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Résumeé

La contamination par les pesticides et les antibiotiques peut étre trés préoccupante
pour I'environnement et nécessite des approches efficaces pour leur élimination. Le but de
cette étude est déterminer les effets des Belt (BLT), Erythromycine (ERY) et leurs combinés
du BLT+ERY apres 4 jours de culture sur les parametres morphophysiologiques (les pigments
photosynthétiques) et biochimiques (MDA, H20., protéines, CAT, APX, GST, POD) des
microalgues ont été étudiés. Les résultats ont montré que il y’a une diminution dans la
croissance, lors de I’application individuelle de BLT et ERY. L’application combinée des
pesticides et des antibiotiques encore diminué la croissance du la spiruline. Nos résultats
montrent une augmentation des teneurs de MDA et une activation de systeme antioxydant lors
de I’application individuelle de BLT et ERY. L’application combinée des BLT+ERY encore
augmente la production des enzymes. Les résultats conclu que la toxicité de combiné (BLT+
ERY) est plus danger pour la croissance d’Arthrospira Platensis par rapport a la toxicité

individuelle.

Mots clés : Belt, Erythromycine, Arthrospira Platensis, toxicité combinée, croissance.



Abstract

Pesticide and antibiotic contamination can be of great concern to the environment and
requires effective approaches for their removal. The aim of this study is to determine the
effects of Belt (BLT), Erythromycine (ERY) and their combined BLT+ERY after 4 days of
culture on morphophysiological (photosynthetic pigments) and biochemical (MDA, H20.,
proteins, CAT, APX, GST, POD) parameters of microalgae were studied. The results showed
that there is a decrease in growth, when applying BLT and ERY individually. The combined
application of pesticides and antibiotics further decreased the growth of Spirulina. Our results
show an increase in MDA levels and an activation of antioxidant system during individual
application of BLT and ERY. The combined application of BLT+ERY further increases the
production of enzymes. The results concluded that the combined toxicity (BLT+ ERY) is
more dangerous for the growth of Arthrospira Platensis compared to the individual toxicity.

Keywords: Belt, Erythromycine, Arthrospira Platensis, combined toxicity, growth.
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Introduction

Les Algues sont des producteurs primaires dans les écosystéemes aquatiques
qui fournissent de I'énergie et de I'oxygeéne aux autres organismes aquatiques (Zhou et
al., 2021). L’application de pesticides (insecticides) est en vogue depuis les années
1960 afin de réduire les pertes de récoltes dues aux insectes, mais leurs résidus sont
transférés dans le sol et les voies d'eau et s'accumulent chez I'homme et les animaux
par le biais de la chaine alimentaire (Hamed et al., 2022), et son utilisation continue a

un effet délétére sur la microflore du sol.

Le principal composant de la microflore du sol est la cyanobactérie qui fixe
principalement l'azote atmosphérique et rend le sol sain et fertile. En raison de
I'utilisation excessive d'insecticides, les cyanobactéries sont confrontées a des défis
qui menacent leur survie. Cependant, l'utilisation intensive de pesticides et
d'antibiotiques dans l'agriculture et I'industrie pharmaceutique peut entrainer leur
contamination des milieux aquatiques, exposant ainsi les microalgues a ces substances
(Paerl & Huisman, 2008).

Les pesticides et les antibiotiques sont des agents stressants pour les
microalgues, car ils peuvent affecter leur physiologie et leur métabolisme. Les effets
des pesticides sur les microalgues peuvent inclure une diminution de la
photosynthése, une altération de la croissance et de la reproduction, ainsi gqu'une
perturbation de I'équilibre biochimique. Les antibiotiques, quant a eux, peuvent
perturber les processus cellulaires fondamentaux, tels que la synthése des protéines et
la division cellulaire (Singhal et al., 2021).

Lorsque les pesticides et les antibiotiques sont présents simultanément, leur
combinaison peut avoir des effets synergiques ou antagonistes sur les microalgues.
Des interactions synergiques peuvent amplifier les effets individuels des substances,
entrainant une reponse plus importante et plus dommageable pour les microalgues.
D'autre part, des interactions antagonistes peuvent atténuer les effets des substances
individuelles, ce qui peut étre bénéfique pour les microalgues (Miazek & Brozek-
Pluska, 2019).

L’objectif principal de ce travaille, a donc pour but d’étudier 1’influence des
pesticides et des antibiotiques sur les microalgues et leur combinant, par des
expérimentations contrblées en laboratoire vis -a- vis de micro algues en cultures

mono spécifiques.




Introduction

Ce manuscrit est composé de deux chapitres. Le premier chapitre est consacré
a la présentation du contexte de I’étude. Il présente chaque élément étudié, a savoir,
les microalgues, les antibiotiques et les pesticides ainsi que 1’état des connaissances
actuelles sur leurs relations et interactions. Il se termine par une présentation plus
détaillée des objectifs de ces travaux de mémoire.

Le deuxieme chapitre est consacré a la présentation des matériels et méthodes
utilisés pour I’étude de I’influence des pesticides et des antibiotiques sur microalgues,
les expérimentations réalisées ainsi que les analyses appliquées aux échantillons et le

traitement des résultats.
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Chapitre 01 Les Microalgues

1  Définitions des microalgues :

Les microalgues sont des organismes unicellulaires eucaryotes (de taille
micrometrique). 1Is ne possédent pas de racines, ni tiges et ni feuilles (J. Q. Xiong et
al., 2018), mais constituent un assemblage complexe et polyphylétique d'organismes
(principalement) photosynthétiques qui utilisent l'eau, I'énergie lumineuse, les
nutriments organiques et inorganiques et la fixation du CO2 pour la croissance
cellulaire, et sont considérés comme des sources potentielles de divers composants
actifs naturels (Caetano et al., 2022). Ils sont souvent considérés comme préférant les
aquatiques environnements, mais ils poussent aussi sous de nombreux habitats
terrestres non-aqueux, y compris les sols, rochers, grottes, batiments modernes et

méme des animaux et des plantes vivantes (J. Q. Xiong et al., 2018).

Les microalgues sont désignent des organismes tres différents en termes
d'origine, composition chimique et morphologie (Caetano et al., 2022). Elles sont des
micro-organismes photo autotrophes qui comprend des espéces de plusieurs phylums.
Elles sont prometteurs dans la production d'une variété de produits, y compris des
aliments, des compléments alimentaires, des produits chimiques et des biocarburants
(Nilam et al., 2023). Les espéces de microalgues couramment utilisées pour les
productions commerciales comprennent Isochrysis sp, Chaetoceros (Chlorella sp.),
Arthrospira sp. (Spiruline Bioactive) (Nilam et al., 2023). lls devenant l'un des

ensembles d'organismes les plus diversifiés de la planéte (Caetano et al., 2022).
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Figure 1: Illustration de la diversité morphologique des cyanobactéries. Les groupes (ordres)
correspondent a ceux de Rippka et al. (1979). 1. Chroococcales : a Chroococcus subnudus, b Ch.
limneticus, ¢ Cyanothece aeruginosa, d Snowella litoralis, e Microcystis aeruginosa. |IlI.
Pleurocapsales : f Pleurocapsa minor. I11. Oscillatoriales : g Planktothrix agardhii, h Limnothrix
redekei, i Arthrospira jenneri, j Johanseninema constricum, k Phormidium sp, I, m Oscillatoria sp, n
Schizothrix sp, o Tolypothrix sp, p Katagnymene accurata, IV. Nostocales: g Dolichospermum
planctonicum, r Dolichospermum sp., s Nostoc sp., t Nodularia moravica. V. Stigonématales : u, v
Stigonema sp. Barre d'échelle a-u = 10 um, v = 20 pm (Dvor et al., 2015).

2  Composition :
Les microalgues peuvent étre divisé en plusieurs sous-catégories car ils
couvrent un tres large éventail de composés bioactifs (Levasseur et al, 2020). Ces

composées bioactives sont divisées en :
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2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

Acides gras polyinsaturés (AGPI) : Il existe deux groupes principaux de
lipides dans les microalgues : les lipides produits par la photosynthese et
stockés dans la cellule, appelés lipides de stockage (principalement des
triglycérides) et les lipides faisant partie intégrante de la structure
cellulaire, appelés lipides de structure (phospholipides et stérols)
(Levasseur et al, 2020).

Pigments : Les microalgues incluent des pigments photosynthétiques dans
leur composition. Ces derniers sont classés en trois groupes : les
chlorophylles, les caroténoides et les phycobiliprotéines responsables des

couleurs vertes, jaune/orange et rouge/bleu (Levasseur et al, 2020).

Glucides : Les hydrates de carbone sont synthétisés de maniére
intracellulaire et représentent la majeure partie des composés issus de la
photosynthése. Leur contenu peut atteindre jusqu’a 50 % du poids sec de

certaines microalgues (Levasseur et al, 2020).

Protéines, peptides et acides aminés : Les microalgues ont également une

composition riche et variée en acides aminés (Levasseur et al, 2020).

Vitamines : Les microalgues sont une source alimentaire primaire
essentielle pour élevage de tous les stades des mollusques bivalves
marins, les larves de plusieurs especes de poissons marins et de crevettes,
ainsi que du zooplancton leur fournissant des apports nutritionnels
(Levasseur et al, 2020).

Polyphénols : Constituent un vaste groupe de métabolites secondaires
comprenant les acides phénoliques, les flavonoides, les isoflavonoides, les
stilbénes, les lignanes et les polymeéres phénoliques (Levasseur et al,
2020).

Phytostérols : Les stérols sont des composants de la membrane cellulaire
qui agissent sur sa stabilité, perméabilité et la fluidité en contrdlant le

mouvement des microalgues (Levasseur et al, 2020).

Hormones : La plupart des lignées de microalgues sont capables de
produire des phytohormones. Parmi les phytohormones classiques, il y a
auxine, acide abscissique, la cytokinine, éthylene, les gibbérellines, les
polyamines, les jasmonides, les salicylates, les peptides de signalisation et
les brassinostéroides (Levasseur et al, 2020).
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3 Taxonomie et Classification :

Le terme microalgues regroupe les algues microscopiques et les bactéries
photosynthétiques. Traditionnellement, les microalgues sont classées selon leur
pigments photosynthétiques (Levasseur et al., 2020) et le séquencage de I'ADN axé
sur taxonomie de niveau supérieur. Les avantages de l'identification basée sur I'ADN
peuvent fournir une analyse quantitative et sensible, effectuer plusieurs tests a la fois
et haute détection spécificité des microalgues (Chong et al., 2022). Pourtant, les
systemes actuels de classification prennent compte d'autres critéres, parmi lesquels
cytologiques et caractéres morphologigues, constituants de la paroi cellulaire et nature
chimique des produits de stockage. Sur la base de ces caractéristiques, certaines
méthodes sont couramment employeées pour identifier et classer les espéces d'algues,
y compris les observations morphologiques au microscope, la classification
moléculaire a l'aide de séquences de génes courtes ou plus récemment classification

semi-automatisée (Levasseur et al, 2020).

Actuellement, il n'y a pas de consensus parmi les taxonomistes du monde
entier pour utiliser une classification plutdt qu'une autre. Cependant, un des derniers
modeles de classification comprend deux domaines principaux, Prokaryota et
Eukaryota regroupant sept régnes : Archaebacteria, Eubacteria, Protozoa, Chromista,
Fungi, Plantae et Animalia (Levasseur et al., 2020).

Selon De Reviers (2003), il existe 9 embranchements d’algues qui possedent
tous un pigment en commun : la chlorophylle a. Parmi ces 9 embranchements il existe
4 grands groupes: les algues bleues ou cyanobactéries, les algues brunes ou
Pheophycées, les algues vertes (Streptophycées et Chlorophycées), et enfin les algues

rouges ou Rhodophyceées (Des et al., 2012)
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3.1 Les Algues vertes : Les Chlorophycées possedent des flagelles et de la
chlorophylle a et b et des caroténoides. Elles peuvent se reproduire par
simple division cellulaire par reproduction sexuée, ou par sporulation
(Coquille, 2018).

3.2 Les Algues brunes : sont des macroalgues visible a 1’oille nu et de

taille variable et possedent chlorophylles a et ¢ (Des et al., 2012).

3.3 Les Algues blues: elles ne possedent pas certains organites
intracellulaires propres aux eucaryotes (noyau, mitochondrie chloroplaste)
et sont capables de réaliser une  photosynthése aérobie (Becerra-celis,
2010).

3.4 Les Algues rouges: sont des macroalgues, de taille variable,
eucaryotes et de couleur rouge et synthétisent parfois de la chlorophylle d
(Des et al., 2012).
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Figure 2: Schémas des cellules de (a) Chlorophyta, (b) Rhodophyta et (c) Cyanobactérie (Pignolet et
al., 2019).
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4 Application :

Les microalgues sont considérées comme des choix écologiques et durables
dans le traitement des eaux usées, et candidats potentiels pour eliminer le fardeau de
la récolte de combustibles fossiles, la séquestration du COa, une source renouvelable
de production de biocarburants et la production de molécules a haute valeur ajoutée
tel que les biofertilisants (Cao et al., 2023; Levasseur et al., 2020).

Les cyanobactéries et les microalgues vertes peuvent améliorer la capacité
d’adsorption des métaux lourds dans leurs cellules (Cao et al., 2023). Ils constituent le
composant de base des chaines alimentaires dans les écosystemes de la planete. En
outre, ils sont les principaux producteurs d'oxygéne et contribuent a environ 40 % de
la photosynthése mondiale (Levasseur et al.,, 2020). La biotechnologie des
microalgues n'a cessé de monter en puissance. Aujourd'hui, elle peut étre divisée en
quatre grands domaines de recherche (Levasseur et al., 2020).

Les microalgues peuvent également fixer facilement le dioxyde de carbone de
I'atmosphére, ce qui contribue a la séquestration du dioxyde de carbone, avec une
remédiation simultanée des eaux usées et la production de biocarburants mais aussi
I'assainissement de plusieurs autres polluants toxiques comme les pesticides (Singh et
al., 2021)

v" Le potentiel de leur composition en macronutriments (riche en glucides
et protéines) pour la production de bioplastiques(Levasseur et al.,
2020).

v' Leur potentiel de croissance sur les eaux usées et d'incorporation des
polluants dans leur métabolisme en tant que nutriments (Levasseur et
al., 2020).

v’ Le site d'élimination des produits pharmaceutiques des eaux usées et
autres milieux aquatiques (Jesus et al., 2022).

v" Leur utilisation comme biofertilisant en raison de leur profil riche en
micronutriments (azote, potassium et phosphore) (Levasseur et al.,
2020).
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Les microalgues

Figure 3: Secteurs d’application des microalgues (Toucheteau & Toucheteau, 2023).

5 Le métabolisme :

Selon les conditions environnementales, certaines especes de microalgues,
telles que Chlorella, Chlamydomonas et Scenedesmus, peuvent se développer sous
conditions autotrophes, hétérotrophes et mixotrophes. Par conséquent, ces espéces
peuvent métaboliser a la fois les composés organiques et inorganiques comme source
de carbone pour la croissance des cellules (Maia et al., 2023). lls synthétisent leur
propre maticre organique a partir de la réduction de dioxyde de carbone et d’une
source d’énergie externe, les photons apportés par la lumiére, via le processus de
photosynthése (Coquille, 2018).

La photosynthese a lieu dans le chloroplaste (Burlacot, 2019), en I'absence de
lumiére les microalgues subissent une hétérotrophie, métabolisant les composés
organiques (Maia et al.,, 2023) (réaction sombre). En présence de lumiere, les
microalgues peuvent transiter entre autotrophie (réaction claire) (Coquille, 2018). Si
les microalgues sont cultivées sous conditions autotrophes, ils convertiront le carbone
inorganique (CO.) en la matiére organique et effectuer la photosynthése et utilisera la
lumiére du soleil comme source d’énergie (Maia et al., 2023).

En revanche, en culture mixotrophe, les microalgues utilisent les deux types
de sources de carbone (organique et inorganique) pour la croissance cellulaire, en
utilisant également la lumiére. Dans ce cas, les micro-organismes synthétisés des

composeés issus du métabolisme photosynthétique et hétérotrophe (Maia et al., 2023).
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L'objectif principal de la glycolyse est la transformation de glucose en
pyruvate qui est converti en acetyl-CoA, entrant le cycle TCA sur les mitochondries
chez les eucaryotes ou le cytosol chez les procaryotes (Maia et al., 2023). Le cycle
TCA oxyde complétement I'acétyl-CoA, fournissant des précurseurs pour la
biosynthése des glucides, des acides gras et des acides amineés, en plus de produire de
I’énergie. D'autre part, le VPP est une voie métabolique importante pour le
métabolisme cellulaire, en paralléelement a la glycolyse (Maia et al., 2023). Cette voie
génére du NADPH et les pentoses, utilisés dans la synthése des nucléotides et la
biosynthése des acides aminés aromatiques et vitamines. Dans le métabolisme
autotrophe, le processus photosynthétique qui se produit dans le chloroplaste peut étre

divisé en deux phases, réactions lumineuses et réactions sombres (Maia et al., 2023).
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Figure 4: les différents vois métaboliques des microalgues (Maia et al, 2023).

6 Facteurs influencent le développement des Microalgues :

L'influence de divers facteurs (la température, les nutriments) sur la
croissance des microalgues dans le systeme de culture en suspension a été
soigneusement étudié. En raison de I'environnement de croissance différent des
microalgues en suspension, ces facteurs d'influence pourraient avoir des effets

differents dans le systeme de microalgues attachées (Zhuang et al., 2018).
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6.1 Lalumiére:

La lumiére a des effets sur le développement et les activités physiologiques
des microalgues (Papry et al., 2022) et peut fournir I'énergie nécessaire pour faire face
aux effets inhibiteurs (Lacroux et al., 2023). L'intensité lumineuse optimale pour la
croissance maximale se situait entre 30 et 365 pumol/s selon les systémes de culture
utilise (Papry et al., 2022). Le développement des microalgues est conditionné a la
fois par la quantité de lumiere recue, et par sa qualité (composition spectrale) et sa
durée d’exposition (photopériode).

Dans I’environnement naturel, sur la totalité de I’énergie solaire atteignant la
Terre, seule la lumiére visible est utilisable par les organismes photosynthétiques. Sa
gamme de longueur d’onde, qui s’étend de 400 (violet) a 700 nm (rouge) correspond
donc aux rayonnements photosynthétiquement actifs (Coquille, 2018).

La quantité et la qualité de la lumiére incidente qui arrive jusqu’aux eaux de
surface varient selon la qualité de I’air, la couverture nuageuse, le moment de la
journée et de I’année (Coquille, 2018).

D’autre part, en raison de I’importance de la qualité du spectre sur le
développement algal, la culture des microalgues est souvent réalisée sous un éclairage
artificiel constitué par des tubes fluorescents ou des diodes électroluminescentes

(LED) permettant de diffuser une lumiére blanche de type “jour” (Coquille, 2018).

400 450 500 550 600 650 700 750
Longueur d'onde (nm)

Figure 5: Spectre de la lumiére visible (Coquille, 2018).

6.2 Latempérature :

La température est un facteur important qui joue un réle significatif dans le
maintien de I'équilibre des écosystémes aquatiques. L'augmentation de la température
de l'eau peut amplifier les activités microbiennes, diminuant ainsi la teneur en
oxygene dissous (DO). L'intensité de divers processus biologiques tels que la
photosynthése, la respiration et la décomposition des déchets dépend de la

température (Singh et al., 2021).
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La croissance et le développement des microalgues sont largement influencés
par les variations de température (Papry et al., 2022) en raison de son influence sur la
plupart des réactions biologiques catalysées par des enzymes aux optimums
thermiques variables (Coquille, 2018) ainsi que sur la croissance, le développement et
la composition chimique des cyanobacteéries (Papry et al., 2022) comme Scenedesmus
sp peuvent bien se développer dans une gamme de température allant de 10 a 40 °C
tandis que Spirulina Plantesis montre une croissance efficace a 35 °C (Singh et al.,
2021).

Ainsi, les microalgues sont capables de se développer dans les eaux usées a
haute température et peuvent devenir des micro-organismes vitaux pour la
remédiation des contaminants a haute température (30-40 °C) (Singh et al., 2021).

Une augmentation de la température corrélée a une augmentation de
I’ensoleillement, et associée a une concentration ¢élevée en sels nutritifs et permet le

développement microalgal (Coquille, 2018).

6.3 Les nutriments :

Un autre facteur environnemental important qui régule la croissance et le
développement des microalgues aquatiques est la concentration en nutriments dans le
milieu de culture ou environnemental tels que: azote, phosphore, silice, oligo-
éléments et vitamines pour la synthese de diverses biomolécules telles que les acides
nucléiques et les acides aminés (Lacroux et al., 2023).

Une carence en azote favorise la formation des lipides chez des nombreuses
espéces de microalgues (Papry et al., 2022). Dans des rapports élevé en C:N:P, les
taux de croissance ont tendance a diminuer au profit des composés de stockage du
carbone tels que les lipides et les hydrates de carbone (Lacroux et al., 2023)

Une réduction significative de la croissance et de la biomasse a été enregistrée
avec des concentrations limitant de N et de P.

les changements dans les macronutriments (le carbone, l'azote et le phosphore)
a différentes concentrations améliorent le taux de croissance et les compositions
biomoléculaires, telles que la teneur en chlorophylle, en protéines, en glucides et en
lipides (Papry et al., 2022).
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Tableau 1:Sels nutritifs nécessaires a la croissance des microalgues (ainsi que leurs roles) dans

I’environnement naturel et artificiel (Coquille, 2018).

Eléments Role
A ) Elément essentiel au métabolisme cellulaire, c'est un constituant des acides aminés,
zote
protéines, acide nucléique, nucléotides, vitamines, chlorophylle, chromophores...
Intervient dans de nombreuses fonctions physiologiques et dans la synthése de
Phosphore  nucléotides, phospholipides, coenzymes, sucres phosphatés et autres composés
P) phosphorylés. C'est un constituant structural de nombreuses molécules (protéines,
polysaccharides, ARN, ADN, ATP, lipides,...).
il contribue au maintien des propriétés méecaniques des parois cellulaires de nombreuses
Silice (Si) espéces de microalgues (rigidité, élasticité) .
Un des principaux constituants des cellules algales (quantité similaire au phosphore).
Sulfure (5)  C'est un élément rentrant dans la composition de nombreux composants fonctionnels et
structurels (acide aminés, glutathion, vitamines, constituant de la paroi cellulaire,...).
Calcium o o e .
ca) Elément impliqué dans de nombreux processus biologiques (calcification, mobilité,...).
a
Potassium  Cofacteurs de plus de 40 enzymes, il participe également au maintien de
(K) I'électroneutralité de la cellule.
Fer (Fe) Intervient dans la synthese de la chlorophylle et réactions enzymatiques.
Intervient dans I'activation de nombreuses enzymes et dans le maintien de la structure
Manganese membranaire des chloroplastes. Il a également un r6le important dans la photosynthese
(Mn) des microalgues car élément constitutif de la chlorophylle.
Intervient comme catalyseur et dans le devenir de I'O; et la déshydrogénation de I'H,O
Cuivre (Cu) dans le lumen des thylakoides.
Intervient dans la réplication et la polymérisation des acides nucléiques et est impliqué
Zinc (zn) ~ dans de nombreuses autres fonctions métaboliques. C'est un constituant des ADN et
ARN polymérases.
Intervient dans les réactions de transfert de I'oxygéne et hydrogéne. Composant de la
Cobalt (Co)

vitamine B12.
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Chapitre 02 Les Pesticides

1 Définitions :
Le pesticide est définis selon I'US EPA (United States Environnemental
Protection Agency), « toutes substance ou mélange des substances destiné a prévenir,

détruire, repousser ou atténuer tout organisme nuisible » (Shahid & Khan, 2022).

Le terme de pesticides englobe les produits phytosanitaires et les biocides
(Chaumet & Kim-tiam, 2019). Ce sont des substances (mixtes) qui sont nocifs et
efficace contre les organismes cibles alors qu’ils sont sans danger pour
I'environnement et les organismes non ciblés (Shahid & Khan, 2022). lls sont
synthétisés naturellement ou chimiquement et largement utilisés pour contréler les
mauvaises herbes nuisibles (herbicides), les champignons(fongicides), les bactéries
(bactéricides) et les infestations d'insectes (insecticides) dans le domaine agricole,

augmenter et améliorer le rendement des cultures en 30 % (Sheng et al., 2022).
2 Composition : Un pesticide est constitué de deux types des substances :

2.1 Une ou plusieurs substances actives: la directive 91/414/CEE du 15 juillet
1991, est définit comme des substances ou micro-organismes, y compris les
virus exercant une action générale ou spécifique sur les végétaux, parties de
végétaux ou produits végétaux ou sur les organismes nuisibles (Amara, 2012).
Ce sont des substances qui conferent au produit I’effet désiré (Amara, 2012
.Des et al., 2012).

2.2 Une ou plusieurs additifs ou adjuvants: sont des substances dépourvues
d'activité biologique (Des et al., 2012) renforcent la sécurité du produit
(répulsifs, vomitifs...) et ’efficacité (épaississants, solvants, agents mouillants
tels que les deérivés du nonylphénol) (Amara, 2012), mais susceptibles de
modifier les qualités du pesticide et faciliter son utilisation (Des et al., 2012).

3 La classification : Il existe de nombreuses facons de classer les pesticides

(Mamane, 2015) .

v"en fonction de leur cible en grandes catégories: e Les fongicides
o Les insecticides o Les herbicides (Mamane, 2015) .

v Sur la base de leur composition chimique et de leur structure, les pesticides
sont classés en plusieurs groupes :® organochlorés ®organophosphorés

ecarbamates epyréthriniodes, (tableau 2) (Shahid & Khan, 2022).
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v' En outre, les pesticides, considérés comme partie intégrante de I'agriculture
moderne peuvent étre classes sur la base de : ecomposition chimique et
formulation, emode de pénétration dans l'organisme nuisible cible, ®spectre
d'activité sur l'organisme nuisible cible, etoxicité epersistance dans le sol

ecomportement de volatilisation (Shahid & Khan, 2022).

Tableau 2: la classification chimique des pesticides et leur application (Shahid & Khan, 2022).

Classe Utilisé comme Environnement Quelques exemples Mode de
Persistance des produits pénétration dans
commerciaux I'organisme
nuisible cible
Organochlores Soit des Long Insecticides : Contact
insecticides Heptachlor,
Endosulfan
Soit des
fongicides Fongicides : Captan,
Chloroneb
Organophosphoré  Soit des Modérée a Insecticides : Contact
insecticides longue Chlorpyrifos,
Diazinon Estomac
Soit des )
herbicides. Herbicides : Poison
Glyphosate,
Fosamine.
Carbamates Insecticides, Modérée Insecticides : Contact/
fongicides ou Carbaryl,
Mexacarbate Estomac
Herbicides.

Fongicides : Thiram,  Poison
Mancozeb

Herbicides : Asulam,
Terbucarb.

Pyréthriniodes Insecticides Modérée Bifenthrine, Contact
Cyperméthrine.

4  Effet des pesticides :
4.1 Sur ’environnement :

Les pesticides sont largement appliqués sur les terres agricoles pour gérer, tuer
les organismes cibles et pour prévenir les dommages économiques aux cultures. Apres

I'application pesticides, les residus de pesticides peuvent rester dans les cultures et
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peuvent étre transportés et bio accumulés dans d'autres compartiments
environnementaux, y compris les sols agricoles, l'air et les réseaux trophiques (L1,
2022).

Certains chercheurs montrent que 99,7% des pesticides utilisées ont des
conséquences nocives sur les especes vivantes comme des malformations, des
raréfactions des sources de nourriture, des modifications de comportement et
empoisonnement direct et indirect. Les espéces au sommet de la chaine alimentaire
(mammiferes, oiseaux) et les insectes sont les plus touchés par les pesticides
(Bouagga & Chaabane, 2015) .

Volatilisation

Ecoulement de nappe

Figure 6: Devenir des pesticides dans I’environnement (Sciences & Stage, 2012).

4.2 Surlasante:

Il est estimé que dans le monde, la santé d'au moins trois millions de personnes
est déléterement affectée par I'exposition aux pesticides chaque année. Des études ont
montré que le foie, les poumons, l'estomac, les reins, la peau et les cancers de
I'estomac sont corrélés a l'exposition chronique a certains pesticides dans la vie
quotidienne. Les résidents ruraux, vivant a proximité des zones agricoles, ont de
fortes chances d'étre exposés aux résidus de pesticides via voies d'exposition

multiples, entrainant des risques accrus pour la santé (Li, 2022).
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Association étroite de pesticides est associée a divers troubles de santé et
tumeurs malignes telles que leucémie, maladie de Parkinson, maladie de Hodgkin,
lymphome non hodgkinien, Lymphome de Burkitt, respiratoire, reproducteur et
endocrinien troubles (Bilal et al., 2019). Selon 'OMS (2002), De nombreux pesticides
ont été documentés comme composés perturbateurs endocriniens (EDC), qui
interférent avec les systémes endocriniens, entrainant des conséquences dévastatrices
sur les processus physiologiques, c'est-a-dire la croissance, le développement et la
reproduction dans les organismes ou leur progeniture (Bilal et al., 2019).

Nervous
system

Figure 7: les effets nocifs des pesticides sur la santé humaine et sur différents systémes vivants (Bilal
et al, 2019).

5 Toxicité des pesticides :

Utilisation excessive et incontrblée de pesticides sur différentes especes de
cultures entraine des effets nocifs, et crée un déséquilibre dans la biodiversité de
I'ensemble de I'écosystéme. La voie mécanistique des pesticides a partir du moment
de l'application suivie d'une photo dégradation, absorption par les parties de la plante

(tige, feuilles ou fruits) ou sorption au niveau du sol (Sheng et al., 2022). Une fois que
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les pesticides atteignent le sol, ils subissent plusieurs processus de biodégradation ;
décomposition chimique (pH, humidité et température) et la dégradation biologique

(enzymes de micro-organismes) (Sheng et al., 2022).

Les résidus de pesticides et les sous-produits de dégradation sont absorbés par
les racines via le xyléme dans toutes les parties de la plante, provoquant effets
déléteres sur le sol et la plante. Ces effets comprennent surproduction de ERO, stress
oxydatif, dommages a I'ADN, blocage de la photosynthése, la nécrose, la chlorose, la

torsion des feuilles et finalement mort des plantes (Sheng et al., 2022).

Parmi les effets toxiques les plus courants des pesticides (insecticides,
herbicides et fongicides) sur le sol et les plantes peuvent étre résumes dans le tableau
(Sheng et al., 2022).

Tableau 3 : I’effet toxique des pesticides sur le sol et la plante (Sheng et al, 2022).

Le type de Le sol La plante
pesticide
Destruction des protéines Réduction de la teneur en de
o structurelles, attributs protéines des grains, blocage de
Insecticides . . . A
symbiotiques réduction, la conductance et des altérations
modification de la chimie du sol et  du processus de photosynthése
I'activité enzymatique.
Réduction du sol disponibilité des  L'altération des physiologiques
o nutriments et suppression de la et  biochimique de la plante
Herbicides o L
phosphatase et Nitrogenase efficacité, augmentant la
susceptibilité des plantes aux
maladies
Interruption de phosphatase, L’altération physiologique et
o uréase, et déshydrogénase et biochimique de la plante,
Fongicides

I'inhibition des bactéries

nitrifiantes.

I’augmentant la susceptibilité

des plantes aux maladies
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a) Photodegradation

~ b) Absorption & translocation
3 q‘ (stem, leaves, fruits)

[ Photosynthesis blocking }

L E R
o} — S @ [ Over-production of ROS ]

e) Biological degradation

Figure 8: VVoie mécaniste de la toxicité des pesticides dans le sol et les plantes (Sheng et al, 2022).

6 Dégradation microbienne des pesticides :

La biodégradation microbienne des pesticides s'est avérée étre une solution
sire, polyvalente et économiquement avantageuse pour l'assainissement des sites
contaminés (Sheng et al, 2022). La capacité microbienne de dégradation des
pesticides dépend de la présence de différentes enzymes et de la diversité des voies
métaboliques qui assurent soit une dégradation primaire ou une décomposition et une
minéralisation completes de la substance en molécules simples (Sheng et al, 2022).
De méme, dans les plans d'eau, les microalgues constituent une approche prometteuse
pour [I'¢limination de divers contaminants, parmi lesquels les pesticides. La
biorestauration par les microalgues peut étre soit active par un mécanisme nécessitant
de I'énergie, soit passive par un mécanisme physicochimique entre les composants de
la paroi cellulaire et les structures chimiques des pesticides (Sheng et al, 2022).
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7  Facteurs affectant I'impact des pesticides sur la diversité microbienne :

En plus de la persistance, de la concentration, de la toxicité et de la
biodisponibilité du pesticide pulvérisé, une variété de facteurs environnementaux
influencent l'impact toxique des pesticides sur la diversité microbienne (Shahid &
Khan, 2022). La biodisponibilité des pesticides dans I'environnement du sol est un
élément important qui affecte la diversité globale des microbes du sol. Les processus
d'adsorption et de désorption modifient la concentration de contaminants dans la
solution du sol, ce qui affecte sa biodégradabilité, la bioactivité et la biodisponibilité
dans I'environnement du sol .Dans une étude, les effets nocifs du chlorpyrifos et du
quinalphos (insecticides) se sont avérés plus prononcés dans le sol (Shahid & Khan,
2022).

8 La lutte contre les pesticides :

Les produits agrochimiques sont des matériaux indispensables a la production
agricole, utilisés pour contréler ou prévenir les maladies, les insectes et les mauvaises
herbes, et jouent un role important pour assurer a la fois la sécurité alimentaire et la
sécurité sanitaire des aliments (Y. Wu et al., 2022). Pendant ce temps, les négatifs
impacts des pesticides synthétiques modernes sur les humains et I'environnement ne
pouvaient étre négligés. Ainsi, la fabrication, I'enregistrement, l'application et la
surveillance des pesticides doivent étre strictement contrélés pour garantir leur
commercialisation de la qualité et la sécurité des produits pour la santé humaine ainsi
que pour I'environnement. Cette revue résume les chimies analytiques impliquée dans
I'analyse de contr6le de la qualité (CQ) pour la formulation commerciale, I'analyse des
résidus, évaluation des risques alimentaires et perspectives de réglementation des
pesticides. Les principaux concepts, contenus de pesticides et la chimie analytique
sont présentées et analysées de maniére exhaustive. En outre, les exigences et les
criteres des directives pertinentes de diverses organisations sont discutées (Y. Wu et
al.,2022).
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Chapitre 03 Les Antibiotiques

1. Définition :
Les antibiotiques sont des substances ayant une activité antibactérienne qui tuée
les bactéries ou en empéchant leur croissance, antifongique ou antiparasitaire (Q.
Xiong et al., 2021). lls representent la famille de médicament la plus utilisée en santé
humaine et animale pour la prévention et le traitement des maladies infectieuses (N.
Wang et al., 2023) et améliorer les résultats des soins de santé apres leur création,

ainsi que dans les d'élevage pour favoriser la croissance (Q. Xiong et al., 2021).

La contamination croissante des écosystéemes aquatiques par les antibiotiques
est préoccupations de chercheurs parce gu'il peut non seulement causer des effets
écologiques néfastes sur divers organismes environnementaux, mais induisent
également certains micro-organismes pour produire des genes de résistance aux
antibiotiques (ARG) (Liu et al., 2022). Des douzaines d'antibiotiques ont été
appliqués aux animaux aquatiques pour diverses le traitement et la prévention des
maladies, dont pres des deux tiers sont des agents bactériostatiques a large spectre
actifs contre les bactéries Gram positifs et les bactéries Gram-négatives (Yu et al.,
2022). lls sont utilisés pour diverses applications médicales: santé humaine,

vétérinaire, agriculture et aquaculture (Mezghich, 2020).

2. Classification des antibiotiques :

La classification des familles des antibiotiques se fait selon : la structure
chimique, le mode d’action et le spectre d’activité (Mezghich, 2020), c’est pour ¢a ces
antibiotiques peuvent étre répartis en huit catégories, soit les sulfamides (SA),
fluoroquinolones (FQ), macrolides (LM), chloramphénicols (CAP), tétracyclines
(TCs), B-lactamines (BL), nitrofuranes (NF) et aminoglycosides (AG) (Yu et al.,
2022).

3  Mécanismes d’actions des antibiotiques :

Il existe un grand nombre d'antibiotiques différents dont les mécanismes
d'action sont variés (Girard et al., 2017). Le mécanisme d’action des antibiotiques
dépendra de leur structure chimique (Andriamalala, 2019). Parmi les catégories

d'antibiotiques.

a) Les sulfamides : ont été les premiers étre utilisé systématiquement

pour la protection contre les maladies infectieuses, ils peuvent affecter
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la synthése des précurseurs d'acide nucléique ont donc un fort effet

inhibiteur sur la reproduction bactérienne (Yu et al., 2022).

b) Les penicillines : qui inhibent la synthése de la paroi cellulaire
bactérienne (Girard et al., 2017).

c) Les fluoroquinolones :Ont un effet antibactérien en bloquant la
synthese d'ADN hélicase de la bactérie et la prévention de la division
cellulaire, et ont été largement utilisé contre les maladies
urogénitales/gastro-intestinales et les infections des bactéries Gram
négatives dues a un bon effet bactériostatique, large spectre et faible
toxicité (Yu et al., 2022).

d) Les quinolones : inhiber la synthése de I'ADN bactérien (Girard et al.,
2017).

e) Les macrolides : peuvent inhiber la synthése des protéines bactériennes
et sont couramment appliqués macrolides  comprennent
I'azithromycine, la clarithromycine, I'érythromycine, roxithromycine
(Yuetal., 2022).

f) Les tétracyclines :sont a large spectre antibiotiques produits par des
actinomycetes tels que Streptomyces aureofaciens, (Yu et al., 2022).
Ils qui inhibent la synthése des protéines bactériennes (Girard et al.,
2017) , et sont souvent appliqués a des doses relativement élevées en

aquaculture
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Figure 9: Modes d’action des antibiotiques et principales familles d’antibiotiques (Andriamalala,
2019).
4 Le Risque des Antibiotiques :
Les antibiotiques présents dans l'environnement peuvent constituer une

menace pour I'environnement et la santé humaine (Jia et al., 2023).

a. Sur ’environnement .

L'existence d'antibiotiques dans le sol et dans I'eau peut tuer ou inhiber la
croissance de micro-organismes non ciblés en raison de la conception explicite (Jia et
al., 2023),modifiant la composition et I’activité de la communauté microbienne (Q.
Xiong et al., 2021), et détruire I'équilibre des écosystemes. Les effets néfastes sur le
phytoplancton et le zooplancton, tels que I'inhibition sur la capacité photosynthétique,

la prolifération cellulaire et la croissance (Jia et al., 2023)

Par conséquent, la gestion agricole tels que I'application de fumier, l'irrigation,
le pH du sol et la régulation de la teneur en matieres organiques, peuvent influencer le

risque des antibiotiques dans les terres agricoles (Jia et al., 2023)

Il est donc d'une importance cruciale pour controler la propagation des
antibiotiques dans l'environnement, en particulier pour les stations d'épuration des
eaux usées , ou fournir des conditions propices a la prolifération d'/ARB ou transfert
d'ARGs (Q. Xiong et al., 2021)
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5 Présence et devenir des antibiotiques dans le sol et I’eau :

Les antibiotiques ont été largement détectés dans les sols agricoles et les eaux
de surface dans le monde entier (Jia et al., 2023). Les antibiotiques se répartissent
dans la phase solide, liquide ou gazeuse du sol (Andriamalala, 2019). La migration et
la biodisponibilité des antibiotiques peuvent étre affectées par une série de processus
abiotiques et biotiques (adsorption et partage) dans les environnements du sol ou de
I'eau (Jia et al., 2023).

D'apres, les sulfonamides (SAs) sont les antibiotiques détectés dans les sols
agricoles et les eaux de surface avec la fréquence la plus élevée, tandis que les
tétracyclines (TCs) possedent la valeur médiane la plus élevée dans le sol agricole
(7,74 mg/kg) et dans les eaux de surface (46,4 mg/L). Cela s'explique principalement
parce que les CTs sont les antibiotiques vétérinaires les plus utilisés dans le monde
(43,4 % en 2015 a 2017), tandis que les AS ont une grande mobilité dans les sols (Jia
etal., 2023) .

En outre, l'irrigation et les pluies favorisent les antibiotiques a pénétrer dans
les eaux souterraines et de surface via l'infiltration dans le sol et le ruissellement de
surface, la migration dépend fortement de l'adsorption et du comportement de
partition des antibiotiques (Jia et al., 2023).

Il existe trois voies cruciales de dégradation des antibiotiquesdans le sol et
I'eau, notamment I'hydrolyse, la photodégradation et la biodégradation.

Antibiotics 67 ) Antibiotic Resistance
S Bacteria (ARB)

[ prawsformation /) Suceptible Bacteria

Current Opinion in Environmental Science & Health

Figure 10: Présence, devenir et risque des antibiotiques dans le sol et I'eau (Jia et al, 2023).
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6 Mécanismes d'élimination des antibiotiques :

Lorsqu'elles sont exposées aux antibiotiques, les microalgues présentent une
série de réponses pour survivre et éliminer les antibiotiques toxiques. le processus
d'élimination des antibiotiques est contient , adsorption, accumulation, biodégradation
(Leng et al., 2020).

La description de ces mécanismes d'élimination est présentée ci-dessous :

6.1 Bioadsorption :

Ce produit lorsque les antibiotiques sont absorbés par la paroi cellulaire des
microalgues ou par des substances organiques telles que les substances
extracellulaires (EPS), excrétées par les microalgues dans leur milieu environnant
(Xiong et al., 2021). Les EPS sont un mélange de polymeéres de poids moléculaire
élevé, qui comprend des protéines (PN), des polysaccharides (PS), des acides
nucléiques, des lipides et des substances humiques protégeant les cellules d'un

environnement hostile (Xiong et al., 2021).

6.2 Bioaccumulation :

C’est un processus métabolique actif d'absorption des antibiotiques dans les
cellules vivantes des microalgues, ou ils se lient a des protéines intracellulaires ou a
d'autres composés, tous les polluants ne sont pas adsorbés a la surface des
microalgues ne peuvent pas tous entrer dans la cellule pour se bioaccumuler (Q.
Xiong et al., 2021).

Les antibiotiques peuvent étre transportés a travers la membrane cellulaire des
microalgues et pénétrer dans la cellule par trois voies principales : (1) diffusion
passive, (2) diffusion passive-facilitée, et (3) absorption active dépendant de I'énergie
(Q. Xiong et al., 2021) .

La diffusion passive des antibiotiques ne nécessite pas d'énergie, car certains
antibiotiques peuvent diffuser a travers la membrane cellulaire a partir d'une région de
concentration elevée (externe) a concentration faible (interne). Les antibiotiques de
faible poids moléculaire, en particulier les antibiotiques non polaires et solubles dans
les lipides, peuvent passer a travers la membrane cellulaire par diffusion passive en

raison de leur hydrophobicité (Q. Xiong et al., 2021).
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La diffusion passive facilitée signifie que les antibiotiques se déplacent a
travers la membrane de la cellule a I'aide de protéines de transport, dont le réle est de

faciliter I'afflux de molécules polaires dans la cellule (Q. Xiong et al., 2021).

La troisiéme voie fait référence a un processus de transport actif piloté par
I'énergie, dans lequel les antibiotiques se déplacent contre un gradient de

concentration (Q. Xiong et al., 2021).

La bioaccumulation est influencée par les environnements physico-chimiques
externes et internes, notamment la température, le pH, le temps de contact et les

concentrations d'antibiotiques (Q. Xiong et al., 2021).

6.3 Biodégradation :

La biodégradation s'est avérée étre le mécanisme le plus efficace pour
I’élimination des antibiotiques par les microalgues. Par exemple, la biodégradation
était le mécanisme dominant lors de I'élimination du florfénicol (159 mg/L) par
Chlorella sp (Q. Xiong et al., 2021).

La biodégradation est un processus de dégradation des antibiotiques par des
algues a l'intérieur ou a I'extérieur des cellules, avec certains décomposés les dérivés
étant ensuite consommés par les cellules algales (Leng et al., 2020), soit par une
biotransformation qui entraine la formation de différents intermédiaires métaboliques
, Soit par minéralisation complete en CO> et H>O par des cultures microbiennes pures
ou mixtes (Q. Xiong et al., 2021). Le métabolisme des algues pour la dégradation des
antibiotiques peut étre classé comme suit : dégradation co-métabolique et modes de
dégradation métabolique. Co métabolique , la dégradation utilise des enzymes non
spécifiques pour dégrader des antibiotiques avec un apport supplémentaire de carbone
et d'énergie sont nécessaires, tandis que dans le processus de dégradation
métabolique, les algues utilisent des antibiotiques comme seules sources de carbone et

d'énergie avec des enzymes specifiques (Leng et al., 2020).
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Figure 11:les principaux mécanismes 1’élimination des antibiotiques par les micro algues (de Jesus
Oliveira Santos et al., 2023).
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Chapitre 04 Les effets des antibiotiques et des pesticides sur les Microalgues

1  Toxicité des antibiotiques pour les microalgues :

1.1 Mécanismes des effets toxicologiques sur les microalgues :

La recherche toxicologique des antibiotiques pour les microalgues remonte a
des années que les souches de microalgues les plus étudiées sont les suivantes
Raphidocelis subcapitata, suivie de la Chlorella (Chlorella vulgaris, Chlorella
pyrenoidosa), Scenedesmus obliquus et Microcola. obliquus, et Microcystis
aeruginosa (Yu etal., 2022).

Les mécanismes des effets toxicologiques des antibiotiques sur les
microalgues ou les antibiotiques peuvent inhiber la formation des chloroplastes, la
production de chlorophylle et la synthése des protéines, ce qui a des effets néfastes sur
la capacité photosynthétique des microalgues, la prolifération cellulaire et le

développement de I'organisme (Yu et al., 2022).

1.1.1 Macrolides (érythromycine et roxithromycine)

ont été signalés comme ayant un impact sur le processus de traduction des
génes du chloroplaste, la synthese des protéines de la membrane thylakoide et de
réduire les teneurs cellulaires en chlorophylle de maniére plus intuitive, la
désorganisation de l'ultrastructure des chloroplastes a été observée pour Isochrysis

galbana lorsqu'elle a été exposée a 2,5-10 mg/L d'oxytétracycline (Yu et al., 2022).

1.1.2 Les macrolides, les tétracyclines et les aminoglycosides

peuvent interagir avec les ribosomes bactériens ou avec leurs substrats de
réaction (tels que I'ARNt et 'ARNmM) pour inhiber la synthese des protéines (Yu et al.,
2022).

1.1.3 Les fluoroquinolones

Peuvent inhiber la réplication de I'ADN et la transcription, ce qui entraine une
suppression de la division et de la prolifération cellulaires, et bloquer le processus de
traduction de I'ARNm et la synthese des protéines aprés la transcription. Ces
antibiotiques peuvent avoir un effet surcroissance des microalgues en affectant la
réplication et la transcription de certains genes de protéines-enzymes codant pour la
photosynthése, I'absorption et le transport de l'azote et du phosphore (Yu et al.,
2022).
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1.1.4 Laroxithromycine

A niveau d'exposition élevé a été observée pour réprimer I'expression de génes
impliqués dans la synthése des stéroides, des vitamines et des acides gras, et qu'elle
induit les genes qui interférent avec I'homéostasie des espéces réactives de I'oxygéne
(ERO). Des ERO élevés déclencheraient le systeme antioxydant des microalgues, qui
se compose généralement de la SOD (superoxide dismutase), CAT (catalase), GST
(glutathion-S-transférase), GPX (glutathion peroxydase), GSH (glutathion), MDA
(malondialdéhyde) (Yu et al., 2022).

Protein
Receptor
Oxide
Nuclear
Chloroplast

N @ o0

! \
v “» Inhibition
) ~» Promotion

|

Figure 12: schéma représente les effets toxicologiques des antibiotiques sur les microalgues (Yu et al,
2022).

2 Inhibition des microalgues par les antibiotiques :
L'inhibition des microalgues induite par I'antibiotique est un facteur important

a considérer dans le développement d'antibiotiques a base d'algues (Leng et al., 2020).

2.1 Sur lacroissance :

Les antibiotiques peuvent affecter la croissance des algues a travers
I'inhibition de la synthése de substances chimiques telles que la chlorophylle et les
pigments et les activités d'enzymes comme la catalase et la superoxyde dismutase
(Leng et al., 2020).

L'effet inhibiteur des antibiotiques sur les microalgues est généralement
communément quantifié par la concentration efficace demi-maximale EC50, qui est
définie comme la concentration d'antibiotique a laquelle 50 % de la croissance des

algues est inhibée (Leng et al., 2020). La plupart des antibiotiques ont une CE50
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plusieurs ordres de grandeur plus élevés que les concentrations dans les eaux usees ou
les eaux de surface ou souterraines, ce qui indique que les microalgues ont
généralement une bonne résistance a ces antibiotiques. Par exemple les concentrations
de ciprofloxacine, de tétracycline et de sulfaméthoxazole sont d'environ 1 mg/L dans
les eaux usées municipales, alors que les valeurs de la CE50 de ces antibiotiques sont
de 65 mg/L (pour C. mexicana), 3,31 mg/L (a P. subcapitata), et 0,146 mg/L (a P.
subcapitata) (Leng et al., 2020).

En général, I'effet inhibiteur des antibiotiques combinés peut étre plus sévere
que celui causé par un seul antibiotique. Par exemple : les valeurs de 96 h-EC50 de
I'érythromycine, de [I'enrofloxacine et de [I'érythromycine-enrofloxacine sur C.
vulgaris étaient de 85,7, 124,5 et 39,9 mg/L, respectivement, indiquant I'effet
synergique conjoint des deux antibiotiques. L'inhibition du sulfaméthoxazole et de
triméthoprime sur N. oculate était également considérablement plus élevée que celle
d'un seul des deux antibiotiques. Les effets indésirables du mélange tétracycline/
oxytétracycline/chlortétracycline sur la communauté algale étaient plus importants
que ceux de chacun de ces trois antibiotiques (Leng et al., 2020).

2.2 Sur la photosynthese :

Autres microalgues telles que la photosynthése, les activités du systéme
antioxydant et la biosynthése des caroténoides peuvent aussi étre influencées par les
antibiotiques et peuvent étre plus révélatrices que la croissance de la biomasse (Leng
et al., 2020).

Par exemple, la photosynthése des chlorophytes peut étre plus sensible que la
croissance de la biomasse. Par conséquent, la valeur de la CE50 basée sur le taux de
photosynthése de Desmodesmus subspicatus était seulement la moitié de la CE50
basée sur le nombre de cellules (basée sur la croissance). Par conséquent, d'autres
mesures, en plus de la croissance cellulaire, devraient étre utilisées d'avoir un apercu
complet de l'impact des antibiotiques sur les algues et de révéler le potentiel
d'élimination des antibiotiques (Leng et al., 2020).

Dans I’ordre genérale, les microalgues sont a la base du réseau trophique, les
herbicides, le fongicide pose également un probléme pour les niveaux trophiques
supérieurs. Ce déséquilibre de diversités au sein de la communauté algale va
implicitement perturber la production primaire et le recyclage des nutriments (Thorel,
2020).

31

——
 —



()

Partie
Expérimentale




o

Chapitre o1 :
Materiel et Méthode

J




Chapitre 02 Materiel et Méthodes

1. Organismes expérimentaux et conditions de croissance

1.1 Organismes expéerimentaux
Cyanobactéries spiruline ont été utilisees comme organismes expérimentaux

dans la présente étude.

1.1.1 Laspiruline :

Les spirulines sont des cyanobactéries qui appartiennent au genre Arthrospira
(Vicat et al., 2014), procaryote multicellulaire qui se présente sous forme filamenteuse
et suit une orientation hélicoidale. Elles sont capables de réaliser la photosynthese.
Elle fut premierement classée dans le régne végétal au méme titre que la Chlorelle,
pour sa composition en pigments propres aux plantes et son activité de photosynthese.
Malgré son appartenance aux microorganismes de type procaryote, qui la distingue
des algues unicellulaires, la Spiruline reste généralement considérée sous 1’appellation

de « micro algue ».

La spiruline utilisée dans cette étude d’origine de sud d’Algérie offert par le
laboratoire de biotechnologie et Génie des procédés de 1’école polytechnique

d’Algérie.

Figure 13:Observation microscopique des Spirulines a des différents agrandissements.
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1.2 Incubation et entretien de la culture
Inoculum pur et sain de spiruline ont été transférés dans du milieu de culture
stérilisé et frais Zarrouk en chambre d'inoculation avec des précautions particulieres
pour maintenir la pureté de la culture.

Figure 14: la culture de la spiruline

1.3 Milieu de culture
Spirulines ont été cultivés dans un milieu Zarrouk déficient en azote et une
suspension homogene a été maintenue (Allen & Stanier, 1968). Avant autoclavage, le

pH du milieu a été ajusté a 8,95 jusqu’a 9,05.
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La composition du milieu de culture est la suivante :

Tableau 4:les compositions chimiques en gramme par litre d'eau au milieu Zarrouk.

Produit chimique Quantité en g /1 d’eau
Hydrogenocarbonate de sodium (NaHCO3) 16.8
Phosphate dipotassique (KoHPO,) 0.5
Nitrates de sodium (NaNO3) 2.5
Sulfate de potassium (K2SQO4) 1.0
Chlorure de sodium (Na CI) 1.0
Sulfate de magnésium (MgSQOa, 7H20) 0.2
Chlorure de calcium (CaCl,) 0.04
Sulfate de fer (FeSO4, 7H20) 0.01
Acide éthyléne diamino ctétracétique 0.08
(EDTA)

Solution A5 1.0
Solution A6 1.0

Tableau 5: la composition de solution A5 et B6 dans le milieu Zarrouk.

Solution A5
Produit chimique Quantité en g/l
Acide borique(HsBO:3) 2.86
Chlorure de manganése (MnClz, 4H20) 1.81
Sulfate de zinc (ZnSO4 ,7H20) 0.222
Sulfate de cuivre (CuSQOa, 5H20) 0.079
Oxyde de molybdéne (MoOs) 0.015
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Solution B6
Produit chimique Quantité en g/l
NH4VO3 (vanadate d’ammonium) 0.02296
K2Cr2(SO4)4, 24H20 (Alun de chrome) 0.096
NiSQOg4, 7H2O(sulfate de nickel) 0.04785
Na,WOj4, 2H20(Tungstate de sodium) 0.01794
Ti2(S0.)3 (sulfate de titanium) 0.04
Co(NO3)2, 6H-0O (Nitrate de cobalt) 0.04398

1.4 Verrerie et produits chimiques
La verrerie (pipettes, tubes a essai, flacons, béchers, etc.) utilisée dans la
présente étude était un produit de laboratoire de Médea. Tous les produits chimiques

étaient de qualité standard et ont été achetés aupres de sociétés standard.
Stérilisation
Un seul procédé de stérilisation utilisée dans la présente étude est le suivant :

1.4.1 Autoclavage
Les milieux de culture ont été stérilisés (procédé de stérilisation humide) dans
un autoclave. Le milieu de croissance a été préparé dans un flacon, bouché avec du
coton et apres un emballage approprié avec du papier, le flacon a été stérilisé a une
pression de 15 Ib-inch? et a une température de 121°C pendant 15 min. Avant
l'autoclavage, la quantité souhaitée de milieu a été versée dans une verrerie de taille

appropriée correctement bouchée avec du coton.

1.5 Expériences de dépistage
Pour la sélection des doses de pesticides et des Antibiotiques, c'est-a-dire Belt et
Erythromycine plusieurs montages de criblage ont été prévus. Des cyanobactéries
cultivées en phase logarithmique ont été utilisées pour le traitement de 25 pg/L belt
(BLT), 250 pg/L Erythromycine (ERY) et leur combinaison ont été sélectionnés aprés

96 h de traitement, respectivement, pour spiruline.
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ORGANISMES
EXPERIMENTAUX

Spirulina
(Arthrospira)

CONFIGURATION DU TRAITEMENT

Sans traitement / \ Avec traitement

Belt * Erythromycine

Belt + Erythromycine

\ 4

Analyse des parametres aprés 96 h
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1.6 Conception de traitement

Les cultures des spirulines de la phase exponentielle précoce ont été récoltées
par centrifugation a 3500 rpm pendant 10 min et lavés deux fois avec de I'eau ultra
pure, puis les culots ont été remis en suspension dans des milieux de culture respectifs
contenant 25 pg 17 de pesticide et 250 pug 1! d’antibiotique. Le montage expérimental
considéré comme la combinaison suivante, c'est-a-dire le controle, Belt et
Erythromycines (25 pg/L et 250 pg/L), 1l y avait dix répétitions (n =10) pour chaque
traitement et tous les parametres ont été analysés aprés 96 h d'expérience en prélevant
des volumes définis de cultures. Le dispositif expérimental est présenté sous forme

d'organigramme.

Conception du traitement

1
[ Cyanobactérie spiruline ]

l

Des cultures homogeénes et axéniques de cyanobactéries
filamenteuses ont été maintenues dans le milieu Zarrouk a
25-30 C° avec 12h de lumiére

!

Toutes les expériences en ont réalisé avec des cellules au début de la phase exponentielle.

]
Les étapes suivantes ont été
organisées
Témoin : T, a T4 BLT : R;aR4o
ERY :R;aRyy
BLT+ERY : R; a R4
()
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Centrifuger & Centrifugé a Centrifugé a
700 rpm 700 rpm 3500 rpm
Pendant 5 min pendant 5 min pendant 10
min

Culture l

,_ | 1
| \ U-V -
ol el

Eliminés le Eliminés le Eliminés le
culot culot culot

Spiruline
pure

Figure 15: protocole de purification

Apres 96 h d’exposition, plusieurs parameétres ont été¢ analysés pour une étude

détaillee.

2. Mesure de la croissance
La croissance des cyanobactéries a été enregistrée en mesurant I'absorbance de
la suspension cellulaire a 618 nm aprées 96 h dexposition, a l'aide du
spectrophotomeétre UV-Visible. La concentration initiale de culture a été fixée a 0,624

nm.

Figure 16: Dispositif expérimental montrant l'effet de I’Erythromycines et des pesticides chez
spirulines aprés 96 h de traitement.

(@) Témoin, (b) pesticide BLT, (c) antibiotique ERY et (d) combinaison BLT+ERY..
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3. Pigments photosynthétiques

3.1 Estimation de la chlorophylle a

Le protocole de Mackinney (1941) a été utilisé pour estimer la quantité de
chlorophylle a présente. Pour ce faire, 3 ml de culture cellulaire ont été centrifugés a
3000 rpm pendant 3 minutes, puis le surnageant a été éliminé et remplacé par du
méthanol jusqu'a un volume total de 3 ml. Cette solution a été soigneusement
mélangée et laissée a 4 °C pendant une nuit pour extraire la chlorophylle a. Apres
cette période, la solution a été centrifugée a 3000 rpm pendant 3 minutes, et
I'absorbance du surnageant a été mesurée a 663 nm a l'aide d'un spectrophotometre
(Smart Spec Plus, BioRad, Etats-Unis). La concentration de chlorophylle a a été

calculée en utilisant la formule suivante, ou 12,63 représente le facteur de correction :
Chlorophylle a (ng/ml) = DO663 x 12, 63

3.2 Espeéces réactives de I'oxygene (ERO)
3.2.1 Estimation du peroxyde d'hydrogéne (H202)
3.2.1.1 Estimation in vitro
On a évalué l'accumulation in vitro de peroxyde d'hydrogene dans le
groupe témoin ainsi que dans les cellules cyanobactériennes traitées en utilisant la
méthode de (Velikova et al., 2000).

Reéactifs
e Trichloroacetic acid (TCA)..................... 00.1% (w/v)
e Potassium phosphate buffer (pH 7.0) ......... 10 mM
e Potassiumiodide .............coooiiiiiiiiiiiin 01 M
Procédure

Les cellules cyanobactériennes témoins et traitées ont été collectées et soumises
a une centrifugation a 6000 rpm pendant 10 minutes. Les culots obtenus ont ensuite
été homogénéisés dans une solution de TCA a 0,1% (p/v). L'homogénat a été
centrifugé a 8000 rpm pendant 15 minutes, puis le surnageant a été utilisé pour
I'estimation de H>O>. Le mélange réactionnel était composé du surnageant, de 10 mM
de tampon phosphate de potassium (pH 7,0) et de 1 M d'iodure de potassium.
L'absorbance de la solution a été mesurée a 390 nm par spectrophotométrie. La

concentration de peroxyde d'’hydrogéne dans chaque échantillon a été calculée a partir
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d'une courbe standard préparée avec une solution de H>O> graduée. La valeur de H20:

a été exprimée en (nmol mg* poids sec).

3.3 Indices de dommages oxydatifs

3.3.1 Estimation de la peroxydation lipidique (teneur en MDA)

La peroxydation lipidique a été mesurée dans les cellules cyanobactériennes
traitées et non traitées en termes de teneur en équivalents de malondialdéhyde
(MDA), qui est formeé par I'oxydation d'acides gras insaturés et d'un produit appelé
métabolite réactif de lI'acide 2-thiobarbiturique (TBA).

La concentration de MDA a été évaluée en utilisant la méthode de (Heath &
Packer, 1968).

Reéactifs
e Phosphate buffer (pH 7.0) ................ 50 mM
e 2-Thiobarbituric acid (TBA).............. 00.5% (w/v) in 0.2 N HC1
e Trichloroacetic acid (TCA)............... 20% (w/v) in TBA solution
e Trichloroacetic acid (TCA)................ 05% (w/v) in DDW
Procédure

Le volume requis de la suspension cellulaire de différents échantillons de test a
été récolté par centrifugation et lavé 2 fois avec du tampon phosphate 50 mM (pH
7,0). Les cellules cyanobactériennes ont été homogeénéisées dans un mortier avec du
TCA a 5 % (p/v). L'nomogénat résultant a été centrifugé a 10 000 rpm pendant 10
min. Le mélange réactionnel contenait 0,5 ml du surnageant et 2 ml de TCA a 20 %
contenant 0,5 % de TBA. Le mélange a été chauffé a 90°C pendant 20 min puis
refroidi a travers un bain de glace suivi d'une centrifugation. L'absorbance du
surnageant a été enregistree a 532 nm et 600 nm. La valeur d'absorption non
spécifique de chaque échantillon a 600 nm a éteé soustraite de lI'absorption enregistrée
a 532 nm. La teneur en équivalents MDA a été calculée en utilisant le coefficient

d'extinction 155 mM™ cm™ et exprimée en (nmol mg™* poids sec).

40

——
| —



Chapitre 02 Materiel et Méthodes

3.4 Systeme antioxydants
Dosage des antioxydants enzymatiques dans les cellules cyanobactériennes
traitées et non traitées réalisé apres 96 h de traitements. Chaque échantillon a été
soigneusement lavé avec de l'eau distillée stérile et le statut des différents

antioxydants dans ces échantillons a été déterminé.

3.4.1 Antioxydants enzymatiques
3.4.1.1 Estimation de I'activité catalase (CAT; EC 1.11.1.6)

L'activité CAT a été déterminée en termes de diminution de I'absorbance due a
la décomposition de H20> qui a été enregistrée a 240 nm et la quantité a été calculée
en utilisant le coefficient d'extinction de 39,4 mM™cm™ en suivant la méthode de
(Aebi, 1984).

Réactifs
e Hydrogen peroxide............covvviiiiiiiinnnnn 10 mM
e Potassium phosphate buffer (pH 7.0)........... 50 mM

e Ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA)..... 01 mM
Procédure

La suspension de cyanobactéries de différents traitements a été prélevée et
aprés centrifugation, les culots ont été lavés deux fois avec de l'eau distillée et
finalement broyés dans 50 mM de tampon phosphate refroidi (pH 7,0) contenant 1
mM d'EDTA,; centrifugé a 20 000 rpm pendant 10 min a 4 °C et le surnageant a été
utilisé comme extrait enzymatique. Le mélange réactionnel (2 ml) contenait 50 mM
de tampon phosphate de potassium (pH 7,0) contenant 1 mM d'EDTA, 10 mM de
H>0> et un extrait enzymatique (200 ul). Une unité d'activité enzymatique est définie

comme 1 nmol H20, décomposé par min.
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3.4.1.2 Estimation de I'activité peroxydase (POD; EC 1.11.1.7)
L'activité peroxydase a été déterminée en suivant la méthode de (Gahagan et
al., 1968) .

Reéactifs
e Tampon phosphate (pH 7.0).................. 100 mM
e Pyrogallol..............oooiiiiii 100 mM

e Peroxyde d'hydrogéne (H202; préparé....... 025 mM
e dans un tampon phosphate pH 7,0)

Procédure

Les cellules cyanobactériennes de différents traitements ont été homogénéisees
dans 2 ml de tampon phosphate 100 mM (pH 7,0) a 5 °C. L'homogénat a été
centrifugé a 10 000 rpm pendant 30 min. Le surnageant clair a été pris comme
enzyme brute. Le melange réactionnel a été maintenu jusqu'a 3 ml contenant 1 ml de
H202 25 mM, 1 ml de pyrogallol 100 mM et 1 ml d'extrait enzymatique. Apres un
mélange minutieux, l'activité a été contrdlée a 430 nm pendant 3 min a un intervalle

de temps approprié.

3.4.1.3 Estimation de I'activité de la glutathion-S-transférase (GST ;
EC 2.5.1.18)
L'activité GST a été dosée selon la méthode de (Habig et al., 1974) en utilisant
le 1-chloro-2,4-dinitrobenzeéne (CDNB) comme substrat.

Reéactifs
e Tampon phosphate de potassium (pH 6,3).......... 100 mM
e chloro - 2, 4 - dinitrobenzéne (CDNB)............... 000.75 mM
e Glutathion (GSH) .......coooiiiiiiiiie, 030 mM
Procédure

La suspension de cyanobactéries traitée et non traitée a été récoltée par
centrifugation, puis les culots obtenus ont été homogénéisés dans un tampon de
phosphate de potassium 100 mM réfrigéré (pH 6,3), centrifuges a 20 000 rpm pendant
10 min a 4 °C et le surnageant a été utilisé comme extrait enzymatique. Le dosage
enzymatique a été effectué dans 3 ml de mélange réactionnel contenant 100 mM de
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tampon phosphate de potassium (pH 6,3), 0,75 mM de CDNB, 30 mM de glutathion
réduit (GSH) et 200 pl d'extrait enzymatique. L'activité a été réalisée a 25°C.
L'augmentation de I'absorbance due a la formation d'un conjugué entre GSH et CDNB
a eté controlée a 340 nm. Le mélange réactionnel sans extrait enzymatique a été
utilisé comme blanc. L'activité enzymatique a été calculée en utilisant un coefficient
d'extinction de 9,6 mM-1 cm-1. L'activité enzymatique a été exprimée en unites,

chaque unité représentant 1 nmol de conjugués CDNB formés min-1.

3.4.1.4 Estimation de I'activité ascorbate peroxydase (APX; EC
1.11.1.11)
L'activité APX a été déterminée en suivant la méthode de Nakano et Asada
(1981).

Réactifs
e Tampon phosphate de potassium (pH 7,0)................. 50 mM
e Acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)............ 01 mM
e Ascorbate réduit...........coiiiiiiiii 00.5 mM
e Peroxyde d'hydrogene .............coooiiiiiiiiiiiiii 00,1 mM
Procédure

La suspension de cyanobactéries a été récoltée a partir de différents
échantillons d'essai par centrifugation, lavée deux fois avec de I'eau distillée et les
culots obtenus ont été homogeénéisés dans 50 mM glacés de tampon phosphate (pH
7,0) contenant 1 mM d'EDTA et 0,5 mM d'ascorbate réduit, centrifugés a 20 000 rpm
pendant 10 min a 4 °C et le surnageant obtenu a été utilisé comme extrait
enzymatique. Mélange reactionnel maintenu jusqu'a 2 ml contenant 50 mM de
tampon phosphate de potassium (pH 7,0) contenant 1 mM dEDTA, 0,5 mM
d'ascorbate réduit, 0,1 mM de H2O> et un extrait enzymatique (100 pl). L'absorbance
de chague échantillon a été enregistrée a 290 nm en utilisant un spectrophotomeétre
UV-Visible. La diminution de I'absorbance était due a I'oxydation de l'ascorbate et
I'activité enzymatique a été calculée en utilisant le coefficient d'extinction 2,8 mM-
Iem™. Une unité d'activité enzymatique est définie comme 1 nmol d'ascorbate oxydé

par min’?,
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3.5 Composants biochimiques
3.5.1 Estimation des protéines
La teneur en protéines a été estimée par la méthode de (Lowry et al., 1951).
modifié par (Herbert et al., 1971) . La quantité de protéine a été exprimée en protéine

(ug mlt culture).

Réactifs
NaOH ............... 1,0N
v RéactifA ..................... 0,2 % Na2COs3 dans 0,1 N NaOH
v Réactif B.........oooevnin. 0,5 % CuS04.5H20 dans 1,0 % de tartrate

de potassium et de sodium (KNaCsH40¢.4H-0)

v Réactif C : 50 ml de réactif C ont été préparés en mélangeant 48 ml de
réactif A avec 2 ml de reéactif B

v Réactif de Folin- Ciocalteu : 1 :2 (v/v dans DDW)

Procédure

Un volume de 0,5 ml de culture a été mélangé avec 0,5 ml de NaOH 1 N et
maintenu au bain-marie bouillant pendant 10 min. Apres refroidissement du mélange
de culture, 2,5 ml de réactif C ont été complétés et le mélange réactionnel a été incubé
pendant 15 min a température ambiante suivi de I'ajout de 0,5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu. L'intensité de la couleur bleue résultante a été déterminée en prenant
I'absorbance a 650 nm aprés 15 min d'incubation. La quantité de protéine a été
évaluée en utilisant une courbe standard établie avec de I'albumine de sérum bovin
(BSA).
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3.5.2 Estimation des carbohydrates :
L'extraction et I'estimation de la teneur en carbohydrate ont éte effectuées par
la méthode de (Sharma et al., 2008) .

Réactifs

e Isopropanol : 100%
e HCI:2M

e Réactif anthrone
Procédure

Pour l'extraction des carbohydrates cyanobactérien, 100 ml de cellules
cyanobactériennes traitées et non traitées ont été centrifugés a 3000 rpm et apres
séparation de la biomasse décantée, une culture acellulaire contenant les
carbohydrates a été prélevée. Il a été concentré dix fois par évaporation a 40 °C, lavé
avec de l'isopropanol deux a trois fois pour éliminer les contaminants et enfin séché a

37 °C, analysé pour I'estimation du glucose a l'aide du réactif anthrone.

3.5.3 Estimation des lipides :

L'extraction des lipides totaux a été réalisée selon Parrish (1999) avec du
chloroforme:méthanol (2:1) comme solvant d'extraction. Des aliquotes (50 ml) des
cultures ont été centrifugées a 3000 rpm pendant 10 min, et le culot résultant a été
extrait dans 6 ml de chloroforme:méthanol (2:1). La concentration totale de lipides a

été déterminée par gravimétrie et exprimée en picogrammes par cellule.

3.6 Analyse statistique
Les traitements ont été organisés en bloc randomisé en répétitions de trois. Les
données ont été analysées statistiguement a l'aide d'une analyse de variance
(ANOVA) a l'aide de logiciel SPSS (Version 20 SPSS Inc., Etats-Unis). L'erreur
standard des moyennes (£ SEM) était calculée pour la présentation des graphiques.
Les moyens de traitement ont ensuite été analysés a l'aide de Test de Tukey a P <
0,05.
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1. Effet sur le comportement de croissance et les pigments
photosynthétiques :
1.1 Comportement de croissance :

La croissance d'Arthrospira platensis dénommeée Spiruline exposés a un
pesticide (BLT), une Antibiotiques(ERY) et leur combinaison a été mesurée en termes
de poids sec (Fig. 17). La cyanobactérie spiruline, a montré une réduction de 16.3%,
25.7 % et 66.1% de I'accumulation de biomasse, aprés les traitements BLT, ERY et
leur combinaison, respectivement, par rapport aux contréles. En ajoute que le pois sec
en cas de traitement combiné est diminué tres hautement significative par rapport au
traitement individuelle. L’analyse des données de la figure 17, montre que les doses
de BLT et/ou d’ERY ont eu un impact négatif sur la biomasse des microalgues, apres
7 jours de traitements, I'accumulation de la biomasse a diminué par rapport a leurs
témoins respectifs (fig 17), Les résultats indiquent que l'intensité de l'inhibition de
I'accumulation de la biomasse était plus importante chez la spiruline traitée par BLT
+ERY par rapport au traitement individuelle.
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Figure 17: I’effet de BLT et ERY et leur combinaison sur (a) le pois sec et (b) le taux d'inhibition.
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Figure 18: Changements morphologiques sur I'Arthrospira platensis aprés traitement aux pesticides et
Antibiotiques.

2 Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la
teneur en pigments photosynthétiques :
2.1 Teneur en chlorophylle a:
La fig 19 représente la teneur en chlorophylle a (Chl a) dans la cyanobactérie

testée.

Les résultats ont montré que la teneur en Chl a a révélé une augmentation d’un
petit pourcentage de 1.6% en présence de BLT et une augmentation de 14.2% en cas
de traitement par ERY. Cependant, ’ajout d’ERY aux Spiruline a augment¢ la teneur
de Chlorophylle a par rapport a d'Arthrospira platensis traitée aux pesticides (BLT)
de 12.7%. De plus, I’addition combinée de ces facteurs de stress (BLT+ ERY) a
entrainé une diminution non significative de la teneur totale en Chl a de 31.7%, ce qui
s’est révélé que leurs applications individuelles plus nocif que leur application

combinée chez la spiruline respectivement, par rapport au controle (fig 19).
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Figure 19: Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en

chlorophylle a de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

2.2 Lateneur en chlorophylle b :

La figure 20 représente la teneur en chlorophylle b dans la cyanobactérie
testée.

Les traitements de BLT et d’ERY séparément dans la spiruline ont dévoilé une
baisse remarquable de 48.5% et une baisse non remarquable de 1.8% respectivement
de la teneur totale en Chl b, par rapport a leurs témoins respectifs. De plus, en cas de
traitement par ERY, la teneur en chlorophylle b augmenté de 46.7%, par rapport a aux
Arthrospira platensis traitée aux BLT. Par contre, lors de traitement combiné de
pesticide et d’antibiotique chez cette micro algue, il y a une diminution significative
de la teneur en chlorophylle b de 53.1% par rapport aux témoins et une diminution
remarquable par rapport le traitement individuel (fig 20).
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Figure 20: Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en

chlorophylle b de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

3 Effet des BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la
teneur en molécule biochimique :
3.1 Teneur en proteéine :

Les données relatives de la teneur en protéines sont présentées dans la figure 21.

Une augmentation significative de la teneur en protéine a été documenté dans
la Spiruline exposée a de traitement de BLT de 150.6% et une faible augmentation de
13.8% sous le traitement d’ERY. En comparaison, la teneur en protéine dans la
spiruline traitée par BLT a entrainé une augmentation remarquable par rapport a la
spiruline traitée par ERY. La teneur en protéine mesuré lors de 1’application combinée
de pesticide(BLT) et d’antibiotique (ERY) était augmentée significativement de

118.8 % par rapport a celui de témoin et est diminué en cas de traitement individuel
de BLT (fig 21).

49

——
| —



Chapitre 02 Résultats

300- *

Teneur en proteines (%)

CK BLT ERY COM
Traitements

Figure 21:Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en protéine de la
spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
3.2 Teneur en carbohydrate :

Les résultats concernant la teneur en carbohydrate pour Arthrospira platensis
testées ont été representés a la figure 22.

En générale, lors de ’application individuelle de BLT et d’ERY, le niveau de
carbohydrate estimé était de 45.3% et 25.2% respectivement, ce qui était plus
diminuée que ceux mesurés des Arthrospira Platensis témoins. De plus, le traitement
par le BLT a diminué la teneur en carbohydrate par rapport la Spiruline traitée par
ERY. Cependant, lors de traitement combing, la teneur en carbohydrate a entrainé une
augmentation significative de 57.9% par rapport aux contréles et une augmentation
remarquable par rapport au traitement individuel (fig 22).
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Figure 22: Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en

carbohydrate de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répetitions (n = 4).

3.3 Teneur en lipide :

Les résultats concernant la teneur en lipides pour Arthrospira platensis testée
ont été représentés a la figure 23.

En générale, lors de 1’application individuelle de BLT, le niveau de lipide
augmenté de 1.6% et diminué de 16.9% pour un traitement par I’ERY, que ceux
mesurés des spirulines témoins. Cependant, lors de traitement combing, la teneur en
lipide a entrainé une augmentation significative de 49.2% par rapport aux controles et

une diminution remarquable par rapport au traitement individuel (fig 23).
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Figure 23:Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en

lipides de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
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1 Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la
teneur en biomarqueurs de stress oxydative :
1.1 Peroxydation lipidique
L'évaluation de la peroxydation lipidique en équivalents MDA

(malondialdéhyde) dans les cyanobactéries testées exposées au stress du BLT, ERY et
leur combinaison est illustrée a la figure 24.

Une augmentation remarquable de la production de MDA a éte observée pour
Arthrospira platensis soumise a des traitements au BLT de 65.4%, une augmentation
significative de 201.5% en présence d’ERY par rapport aux témoins et comme
comparaison la teneur de MDA dans le traitement BLT diminué de 136.1% par
rapport le traitement par ERY. Le taux de MDA mesuré lors de I’application
combinée de BLT et ERY était diminué par rapport le traitement par ERY de 134.9%,
augmenté de 66.7%et de 1.2% respectivement par rapport aux témoins et dans le cas
de traitement par BLT (Fig 24).
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Figure 24:Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en MDA
de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

1.2 Peroxyde d'hydrogéene (H202) :

Une augmentation remarquable de la génération de H20- a été documenté dans
les microalgues Spiruline exposé a un traitement de BLT (26.1%), une faible
augmentation de 6.2% pour le traitement par ERY et comme comparaison entre ses
derniers, la teneur de H2O> dans le cas de traitement par BLT est grande de 19.9% par
rapport le traitement par ERY. Par contre, lors du traitement combiné de pesticide et
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antibiotique, la teneur de H202 a encore augmenté de 0.8% par rapport aux témoins

et diminué par rapport le traitement individuel (Fig 25).
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Figure 25:Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en H,0;
de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

2 Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la
teneur en ’activité enzymatique antioxydant :
Comme le montre les figures, aprés 96 h d’exposition de BLT et
Erythromycine et leur combiné sur les enzymes de spirulines ont été étudié en termes
d'activite CAT, GST, POD, APX, qui sont détaillés dans les figures.

2.1 Catalase

Une faible diminution de P’activité de la CAT a été observée en réponse au
BLT de 3.5 % et une augmentation de 10.3% aprés le traitement par ERY dans la
Spiruline. Concernant le cas de traitement par le BLT ’activité de CAT diminuée de
13.9% par rapport au traitement par ERY de la Spiruline (fig 26). La combinaison de
traitement au BLT et ERY a provoqué une diminution non significative de 1’activité

de CAT (1.8%) par rapport aux témoins, ainsi qu’une diminution par rapport au
traitement individuel (fig 26).
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Figure 26:Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en CAT
de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
2.2 Activité peroxydase (POD)

Les résultats concernant l'activit¢ POD pour la cyanobactérie testée ont été
épinglés dans la figure 27. L'analyse biochimique indique que l'activité POD a été
diminuée trés hautement significative de 80.8 % en cas de traitement par BLT, et
hautement significative de 49.6% pour le traitement d’ERY. Cependant, lors du
traitement combing, la teneur de POD a entrainé une diminution significative de
76.7% par rapport au contrble, de 27.1% par rapport le traitement par ERY et
augmenté de 4.1 % par rapport le traitement par BLT chez spiruline (Fig 27).

150

%k *k

s,\i I* %k %k
Ia) _ 1
) 100
o
c
o
S 50-
c
(D)
|_

0-

CK BLT ERY COM
Traitements

Figure 27: Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en POD de la
spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
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2.3 Activité ascorbate peroxydase (APX)

D’apres la figure 28, une diminution de I’activité de I’APX a été observé en
réponse au BLT et /ou ERY chez Arthrospira platensis. BLT et ERY ont provoqué
une diminution de I’activité de I’APX (33.9%, 27.4%) respectivement par rapport au
control (Fig 28). D’autre part, I’application conjointe de pesticide et antibiotique a
diminué Pactivit¢ de ’APX de 30.3%. En ajout qu’en présence de BLT D’activité
d’APX a diminu¢ de 6.5% par rapport la Spiruline traitée par ERY.
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Figure 28 : Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en
APX de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

2.4 Activité de la glutathion-S-transférase (GST)

L’exposition au BLT et ERY des Spirulines a entrainé une augmentation
hautement significative au teneur de GST (86.9% et 89%) respectivement par rapport
aux control (Fig 29). D’autre part, 1’application combiné de BLT et ERY a entrainé
une augmentation tres hautement significative de 138.9% par rapport aux témoins et

plus grande que celles observées en réponse a 1’application seule de ses facteurs de
stress (fig 29).
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Figure 29 : Effet de BLT (pesticides), ERY (antibiotiques) et COM (BLT+ ERY) sur la teneur en
GST de la spiruline. Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
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La réponse éco-physiologique des microalgues aux stress des pesticides et des
antibiotiques dépendra de nombreux facteurs, tels que la concentration des substances,
la durée d'exposition, les espéces des microalgues et leurs caractéristiques
physiologiques. Certaines espéces des microalgues peuvent développer des
mécanismes de défense, tels que l'activation de voies de déetoxification, pour faire face
a ces stress. Cependant, d'autres espéces peuvent étre plus sensibles et subir des
dommages importants (Gauthier et al., 2020).

Le suivi de la biomasse de Spiruline reflete I'état réel de la croissance de
microalgue. Dans cette étude, aprés 4 jours de traitements, la Spiruline a révélé une
réduction de la biomasse apres des traitements individuels par BLT (83.7%), d’ERY
(74.3%) respectivement. Cette réduction de la croissance a été augmentée de maniére
substantielle lorsque ces deux facteurs de stress ont été appliqués simultanément
(33.9%) respectivement.

Des études ont montré que TPT peuvent favoriser la croissance d’Ulva,
généralement en raison de sa capacité a augmenter le taux de photosynthese des
algues, augmentant ainsi leur densité cellulaire (Z. Cao et al., 2023). Des études
montrent que I'érythromycine est toxique pour les souches d’Arthrospira platensis
rapportées dans les eaux de surface. L'effet inhibiteur de la croissance de I'antibiotique
démontre que le médicament pourrait nuire a la structure et la dynamique de la
communauté cyanobactérienne dans les eaux contaminées par I'ERY. De maniére
comparable a nos résultats, Machado et Soares (2019) ont observé une diminution de
la biomasse de Raphidocelis subcapitata exposée a des concentrations croissantes
d'érythromycine (Machado & Soares, 2019). La relation positive que nous avons
trouvée entre la croissance des souches et la teneur en chlorophylle donne un apercu
des photosynthéses qui sont essentielles pour assurer une croissance ininterrompue et
I'noméostasie cellulaire des cyanobactéries. Cette découverte est en accord avec
d'autres recherches qui montrent que les antibiotigues comme [l'oxytétracycline
affectent negativement la photosynthese des cyanobactéries des especes de
phytoplancton (Gana et al., 2023). Par conséquent, il a été considéré que la spiruline
répondait au stress du BLT en ajustant la composition des pigments
photosynthétiques.

Gonzalo et al (2013) sont effectués des tests de toxicité individuels et
combinés d’antibiotique sur des organismes aquatiques photosynthétiques. La

cyanobactérie Anabaena CPB4337 et Pseudokirchneriella subcapitata, en raison de
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sa nature procaryote, était en genéral plus sensible que lI'algue verte aux antibiotiques
testés. Des études d'interactions toxicologiques ont indiqué que la synergie était
prédominante dans les mélanges binaires et multi composants dans des scénarios réels
de contamination. Lors de I'évaluation des risques liés aux mélanges d'antibiotiques,
la combinaison d'érythromycine et de tétracycline a présenté une valeur de quotients
de risque supérieure a 1, ce qui représente un risque écologique potentiel pour les
organismes aquatiques, compte tenu du mode d'utilisation actuel de ces deux
antibiotiques (Gonzalo et al., 2013).

Wang et al (2020) ont prouvé que la Carbamazepine a montré des effets
d'inhibition sur la croissance de Spirulina platensis, et les activités SOD et CAT et la
teneur en chlorophylles, caroténoides, carbohydrates et lipides de S. platensis ont
augmenté de maniere significative. Ces résultats révélent que S. platensis posséde un
mécanisme de protection contre la toxicité du CBZ similaire a celui des microalgues
eucaryotes (Q. Wang et al., 2020).

Une étude par Pan et al (2021) a démontré la possibilité de réutiliser des
espéces d'algues nuisibles pour remédier efficacement a des concentrations élevées
d'antibiotiques. L'espece cyanobactérienne nuisible, M. aeruginosa, a fourni une
capacité supérieure, efficace et rapide d'élimination de la tétracycline a favorisé
I'nydrolyse de la tétracycline en augmentant le pH de I'eau, mais la biodégradation a
contribué a la majeure partie de I'élimination par M. aeruginosa (Pan et al., 2021).

Cao et al (2023) ont conclu que le triphenyltin (TPT) peut constituer une
menace pour des nombreuses especes non ciblées comme la Chlorella par I'étude des
effets de diverses concentrations de TPT sur la Chlorella sp, marine est importante, et
montré de mieux comprendre les mécanismes des effets du TPT sur la densité
cellulaire et la photosynthése de la Chlorella sp, marine en évaluant les systémes de
défense antioxydants et I'expression des genes liés a la photosynthése. Elle fournit une
référence concernant la toxicité de TPT sur le phytoplancton et apporte certaines
données a I'appui de la protection et de I'évaluation de I'écologie marine (Z. Cao et al.,
2023).

Les pigments photosynthétiques jouent un rdle important dans la
photosynthése des microalgues. La chlorophylle a joué un rdle trés important dans la
synthese des biomolécules, la photosynthese est essentielle pour la production
d'énergie cellulaire et est influencée par divers facteurs, tels que la concentration de
chlorophylle a dans les cyanobactéries et les algues (Gana et al., 2023).

58

——
| —



Chapitre 03 Discussion

Les résultats de la présence étude ont montré une augmentation du contenu de
Chl a dans la spiruline soumis au BLT et ERY (101.58% et 114.23%) respectivement,
cette augmentation due que, les facteurs de stress qui suscitent de nouvelles
préoccupations, tels que les ERY, qui modifient la concentration de chlorophylle a et
d'autres pigments secondaires peuvent également compromettre la quantité de substrat
organique genérée par les especes de phytoplancton. Plus encore, de substrats
organiques peut entrainer des modifications de la quantité et de la qualité des
vitamines et des minéraux, des hormones, des protéines et de lipides synthétises par
les cyanobacteéries et les algues vertes , Cela pourrait avoir un effet d'entrainement sur
le réseau alimentaire aquatique (Gana et al., 2023) . De plus, le degré de réduction
était diminué en réponse au traitement combiné BLT+ ERY (68.23%), par rapport a
leurs controles respectifs.

Dans cette étude, la diminution de la teneur en Chl b des cyanobactéries peut
étre due a la fois au blocage du photosysteme (Zhang et al., 2021) au stress des
pesticides, des antibiotiques et leur combinaison .

L’étude réalisée par Jiang et al, (2023) montré que l'effet de I’antibiotique
NFX dans la teneur en chlorophylle, ont présenté les variations les plus évidentes,
similaires a la croissance de la biomasse d'A. Platensis, ce qui suggeére l'influence

préférentielle sur le systeme photosynthétique (Jiang et al., 2023).

Les carbohydrates et les protéines jouent un réle important dans la répartition
du carbone, la photosynthese, I'noméostasie osmotique et le métabolisme (Rosa et al.,

2009), Et la subsistance du réseau alimentaire aquatique (Gana et al., 2023).

Les protéines sont des composants importants des biomolécules et des
catalyseurs dans les réactions biochimiques, et elles sont utilisées comme indicateurs

des changements dans le métabolisme des micro algues (Zhou et al., 2021).

Les résultats de la présence étude ont montré que la teneur en protéines
solubles des algues augmente généralement apres une exposition a des polluants
(BLT, ERY et leur combinaison), cette augmentation peut étre due que les algues
peuvent éliminer les effets toxiques des polluants par I'accumulation de protéines. La
teneur totale en protéines solubles d’espece testée (microalgue) a augmente au fur et a
mesure que les concentrations d’OXY et SMZ augmentaient indiquant ainsi que le

stress dd aux antibiotiqgues a stimulé la production de protéines. En outre,
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I’accumulation des protéines solubles peut étre causée par la rupture des cellules sous
I'effet de fortes concentrations. L'accumulation et le stockage de biomolécules dans
les algues ont éeté attribués a une réaction physiologique au stress dans I'écosysteme
aquatique (Zhou et al., 2021).

Dans la présente étude, I'augmentation des protéines solubles est liée & une
variété de processus meétaboliques dans les cellules, ce qui est un mécanisme de
défense des microalgues contre le stress environnemental. Une augmentation de
protéines de nos organismes exposés indique probablement qu'ils contiennent une
teneur élevée en proline. La proline est largement est un agent chélateur efficace qui
s'accumule dans les plantes dans des conditions de stress. D'autres travaux ont attribué
l'augmentation de la teneur en protéines des cyanobactéries telles que Spirulina
platensis a une teneur élevée en proline en cas de stress xénobiotique. Néanmoins,
une teneur en protéines plus faible dans les organismes traités peut étre considérée

comme un indice de stress oxydatif (Yisa et al., 2021).

On sait que les carbohydrates jouent un rdle important dans la formation des
exopolysaccharides chez les cyanobactéries, une couche défensive autour de la cellule
(Chaudhary et al., 2019).

Les résultats de la présence étude ont montré une diminution du contenu des
carbohydrates dans la spiruline soumis au BLT et ERY. De plus, le degré de réduction
était augmenté significativement en réponse au traitement combiné BLT+ERY, par

rapport a leurs contrdles respectifs.

Les cyanobactéries contiennent plusieurs enzymes antioxydantes qui jouent un
role essentiel dans l'atténuation des différents stress. Lorsqu'elles sont exposées a des
contaminants toxiques, les algues peuvent produire des especes réactives de I'oxygéne
(ERO), notamment des radicaux superoxyde (O -), des radicaux hydroxyles (-OH) et
du peroxyde d'hydrogéene (H202), qui ont également de fortes propriétés d'oxydation
et causent des dommages mortels aux cellules des algues par la peroxydation des
acides gras polyinsaturés (AGPI) (Q. Xiong et al., 2021). La peroxydation des AGPI
diminue la fluidité de la membrane, ce qui peut détruire les fonctions physiologiques
et biochimiques des cellules. L'activité de la CAT et la teneur en MDA ont été
utilisées comme indicateurs de la toxicité des contaminants dans des études
antérieures (Melegari et al., 2012; Qian et al., 2008).
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H20> est un oxydant et molécule de signalisation en raison de sa stabilité
relative. En plus d'étre produit secondairement a partir du superoxyde, H.O> peut étre
généré a des taux élevés par une réduction a deux électrons de 1'O catalysée par des
enzymes telles que la glycolate oxydase photorespiratoire (Yang, 2018).

Les glutathion S-transférases (GST) constituent un groupe important et
diversifié d'enzymes qui catalysent la conjugaison de substrats xénobiotiques
électrophiles avec le glutathion. Les conjugués de glutathion sont ensuite transférés
dans la vacuole par des pompes GS-X dépendantes de I'ATP et dégradés. Bien que
des nomenclatures spécifiques aient été proposées pour ces GST, il reste encore
beaucoup a découvrir concernant leurs fonctions (Han, 2012)

Dans la présence étude, la teneur en GST entraine une augmentation
hautement significative en cas de traitement individuel par BLT et ERY et une

augmentation trés hautement significative en cas de traitement combiné.

APX sont I’enzyme centrale du cycle ascorbate-glutathion connues pour
équilibrer le statut redox a l'intérieur des cellules en situation de stress. Les résultats
de la présence étude ont montré une diminution du contenu d’APX dans la spiruline
soumis au BLT et ERY. De plus, le degré de réduction était diminué non
significativement en réponse combiné BLT+ERY, par rapport a leurs controles

respectifs.

Dans la présence étude, pour le POD, il y a une diminution tres hautement
significative en cas de BLT et hautement significative en cas de ERY, une diminution

pour un traitement combiné

Kumar et al (2008) ont prouvé que dans les cultures traitées au PQ, SOD,
CAT, APX et GR ont augmenté. D'autres pesticides comme I'endosulfan ont
également éte signalés pour l'activite antioxydante chez Nostoc muscorum, Aulosira
fertilissima et Anabaena variabilis (Kumar et al., 2008). L'activité des enzymes
antioxydantes avec l'augmentation de la concentration de PQ a été rapportée dans
d'autres algues, y compris d'autres algues, notamment Chlorella vulgaris et Chlorella

pyrenoidosa (Afzal et al., 2022).

Le MDA est le produit de décomposition final de la peroxydation lipidique des

acides gras polyinsaturés dans les biomembranes d’ou ils sont libérés pour réagir avec
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les protéines et les acides nucléiques (Zhou et al., 2021). La teneur en MDA est
considérée comme un indicateur important qui peut refléter les dommages causés aux

biofilms cellulaires par I'oxydation (Z. Cao et al., 2023).

L'accumulation de MDA peut indiquer une membrane lipidique et des cellules.
Dans un étude, la teneur en MDA a augmenté rapidement avec un traitement par
OXY, ce qui indique que l'intégrité des membranes cellulaires a été endommagée par
ses facteurs de stress, ce qui est en accord avec les résultats de I'étude de (Zhou et al.,
2021) . Cet effet suggere que les membranes cellulaires ont été endommagées dans
cette étude en raison de I'inhibition par OXY de la synthése des protéines bactériennes
en se combinant avec la sous-unité ribosomale 30S pour empécher I'association entre
I'aminoacyl-ARNt et la sous-unité ribosomale 30S (Zhou et al., 2021) . Par
conséquent, si la teneur en MDA augmente en peu de temps, cela signifie que le
systeme antioxydant de l'organisme peut étre extrémement instable selon Feng et
Wang 2020. Afin de faire face au stress oxydatif causé par des réactions négatives
externes et assurer le fonctionnement normal de la spiruline, elle a besoin de la SOD,
de la CAT, de la peroxydase (POD) et d'autres antioxydants. Le systeme de protection
contre I'oxydation est utilisé pour décomposer une grande quantité de ERO générées
par les cellules du corps en raison de la réponse au stress. Parmi eux, la SOD peut
catalyser le radical libre anion superoxyde et le disproportionner pour générer de
I'oxygeéne et de I'nydrogéne, qui est la principale substance permettant de piéger les
ERO et constitue également une défense antioxydante. Le systéme est la premiere
ligne de défense. En tant que produit catalytique de la SOD, le peroxyde d'hydrogéne
a encore un certain effet toxique. A ce moment-la, CAT peut catalyser le peroxyde
d'’hydrogéne pour générer de l'oxygene et de l'eau. Les deux enzymes, la SOD et la
CAT, se coordonnent et jouent un rble important dans le piégeage des radicaux

superoxyde (Z. Cao et al., 2023).

Des niveaux élevés de MDA dans les microalgues marines Isochrysis galbana
ont également été observés lorsqu'elles sont exposées a I'oxytétracycline et au cuivre
(C. Wu & He, 2019).

Des autres résultats ont montré que l'activité des enzymes antioxydants, la
peroxydation lipidique et la teneur intracellulaire en H.O, de la souche étudiee

(microalgue) étaient affectées de diverses maniéres lorsqu'elles étaient exposées a
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I’AMX. L'exposition aux xénobiotiques (pesticides ou antibiotique) induit un stress
oxydatif dans les cellules du phytoplancton, qui peut étre facilement surveillé par des
changements dans les niveaux de ERO intracellulaires comme le peroxyde
d'hydrogene (H202). Ainsi, l'augmentation de la teneur de H>O» dans la souche
montre que les organismes ont subi un stress oxydatif lors de I'exposition a TAMX de
maniere dépendante de la concentration. Dans une étude récente de Lee et al. 2020, la
production de ERO peut endommager les composants intracellulaires des cellules, ce
qui a été lie a la mort des cellules cyanobactériennes. L'augmentation de la
concentration de ERO dans la souche exposée a entrainé une augmentation de la
concentration de MDA chez M. aeruginosa et M. flosaquae, ce qui indique une
peroxydation des lipides. La formation de MDA est l'un des produits de
décomposition finale des polymeéres lipidiques et des hydro peroxydes primaires. Des
élévations significatives de l'activité de la peroxydase indiquent l'implication de
I'enzyme dans la détoxification du H>O> dans les différentes conditions de traitement
des souches (Gana et al., 2023).

Ce processus est responsable de I'activité accrue de la GST observée dans les
cyanobactéries exposées a 'AMX. Bien que I'augmentation de l'activité de I'enzyme
ne flt pas linéaire chez M. flosaquae, des résultats montrent que, par rapport aux
cultures de contrdle, I'augmentation de I'activité de la GST signifie qu'elle joue un rdle
essentiel dans la détoxification de I'AMX (Gana et al., 2023).

A notre connaissance, la présence étude a démontré pour la premiére fois les
effets néfastes des xénobiotiques tels que les pesticides, les antibiotiques (BLT et
Erythromycine) sur la croissance et le métabolisme des cyanobactéries comme
Spiruline. L’addition combinée de BLT et ERY a modifié¢ la croissance, la teneur de
Chl a et b, et de protéines totales, tout en diminué 1’activité de APX, CAT et POD, en
augmente la teneur en MDA, GST et H20..
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Conclusion

Avec une application étendue et une toxicité élevée, le BLT et ’ERY peuvent
constituer une menace pour de nombreuses especes non ciblées. Les producteurs
représentés par [’Arthrospira Platensis constituent une partie importante de
I'environnement écologique marin et la base de la chaine alimentaire marine. Cette
étude a exploré de maniére exhaustive l'effet de I'érythromycine, belt et leur
combinaison sur la spiruline est importante. Dans I'ensemble, cette étude nous permet
de mieux comprendre les mécanismes des effets du BLT, ERY et leur combinaison
sur la photosynthese de I’Arthrospira, en évaluant les systemes de défense
antioxydants. De nos travaux on peut conclu I’accumulation de biomasse a été
diminué dans tous les cas de traitement 1’étude actuelle a révéler que ’application
combiné d’un pesticides et antibiotiques était plus de dommageable pour Ia
cyanobactérie que leur application seule 1’exposition au pesticide ou antibiotique
augmente de I’accumulation de H20- et les niveaux enzymatiques CAT, GST. Aussi
I’application combinée de BLT+ERY augment la teneur en H20., ainsi les
composants antioxydants. Finalement elle fournit une référence concernant la toxicité
des niveaux environnementaux des pesticides et des antibiotiques sur le phytoplancton
et apporte certaines données a l'appui de la protection et de I'évaluation de I'écologie
marine. En perspective, des études antérieure utilisent des techniques de biologie
moléculaire est nécessaire pour apprendre 1’effet des polluantes sur les producteurs

primaire comme les microalgues.
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Résume

La contamination par les pesticides et les antibiotiques peut étre tres préoccupante pour I'environnement
et nécessite des approches efficaces pour leur élimination. Le but de cette étude est déterminer les effets des Belt
(BLT), Erythromycine (ERY) et leurs combinés du BLT+ERY apres 4 jours de culture sur les parametres
morphophysiologiques (les pigments photosynthétiques) et biochimiques (MDA, H202, protéines, CAT, APX,
GST, POD) des microalgues ont été étudiés. Les résultats ont montré que il y’a une diminution dans la croissance,
lors de I’application individuelle de BLT et ERY. L’application de combinée des pesticides et des antibiotiques
encore diminué la croissance du la spiruline. Nos résultats montrent une augmentation des teneurs de MDA et une
activation de systéme antioxydant lors de 1’application individuelle de BLT et ERY. L’application combinée des
BLT+ERY encore augmente la production des enzymes. Les résultats conclu que la toxicité de combiné (BLT+
ERY) est plus danger pour la croissance d’Arthrospira Platensis par rapport a la toxicité individuelle.

Mots clés : Belt, Erythromycine, Arthrospira Platensis, toxicité combinée, croissance.

Abstract

Pesticide and antibiotic contamination can be of great concern to the environment and requires effective
approaches for their removal. The aim of this study is to determine the effects of Belt (BLT), Erythromycine
(ERY) and their combined BLT+ERY after 4 days of culture on morphophysiological (photosynthetic pigments)
and biochemical (MDA, H202, proteins, CAT, APX, GST, POD) parameters of microalgae were studied. The
results showed that there is a decrease in growth, when applying BLT and ERY individually. The combined
application of pesticides and antibiotics further decreased the growth of Spirulina. Our results show an increase in
MDA levels and an activation of antioxidant system during individual application of BLT and ERY. The combined
application of BLT+ERY further increases the production of enzymes. The results concluded that the combined
toxicity (BLT+ ERY) is more dangerous for the growth of Arthrospira Platensis compared to the individual
toxicity.

Keywords: Belt, Erythromycine, Arthrospira Platensis, combined toxicity, growth.
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