbance, correspondant a la
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formation du complexe conjugu¢é GSH-CDNB, a ét¢ mesurée a 340 nm a ’aide d’un

spectrophotomeétre UV-vis, en utilisant DDW comme un standard.

11 Analyse statistique

Une analyse de la variance a un seul facteur (ANOVA) a été utilisée pour comparer
l'effet des différents traitements sur les parameétres mesurés. Les analyses statistiques ont été
effectuées a l'aide du logiciel IBM SPSS Statistics (version 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + écart-type (ET). Les comparaisons post-
hoc ont été réalisées a I’aide du test de Tukey avec un seuil de signification de P < 0,05. Les
cartes de corrélation de Pearson ont été réalisées a I’aide du logiciel Origin (OriginLab, 2021)
et du logiciel GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) pour la

visualisation des données.

12 Etudes de Docking moléculaire

Pour étudier l'interaction entre le diclofénac sodique et les principales enzymes
antioxydantes, nous avons suivi la méthodologie de docking décrite par (Ainas et al., 2025).
Les structures tridimensionnelles de l'ascorbate peroxydase (APX ; PDB ID : 10AQG), la
glutathion peroxydase (GPX ; PDB ID : 2P5Q), la glutathion S-transférase (GST ; PDB ID :
IGNW) et la peroxydase (POD ; PDB ID : 1PA2) ont été extraites de la Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/, consultée le 11 aolit 2024). Avant l'ancrage, toutes les molécules
inutiles, telles que les ligands et 1'eau, ont été éliminées a I'aide de BIOVIA Discovery Studio

Visualiser 2020, et les structures protéiques purifiées ont été stockées au format PDB.

La structure 3D du diclofénac sodique (PubChem CID : 5018304) a été¢ téléchargée
depuis PubChem au format SDF et convertie au format PDB a l'aide du méme logiciel.
L'ancrage moléculaire a été réalisé a I'aide d'Auto-Dock Vina 1.1.2, en ciblant I'ensemble de la
surface protéique afin de permettre une exploration complete des liaisons. L'ancrage a été
effectué¢ avec une valeur d'exhaustivité de 8 afin de garantir un échantillonnage complet. La
flexibilité du ligand a été activée et 1'algorithme Monte Carlo a été appliqué via l'interface de
ligne de commande afin d'améliorer I'efficacité des calculs. Les poses d'ancrage obtenues ont
été exportées sous forme de fichiers PDBQT, accompagnées de fichiers journaux détaillés
résumant les affinités de liaison. Les meilleurs modes de liaison ont été sélectionnés en fonction
de I'énergie de liaison et des profils d'interaction, puis visualisés et analysés a I'aide de BIOVIA
Discovery Studio Visualiser (Ainas et al., 2025)
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1 Effet du diclofénac sur la Morphologie de spiruline

Les observations microscopiques de A. platensis exposée a différentes concentrations
de diclofénac pendant 7 jours n’ont pas révélé de différences morphologiques trés marquées
entre les conditions. Toutefois, une tendance générale peut étre observée : les filaments du
témoin conservent une structure spiralée réguliére et une coloration verte homogene. Les
structures spiralées typiques sont maintenues jusqu’a 40 mg. L', A partir de 60 mg. L', des
signes de désorganisation filamentaire, de réduction de la pigmentation et de possibles
dégradations morphologiques sont observés, indiquant un stress croissant avec 1’augmentation

de la concentration en DFN.
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Figure 20 : Effet de différentes concentrations de diclofénac sur la morphologie d’Arthrospira platensis aprés 7
jours d'exposition (A) Témoin, (B) 40 mg. L™t de DFN, (C) 60 mg. L%, (D) 80 mg. L%, (E) 100 mg. L.

2 Effet du diclofénac sur la croissance de A. platesnsis

La croissance de A. platensis a varié en fonction des différentes concentrations de DFN,
allant de 0 a 100 mg. L. Tant le groupe témoin que les groupes traités ont montré une
augmentation progressive de la biomasse pendant les 7 jours d’exposition. Cependant, le

diclofénac a eu un effet néfaste sur I’accumulation de biomasse, qui dépendait a la fois de la
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concentration et de la durée d’exposition (Fig. 21A). Dés le premier jour, le pourcentage de
biomasse des cultures traitées variait de 3,7 % a 0,7 %, ce qui était comparable au témoin. Ainsi,
bien que la densité cellulaire de A. platensis ait augmenté au fil du temps, la croissance était
réduite a des niveaux élevés de DFN. Des diminutions significatives ont été observées a partir
du troisiéme jour, en particulier a des concentrations de 40 mg. L™ ou plus. Au septiéme jour,
la rétention de biomasse est tombée a 10,76 %, 16,28 %, 18,7 %, 20,11 % et 25,06 % pour des
concentrations respectives de 20, 40, 60, 80 et 100 mg. L' (Fig. 21A). Ces résultats indiquent
que la production de biomasse est significativement inhibée par une exposition prolongée au

diclofénac, avec des effets inhibiteurs d’autant plus marqués que la concentration est élevée.

L’exposition au diclofénac a entrainé une augmentation progressive du taux d’inhibition
de croissance de A. platensis sur la période de 7 jours. Durant les deux premiers jours,
I’inhibition était minimale (1 a4 4 %) pour toutes les concentrations (Fig. 21B). A partir du
troisiéme jour, les taux d’inhibition ont commencé a augmenter, en particulier a fortes
concentrations. Au septieéme jour, I’inhibition atteignait respectivement 10,76 %, 16,28 %, 18,7
%, 20,11 % et 25,06 % pour des concentrations de 20, 40, 60, 80 et 100 mg. L™'. Ces résultats
confirment une suppression de la croissance dépendante du temps et de la dose sous stress au
diclofénac (Fig. 21B).
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Figure 21 : Effet du diclofénac (DFN) sur la croissance d’Arthrospira platensis en termes de (a) biomasse et (b)
taux d'inhibition au cours des 7 jours de culture. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives selon
le test de Tukey au seuil de p <0,05.

3 Effet du diclofénac sur les pigments photosynthétiques

La composition en pigments photosynthétiques de A. platensis a été notablement
affectée par I’exposition au DFN. Comparé au groupe non traité, la teneur en chlorophylle a a
montré une diminution claire dépendante de la concentration, avec des réductions de 18,36 %,
23,33 %, 30,26 %, 47,25 % et 39,57 % aux concentrations de 20, 40, 60, 80 et 100 mg. L!
respectivement (Fig. 22A). Les niveaux de chlorophylle b ont suivi une tendance similaire a la
baisse, avec des réductions de 11,32 %, 28,05 %, 23,21 %, 45,27 % et 40,24 % aux mémes
concentrations (Fig. 22B). A de faibles concentrations de DFN (20 et 40 mg. L), une
augmentation significative de la teneur en caroténoides a été observée, atteignant 200 % par
rapport au témoin. En revanche, a des concentrations plus élevées (60, 80 et 100 mg. L),
aucune différence statistiquement significative n’a été observée comparée au controle. Ces
résultats suggerent que de faibles doses de DFN peuvent stimuler 1’accumulation de
caroténoides en tant que mécanisme de protection, mais cette réponse semble limitée a des
doses plus élevées (Fig. 22C). Pris ensemble, ces résultats montrent que le DFN perturbe
I'appareil photosynthétique de A. platensis, en particulier par la réduction des niveaux de
chlorophylles, tandis que les caroténoides peuvent étre régulés a la hausse comme mécanisme
photoprotecteurs ou de réponse au stress.
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Figure 22: Effet du diclofénac (DFN) sur les teneurs en (a) chlorophylle a, (b) chlorophylle b et (c) caroténoides
chez Arthrospira platensis. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives selon le test de Tukey au
seuil de p < 0,05.

4 Effet du diclofénac sur les biocomposants primaires

La concentration en protéines, lipides et glucides de A. platensis a également été
mesurée afin d’évaluer I’impact de I’exposition au DFN sur la composition macromoléculaire.
La teneur en protéines a montré une augmentation dépendante de la dose, avec des hausses de
12,09 %, 6,93 %, 11,75 %, 16,3 % et 19,95 % aux concentrations de 20, 40, 60, 80 et 100 mg.
L respectivement (Fig. 23A). En revanche, la teneur en lipides a diminué de maniére
progressive avec 1’augmentation de la concentration de DFN, avec des réductions de 29 %,
32,25 %, 33,7 %, 31,88 % et 33,7 % aux mémes concentrations (Fig. 23B). Ces résultats
suggerent que l’exposition au diclofénac entraine des modifications significatives de la
composition macromoléculaire (réserves énergétiques) de A. platensis, avec une augmentation
de la teneur en protéines mais une diminution marquée des niveaux de lipides et de glucides,

en particulier & des concentrations élevées.
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Figure 23: Effet du diclofénac (DFN) sur les teneurs en (A) protéines, (B) lipides et (C) carbohydrates chez
Arthrospira platensis. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives selon le test de Tukey au seuil
de p <0,05.
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5 Effet du diclofénac sur les biomarqueurs oxydatifs

Les niveaux de MDA et d’H20: ont également été mesurés afin d’évaluer I’ampleur du
stress oxydatif induit par le DFN chez A. platensis. Le MDA, marqueur de la peroxydation
lipidique, a montré une augmentation dépendante de la dose, avec des hausses de 44,97 %,
46,06 %, 64,04 %, 80,89 % et 60,67 % aux concentrations de 20, 40, 60, 80 et 100 mg. L™
respectivement (Fig. 24A). En revanche, les niveaux de H.0O: ont présenté une réponse plus
complexe. A 20 mg. L, la concentration de H.0. a diminué¢ de 7%, tandis qu’a des
concentrations plus élevées, elle a progressivement augmenté de 41,37 %, 65,51 %, 78,16 % et
112,64 % aux concentrations de 40, 60, 80 et 100 mg. L' respectivement (Fig. 24B). Ces
résultats suggeérent que 1I’exposition au diclofénac induit une augmentation du stress oxydatif
chez A. platensis, comme en témoignent les niveaux élevés de MDA et de H20:, avec des effets

plus prononcés aux concentrations les plus éleveées.
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Figure 24: Effet du diclofénac (DFN) sur les teneurs en (A) peroxyde d'hydrogene (H.O:) et (B)
malondialdéhyde (MDA) chez Arthrospira platensis. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives
selon le test de Tukey au seuil de p <0,05.

6 Effet du diclofénac sur le system antioxydant

Les résultats ont montré que 1’exposition a des concentrations croissantes de DFN
affecte de maniére variable les activités des enzymes de défense antioxydante chez A. platensis.
L’activité de la catalase (CAT) a augmenté progressivement avec la concentration de DFN,
avec des hausses de 27,01 %, 28 %, 28,2 %, 37,4 % et 38 % aux concentrations de 20, 40, 60,
80 et 100 mg. L respectivement, comparativement au témoin (Fig. 25A). De maniére
différente, 1’ascorbate peroxydase (APX) a montré une réponse contrastée : une légére
augmentation de 1,23 % a 20 mg. L, suivie de réductions significatives de 18,6 %, 46,45 %,
51,23 % et 38,02 % aux concentrations supérieures (Fig. 25B). En revanche, I’activité de la
peroxydase (POD) a diminu¢ de 18,78 %, 11,51 %, 12,52 %, 17,11 % et 12,54 % pour les
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concentrations de 20, 40, 60, 80 et 100 mg. L' respectivement (Fig. 25C). Enfin, I’activité de
la glutathion S-transférase (GST) a également diminué, avec des baisses de 8,49 %, 34,44 %,
17 %, 17,56 % et 16,89 % aux mémes concentrations (Fig. 25D). Dans I’ensemble, ces données
indiguent que le DFN induit un stress oxydatif chez A. platensis, avec des effets variables sur
les voies enzymatiques de défense : il stimule I’activité de la catalase, tout en réduisant

progressivement celles de I’APX, de la POD et de la GST.
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Figure 25: Effet du diclofénac (DFN) sur les activités de (A) la catalase (CAT), (B) 'ascorbate peroxydase
(APX), (C) la peroxydase (POD) et (D) la glutathion S-transférase (GST) chez Arthrospira platensis. Les
astérisques (*) indiquent des différences significatives selon le test de Tukey au seuil de p < 0,05.

7 Analyse de corrélation

L'accumulation de biomasse de 4. platensis est fortement a raisonnablement corrélée
positivement avec l'ensemble des parametres mesurés, a l'exception de H20., MDA et des
protéines totales (Prt) (Fig. 26). De méme, le taux de chlorophylle est également, de maniére
surprenante a raisonnablement évidente, corrélé avec tous les parameétres évalués, sauf H-Ox,
MDA et Prt, ce qui souligne son role dans 1’accroissement de la production de biomasse. Fait
intéressant, le MDA et le H2O: sont inversement corrélés avec les caractéristiques de croissance,
ce qui indique leur role en tant que marqueurs de stress oxydatif et suggere qu’ils ne participent
pas directement au développement de la biomasse. Les enzymes antioxydantes telles que

I’ascorbate peroxydase et la catalase sont directement corrélées avec la concentration en
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biomasse, car elles réduisent les dommages oxydatifs et contribuent a I'homéostasie cellulaire

en conditions de phytotoxicité.
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Figure 26: Carte de corrélation de Pearson des parametres mesurés. La Cyanobactérie d'eau douce Arthrospira
platensis a été exposée a différentes concentrations de diclofénac (DFN) (0_100mg. L) pendant 7 jours. Chl a
(chlorophylle a) ; Chl b (chlorophylle b) ; Car (caroténoides) ; MDA (malondialdéhyde) ; H2O: (peroxyde
d’hydrogéne) ; CAT (catalase) ; GST (glutathion-S-transférase) ; APX (ascorbate peroxydase) ; POD
(peroxydase) ; protéines (Prt) ; glucides (Carb) et teneur en lipides (Lip).

8 Docking moléculaire

Une analyse de docking moléculaire a été réalisée afin de caractériser l'interaction du
diclofénac sodique avec les enzymes antioxydantes peroxydase ascorbate (APX) et peroxydase
glutathion (GPX), comme le montre la figure 27. Les panneaux (a) et (b) illustrent les
interactions de liaison tridimensionnelles et bidimensionnelles entre le diclofénac sodique et
I'APX, révélant une énergie de liaison de -8 kcal/mol, indicative d'une formation complexe forte
et stable. Le ligand a établi plusieurs interactions clés au sein du site actif de I'APX, notamment
une liaison hydrogeéne conventionnelle avec Ser173, des interactions pi-pi en forme de T avec
His163 et Trpl179, et des interactions pi-alkyle impliquant Alal68 et Arg38, ainsi qu'une
interaction donneur-donneur mineure et défavorable avec His169. En comparaison, les
panneaux (c) et (d) montrent le profil d'interaction du diclofénac sodique avec la GPX, ou une

énergie de liaison légerement plus faible de —6,4 kcal/mol a été observée. Dans la poche de
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liaison GPX, le diclofénac sodique a formé trois liaisons hydrogéne conventionnelles avec
Glu80, Gly82 et GIn86, soutenues par des interactions pi-pi empilées en T avec Phe90 et des
interactions pi-alkyle avec Lys43. Collectivement, ces résultats suggerent que le diclofénac
sodique présente une affinit¢ de liaison plus forte envers I'APX, principalement due aux
interactions pi-pi et aux liaisons hydrogene, tandis que son interaction avec la GPX est
principalement caractérisée par la formation de liaisons hydrogene, ce qui met en évidence des

différences dans les mécanismes de liaison et la sélectivité enzymatique potentielle.
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Figure 27: Représentation tridimensionnelles (a, ¢) et bidimensionnelles (b, d) de docking du diclofénac sodique
avec les enzymes APX (a, b) et GPX (c, d)
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De plus, la figure 28 illustre les interactions moléculaires de I'ancrage du diclofénac sodique
avec les enzymes glutathion S-transférase (GST) et peroxydase (POD), représentées par des
visualisations tridimensionnelles (a, ¢) et bidimensionnelles (b, d). Les panneaux (a) et (b)
montrent l'interaction avec la GST, ou le diclofénac se lie avec une énergie de liaison de -7,3
kcal/mol. La liaison est stabilisée par des liaisons hydrogéne conventionnelles avec Gly102 et
11e98, une liaison pi-pi en forme de T avec Phe65 et une interaction pi-alkyle avec Vall05. Les
panneaux (c) et (d) illustrent 1'ancrage du diclofénac avec la POD, présentant une énergie de
liaison plus forte de —8 kcal/mol. Ici, la molécule forme plusieurs interactions stabilisantes,
notamment des liaisons hydrogene avec Arg38, des interactions pi-pi en forme de T avec Phe41
et des contacts pi-alkyle avec Ala168, Pro139 et Leul65. Il convient de noter qu'une interaction
pi-soufre est observée avec Met282, ce qui suggére une force stabilisatrice supplémentaire.
Dans l'ensemble, le diclofénac sodique présente une légere augmentation affinité de liaison
envers la POD par rapport a la GST, due a un réseau plus riche d'interactions hydrophobes,

aromatiques et de liaisons hydrogene.
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Figure 28 : Représentations tridimensionnelles (a, ¢) et bidimensionnelles (b, d) de I'ancrage du diclofénac

sodique avec les enzymes GST (a, b) et POD (c, d).

L'analyse d'ancrage met en évidence la capacité¢ du diclofénac sodique a interagir

fortement avec plusieurs enzymes antioxydantes, suggérant un mécanisme large par lequel il

pourrait influencer la régulation du stress oxydatif. Malgré des variations dans les énergies de

liaison et les types d'interaction, une tendance commune a toutes les enzymes était I'implication

de liaisons hydrogéne et d'interactions aromatiques comme forces stabilisatrices principales. Il

est intéressant de noter que des interactions pi-soufre ont été observées uniquement dans le

complexe POD, tandis que de multiples interactions pi-pi caractérisaient la liaison avec I'APX

et la GST, indiquant que le diclofénac s'adapte son mode de liaison en fonction de
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l'environnement du site actif de I'enzyme. La gamme relativement étroite des énergies de liaison
entre 'APX, la GPX, la GST et la POD implique que le diclofénac n'a pas de préférence
exclusive pour un seul systéme antioxydant, mais plutdt une affinité modérée a forte pour
plusieurs d'entre eux, qui pourraient collectivement moduler 1'équilibre redox dans les systémes
biologiques. Dans I'ensemble, les résultats suggerent que le diclofénac sodique peut exercer des
effets pléiotropiques en ciblant simultanément plusieurs composants du mécanisme de défense

antioxydant.
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Le diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS), est I'un des produits
pharmaceutiques les plus fréquemment retrouvés dans les eaux de surface et les eaux usées. Il
est largement utilisé en médecine humaine et vétérinaire, et est devenu un polluant majeur des
eaux douces. Méme a faibles concentrations dans les environnements aquatiques, sa
persistance, sa bioaccumulation et sa toxicit¢ chronique envers les organismes non cibles en
font une préoccupation environnementale importante. Sa présence est principalement liée a sa
libération sous forme non dégradée et a son élimination insuffisante par les stations d’épuration
(Rani, 2024). Selon Sathishkumar et al.,(2020), le DFN exerce des effets nocifs tout au long
des chaines alimentaires, allant des organismes aquatiques jusqu’aux mammiferes.
Dans cette étude, nous avons exploré les effets de différentes concentrations de DFN sur A.
platensis, en analysant la croissance, les pigments photosynthétiques , I’induction du stress

oxydatif et le systéme antioxydant.

Selon les recherches actuelles, 4. platensis est soumise & un stress physiologique et
biochimique considérable causé par le DFN, un anti-inflammatoire non stéroidien couramment
utilisé. Bien que les cultures traitées et témoins aient initialement accumulé de la biomasse de
maniere similaire, une diminution significative de la croissance a été observée a partir du
troisieme jour, en particulier aux concentrations >40 mg. L'. La biomasse a fortement diminué
au septieme jour, ce qui indique que le DFN perturbe les processus de croissance cellulaire. Des
effets inhibiteurs similaires sur la croissance dus a des contaminants pharmaceutiques ont été
rapportés chez d’autres cyanobactéries et microalgues. Par exemple, Escapa et al., (2016) ont
rapporté que le diclofénac avait un effet négatif sur la croissance et 1’efficacité photosynthétique
de Chlorella sorokiniana et Chlorella vulgaris, probablement en agissant par le biais de

mécanismes liés au stress oxydatif.

L'effet cumulatif du DFN sur A. platensis est démontré par 1’augmentation progressive
de Dl’inhibition de la croissance observée au cours des 7 jours d’exposition. Le fait que
l'inhibition soit tres faible durant les deux premiers jours suggere que les cellules ont soit activé
des mécanismes de défense précoces, soit toléré initialement le stress. A faible dose (20 mg.
L") de DFN, une légere stimulation de la croissance a été observée, ce qui suggere que A.
platensis pourrait avoir une capacit¢ d’adaptation a ces nouvelles conditions
environnementales. Ce phénomene est connu sous le nom d’hormese (stimulation a faible dose

de polluant), et a également été observé chez d’autres espéces de cyanobactéries d’eau douce,
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notamment Microcystis aeruginosa exposée a un compos¢€ pharmaceutique (la tétracycline)

(Zhou et al., 2022).

Ainsi, I’inhibition du taux de croissance de A. platensis est directement proportionnelle
a I’augmentation des concentrations de DFN, ce qui peut indiquer une altération de la viabilité
cellulaire. En effet, le DFN est connu pour affecter les organismes aquatiques en induisant
divers effets biochimiques capables de perturber les fonctions vitales, entrainant ainsi un
déséquilibre a long terme dans 1’écosysteme (Rani, 2024). D’autres études ont montré que des
composés pharmaceutiques tels que les antibiotiques et les AINS comme 1’ibuproféne peuvent
agir au niveau cellulaire en provoquant des dommages structurels et fonctionnels, entrainant
une diminution de la croissance, comme observé par (Geiger et al., 2016) chez Chlorella
vulgaris. Le DFN lui-méme a également démontré des effets toxiques notables sur d’autres
organismes aquatiques tels que Daphnia et Desmodesmus subspicatus. Bien qu’il ne possede
pas un mécanisme spécifique clairement identifié, il peut néanmoins engendrer des dommages
cellulaires complexes et préoccupants (Cleuvers, 2004b) . Par ailleurs, d’autres AINS comme
le kétoproféne ont également été rapportés comme pouvant affecter le développement de divers
types d’organismes aquatiques (Minguez et al., 2016; Rangasamy et al, 2018).
Enfin, étant donné que les microalgues et les cyanobactéries représentent la base des chaines
alimentaires, leur exposition a de telles perturbations et dommages souléve de sérieuses
préoccupations quant au bon fonctionnement global des €cosystémes aquatiques. Ainsi, cette
¢étude fournit des informations importantes pour 1I’évaluation des risques environnementaux liés

aux médicaments anti-inflammatoires vis-a-vis des organismes non cibles comme A. platensis.

Etant considéré comme un élément clé chez toutes les plantes supérieures, ainsi que
chez les cyanobactéries et les microalgues photosynthétiques, la chlorophylle est un pigment
essentiel qui joue un role fondamental a toutes les étapes de la photosynthése : capture de la
lumiere, transfert d’énergie, conversion de I’énergie lumineuse (Touzout et al., 2024a; Zhang
et al.,, 2021), ainsi que dans les réactions photosynthétiques, notamment les réactions
lumineuses, le cycle de Calvin et la synthése de I’amidon (Xiong et al., 2016). La diminution
des niveaux de chlorophylles a et b avec 1’augmentation des concentrations de DFN suggere
une altération de 1’appareil photosynthétique et une capacité réduite de capture de la lumicere.
Ce constat est cohérent avec les travaux de (Zhang et al., 2022) et (Abbasi et al., 2023), qui ont
signalé des réductions similaires du contenu en chlorophylle chez des microalgues exposées a

des contaminants pharmaceutiques, probablement en raison d’une dégradation oxydative ou
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d’une inhibition de la biosynthése des pigments. Par ailleurs, (Das et al., 2024) ont indiqué que
I’exposition de Chlorella vulgaris et Scenedesmus obliquus au DFN entraine une diminution
du niveau de chlorophylle, perturbant ainsi 1’activité photosynthétique. Deux mécanismes
principaux peuvent étre a I’origine de la réduction des pigments photosynthétiques chez A.
platensis : une diminution de la biosynthése de la chlorophylle et/ou une augmentation de la
dégradation des pigments déja présents (Nie et al., 2008). La dégradation de la chlorophylle
peut également résulter de la formation de radicaux hydroxyles durant le stress oxydatif, ou la
production d’ERO telles que le H20: et le superoxyde y contribue (Gomes et al., 2016). Cette
dégradation entrainera un ralentissement de la photosynthése et pourra affecter la croissance. Il
est intéressant de noter que la teneur en caroténoides a augmenté, en particulier a de faibles
concentrations de DFN. En neutralisant les ERO et en protégeant la chlorophylle contre les
dommages photooxydatifs, les caroténoides sont reconnus pour remplir une double fonction
dans la photosynthése et la réduction du stress (Rezayian et al., 2019). Il est possible que
I’augmentation observée des caroténoides a faibles concentrations de DFN constitue un
mécanisme de défense contre le stress oxydatif. Toutefois, méme ces mécanismes de défense
semblent avoir été dépassés, comme en témoigne la diminution de 1’accumulation des
caroténoides a des concentrations plus élevées (notamment a 80 mg. L"), ce qui pourrait
indiquer que le seuil de tolérance au stress a été franchi. Ainsi, I’exposition de 4. platensis au
DFN affecte négativement les pigments photosynthétiques, entrainant une diminution de sa
capacité a réaliser la photosynthése, et par conséquent, une réduction de la capacité de survie

des cellules.

En ce qui concerne la composition macromoléculaire, la teneur en protéines a augmenté
en réponse a 1I’exposition au DFN, probablement en raison de la synthese de protéines liées au
stress ou d’enzymes de détoxification (Touzout et al., 2023). En revanche, la diminution
significative des teneurs en lipides et en glucides suggere une déplétion des réserves
énergétiques ainsi que des dommages potentiels aux lipides membranaires. Une étude menée
par (Jiang et al., 2023) a observé des modifications biochimiques similaires, mettant en
évidence un changement dans les priorités métaboliques sous stress, a travers des altérations du

profil macromoléculaire chez 4. platensis exposée a des contaminants émergents.

L'exposition de 4. platensis au DFN a montré des changements significatifs dans les
niveaux d’H20: et de MDA, ce qui refléte une altération biochimique. L'exposition aux

xénobiotiques peut entrainer un déséquilibre entre la capacité de I'organisme a neutraliser les
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ERO ou a réparer les dommages potentiels associés ; ce phénomene est couramment désigné
sous le nom de stress oxydatif (Touzout et al., 2024b). Ainsi, les niveaux accrus de H20: et de
MDA observés dans notre étude indiquent une forte production d’ERO et une peroxydation des
lipides membranaires. Ces biomarqueurs confirment le stress oxydatif intense causé par le
DFN. Il est bien établi que les AINS contribuent a I'augmentation de la production d’ERO, ce
qui conduit a un stress oxydatif ainsi qu’a des dommages cytotoxiques et génotoxiques (Blasco
& Trombini, 2023). Le danger de 1'accumulation d’ERO réside dans l'oxydation des protéines,
la peroxydation des lipides et l'affectation de I'ADN, entrainant des dysfonctionnements
cellulaires qui peuvent étre irréversibles (Das et al., 2024). Dans cette étude, les résultats ont
montré une augmentation des niveaux de H»O: de manic¢re dépendante de la dose avec
l'augmentation des doses de DFN. L'accumulation de H20- joue le role de biomarqueur d'une
production intense d’ERO aprés une exposition a un stress oxydatif induit par le DFN. Nous
avons également observé une augmentation du niveau de MDA.. Des résultats similaires ont été
obtenus par (Thiagarajan et al., 2019) dans son étude sur Chlorella vulgaris et Coelastrella
terrestris. Le MDA est un biomarqueur de la peroxydation des lipides et des dommages des
lipides causés par les radicaux libres, reflétant des dommages cellulaires et la détérioration de
la membrane cellulaire (Sharma et al., 2021). Yisa et al.,( 2023) ont observé des niveaux élevés
de MDA chez Microcystis exposé a l'amoxicilline, reflétant une détérioration oxydative des
composants cellulaires. Ainsi, l'augmentation des niveaux de H20: et de MDA chez 4. platensis
apres une exposition au DFN signifie une grande perturbation de 1'équilibre redox cellulaire et
un stress oxydatif intense, mettant en évidence la sensibilité et la vulnérabilité des organismes

aquatiques non ciblés aux composés pharmaceutiques comme les médicaments AINS.

Lors de 1'exposition au DFN, les réponses enzymatiques antioxydantes ont montré un
modele complexe (Fig. 25). Toutes les concentrations ont montré une diminution de l'activité
de la CAT, ce qui pourrait étre la principale défense contre les niveaux élevés de H20.. Nos
observations démontrent que le DFN induit un stress oxydatif chez A. platensis, entrainant la
stimulation des enzymes antioxydantes. Plus précisément, la CAT apparait comme un acteur
clé dans le controle du H20.. Une activité enzymatique comparable a ét€ observée chez
Microcystis aeruginosa, soumise a divers stress environnementaux tels que le NCCC ou le
CuSO0s, entrainant L'activation de la CAT (Zong et al., 2022). Ces résultats sont en accord avec
ceux de (Wang et al., 2020), qui ont découvert que la capacité de 4. platensis a résister aux
agressions oxydatives était réduite en raison de la suppression des enzymes antioxydantes
importantes provoquée par 'exposition aux polluants pharmaceutiques.
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Dans notre étude, I’activit¢ de I’APX a montré une réponse dépendante de la
concentration au DFN, avec une stimulation modérée a faibles doses (20 mg. L"), indiquant
une activation adaptative du systéme antioxydant. Cette réaction initiale peut étre interprétée
comme une tentative de la cellule de rétablir I’équilibre face au stress oxydatif causé par I’exces
d’ERO. Une activation similaire de I’APX a été observée chez Chlorella vulgaris et
Scenedesmus obliquus exposées a des substances pharmaceutiques, soulignant le réle répandu
de cette enzyme dans la protection cellulaire (Ballesteros et al., 2021). Cependant, a des
concentrations plus élevées de DFN (>40 mg. L™"), une inhibition progressive de I’activité de
I’APX est observée. Ce déclin pourrait étre di soit a I’épuisement du substrat (ascorbate), soit
a des dommages directs a la structure de I’enzyme résultant d’un stress oxydatif prolongé. Ce
profil en cloche est caractéristique d’une réponse enzymatique a un polluant nocif, suggérant
une efficacité relative dans des conditions modérées, suivie d’un état de saturation ou
d’inhibition enzymatique (Lin et al., 2012). Ces résultats différent de ceux de (Majewska et al.,
2021), qui n'ont observé aucun changement significatif de l'activit¢ de I'APX chez
Chlamydomonas reinhardtii exposée au diclofénac. Cette divergence pourrait étre due a des
différences spécifiques entre les espeéces ou a des variations dans les conditions expérimentales.
Cependant, nos résultats mettent en évidence la complexité de la réponse de I’APX au
diclofénac, révélant une modulation dépendante de la concentration qui illustre le fragile

équilibre entre 1’activation et I’inhibition enzymatique en situation de stress oxydatif.

L'activité de la POD constitue un indicateur clé du systéme de défense antioxydant chez
A. platensis, en particulier en réponse aux stress environnementaux tels que la présence de
polluants émergents comme le diclofénac (Touzout et al., 2024c). Les peroxydases sont des
enzymes qui catalysent la conversion du H20- en eau en utilisant divers donneurs d'électrons.
Elles jouent ainsi un rdle crucial dans I'¢limination d’ERO produites par le stress oxydatif. En
l'absence de DFN, le groupe témoin (CK) présente une activit¢ POD maximale, traduisant une
activité enzymatique optimale en conditions non stressantes. Une diminution marquée de
l'activité de la POD est observée a 20 mg. L' de DFN, indiquant une inhibition enzymatique
précoce. Ce phénomene peut €tre di a I'action toxique directe du DFN a faible concentration,
affectant la synthese ou la stabilité de 'enzyme (Wang et al., 2015). Ce constat est cohérent avec
certaines études montrant que des stress légers ou modérés peuvent perturber temporairement
les systemes enzymatiques avant que 1’adaptation cellulaire ne se mette en place (Zhou et al.,
2022). Cette réponse indique une activation adaptative du systeme antioxydant, ou A. platensis
cherche a contrebalancer 1’exceés de peroxydes produits par le stress oxydatif. En effet, les
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peroxydases agissent pour décomposer le H>O: induit par le DFN, offrant ainsi une protection
aux cellules contre les dommages oxydatifs. Nos résultats soutiennent donc 1’hypothése selon
laquelle la POD, en plus de son role traditionnel dans I’élimination d’ERO, joue également un
role dans une voie de signalisation oxydative dépendante du H20:, contribuant a la modulation
précise de la réponse au stress induite par le DEN chez A. platensis (Wang et al., 2021; Xia et
al., 2015). En plus de I'enzyme POD, I'activité¢ de la GST est un marqueur crucial du systéme
antioxydant chez les cyanobactéries, jouant un role cl¢ dans la détoxification des xénobiotiques
par la conjugaison du glutathion réduit (GSH) a diverses molécules électrophiles (Touzout et
al., 2024a). Dans notre étude, nous avons observé une diminution significative de l'activité de
la GST a une concentration de 40 mg. L' de DFN (Fig. 25D), ce qui peut indiquer une inhibition
enzymatique ou une déplétion des réserves intracellulaires de GSH. Ces résultats sont cohérents
avec ceux rapportés par d'autres microalgues exposées a un stress chimique, ou des réponses
similaires d'inhibition de la GST ont été observées ( Wang et al., 2021; Zhang et al., 2021),
Cela confirmant ainsi la pertinence de cette enzyme en tant que biomarqueur potentiel de la
toxicité du DFN. Il est intéressant de noter qu'une 1égere diminution de cette baisse est observée
a 60, 80 et 100 mg. L', par rapport a la chute maximale enregistrée a 40 mg. L' (Fig. 25D).
Cette observation pourrait étre attribuée a un processus d’ajustement métabolique a des
concentrations €élevées ou a I’activation d’autres mécanismes enzymatiques de défense (tels que
la CAT ou la POD), réduisant ainsi la dépendance vis-a-vis de la GST (Zhang et al., 2022). Ces
résultats sont cohérents avec les travaux de (Wang et al., 2024), qui ont rapporté des variations
de l'activité de la GST chez des microalgues exposées a des anti-inflammatoires non stéroidiens,
mettant en évidence la réactivité de cette enzyme comme indicateur du stress chimique. Par
ailleurs, la diminution de ’activité de la GST observée ici pourrait nuire a la régulation
intracellulaire du stress oxydatif, entrainant 1’accumulation de substances toxiques et affectant
la croissance ainsi que la viabilité cellulaire a long terme. Par conséquent, cette recherche
souligne ’effet du diclofénac sur un élément clé du systéme de défense antioxydant d’A.
platensis et met en avant I’importance de la GST comme outil de biosurveillance dans les études

écotoxicologiques portant sur les contaminants pharmaceutiques émergents.

De maniére générale, les résultats de cette étude révelent que le diclofénac induit un
stress oxydatif, perturbe l'activité des enzymes antioxydantes et altére la composition
biochimique chez A. platensis, entrainant une inhibition de la croissance et un déséquilibre
physiologique. Ces résultats sont en accord avec les études antérieures menées sur diverses
especes d’algues et soulignent la menace écologique que représentent les produits
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pharmaceutiques dans les écosystémes aquatiques. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour explorer les réponses au niveau moléculaire, les effets d’une exposition

chronique ainsi que les mécanismes potentiels de résilience chez les cyanobactéries.
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Notre étude fournit des preuves claires des effets toxiques du DFN sur la cyanobactérie
A. platensis. Indiquant qu'une exposition a une augmentation de la concentration de DFN a
conduit a une inhibition de la croissance et a une réduction de la biomasse de manicre dose-
dépendante, accompagnée également d'une diminution significative du contenu en chlorophylle
a et b, reflétant une altération du systéme photosynthétique. De plus, l'exposition a une
concentration élevée de DFN a causé une altération biochimique du profil macromoléculaires
et induit un stress oxydatif qui s'est reflété par l'augmentation du niveau de peroxyde
d'hydrogeéne (H20:) et de malondialdéhyde (MDA), ainsi que par l'activation des enzymes
antioxydantes telles que CAT, APX, POD et GST. Ce type de réponse signifie I'échec des
mécanismes de défense cellulaire contre la production séveére d’ERO, qui peut causer des
dysfonctionnements cellulaires pouvant étre irréversibles. Ainsi, collectivement, ces résultats
mettent en évidence le risque écologique li¢ a la présence de DFN dans les écosystémes
aquatiques contre les organismes aquatiques non ciblés tels que A. platensis, dont la
vulnérabilité aux composés pharmaceutiques souléve des inquiétudes quant aux perturbations
qui peuvent survenir aux niveaux trophiques les plus élevés, étant donné son rdle primordial
dans le recyclage des nutriments et la production primaire. De futures études pourraient étre
d'une grande pertinence pour mieux comprendre les effets a long terme des polluants

pharmaceutiques sur les écosystémes aquatiques.

Enfin nos résultats offrent une base solide pour les recherches future, afin de mieux
comprendre les effets écotoxicologiques des anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sur les
organismes non cibles ainsi que sur les systemes aquatiques en générale. Ces perspectives

peuvent s’articuler autour des axes suivants :

e FEtablir des recherches approfondies pour Faire la lumiére sur les mécanismes
moléculaires et génétiques lie a la toxicité¢ du DFN ; afin de comprendre la maniére dont
le DFN altéré l'expression génique, le métabolisme cellulaire et les processus
photosynthétique au niveau moléculaires.

e L'application d'approches omiques intégrées (transcriptomique, protéomique,
métabolomique) pour décrire de fagcon complete les réactions biologiques d'A. platensis
face au stress chimique. Cela peut faciliter l'identification de nouvelles pistes
métaboliques ou moléculaires touchées et la formulation d’hypotheses innovantes sur

les mécanismes de défense ou les effets de toxicité.
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Evaluer le potentiel d’A. platensis et d’autres espéces cyanobactériennes a agir non
seulement comme bioindicateur de pollution mais aussi dans la bioremédiation cela
inclut I'élimination ou la dégradation des polluants pharmaceutique dans le but de

rétablir la qualité de I'eau dans les écosystémes aquatique contaminés.
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Résumé

La présence croissante de polluants pharmaceutiques, tels que le diclofénac (DFN), dans les milieux aquatiques
représente un risque écologique important. Cependant, leur toxicité envers les microalgues reste encore mal comprise. Cette
étude a examiné ’influence du DFN (0 a 100 mg. L") sur la cyanobactérie d’eau douce Arthrospira platensis pendant 7 jours.
Les résultats ont révélé que la formation de biomasse était de plus en plus inhibée de maniere dépendante du temps et de la
dose, avec un effet maximal observé a la dose la plus élevée (100 mg. L™). L’exposition au DFN a induit un stress oxydatif,
avec une augmentation des niveaux de peroxyde d’hydrogene (Hz0:) et de malondialdéhyde (MDA). De plus, une diminution
considérable de I’activité des enzymes antioxydantes et de détoxification a été observée, notamment la catalase (CAT),
I’ascorbate peroxydase (APX), la peroxydase (POD) et la glutathion S-transférase (GST). La composition en pigments a été
affectée, avec une diminution de 39 % de la teneur en chlorophylle a, ainsi qu’une réduction notable des teneurs en lipides et
en glucides. Ces résultats soulignent le danger écotoxicologiques du DFN pour la vie aquatique et confirment la nécessité de
recherches sur les bases moléculaires de ces réponses. Ce travail contribue & une meilleure compréhension de I’impact

environnemental de la pollution pharmaceutique et constitue une base pour de futures évaluations du risque écotoxicologiques.
Mots-clés : Arthrospira platensis, bioremédiation, diclofénac, risque écotoxicologiques, polluants émergents

Abstract

The increasing presence of pharmaceutical pollutants, such as diclofenac (DFN), in aquatic environments poses
significant ecological risks. However, their toxicity to microalgae remains poorly understood. The study examined the influence
of DFN (0-100 mg. L-1) on the freshwater cyanobacterium Arthrospira platensis for 7 days. The outcome revealed that biomass
formation was increasingly suppressed in a time and dose dependent manner with maximum effects observed at higher doses
(100 mg. L-1). DFN exposure caused oxidative stress, with enhanced levels of hydrogen peroxide (H202) and malondialdehyde
(MDA) levels. Besides, there was a considerable reduction in the level of antioxydant and detoxification enzyme activities,
namely catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), peroxidase (POD) and glutathion S-transferase (GST). composition of
pigments was affected by a 39% decrease in chlorophyll a content as well as conspicuous reduction in lipids and carbohydrate
content. These results highlight the ecotoxicological hazard of DFN to aquatic life and affirm the necessity of research on the
molecular basis for these responses. This work adds to improved comprehension of pharmaceutical pollution’s environmental

impact and serves a basis for future ecotoxicological risk assessment.

Keywords: Arthrospira platensis, bioremediation, diclofenac, Ecotoxicological risk, Emerging contaminants.
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