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IMPACTS DES SUBSTANCES PHARMACEUTIQUES SUR L’EAU ET
LES MILIEUX AQUATIQUES

RESUME.

Les produits pharmaceutiques constituent un groupe important de polluants émergents, dont la
présence a été décrite dans de nombreuses parties environnementales. Cependant, les connaissances
sur son impact potentiel sur les organismes terrestres et aquatiques sont encore rares. Les effets
toxiques possibles des produits pharmaceutiques (paracétamol, ampicilline, diclofénec, amoxilline,
pénicilline) a des concentrations en mg et ug ont été évalué en utilisent un modele d’un plante et sur
un modéle d’un micro organisme. Les effets des produits pharmaceutiques individuels ainsi que des
mélanges sur les plantes ont été évalués a l'aide de différents paramétres, margqueurs morphologiques,
physiologique et biochimiques,. Aprés une période d'exposition d’une semaine. Les résultats
indiquent gue les produits pharmaceutiques seul et en combinaison affecte la croissance et la teneur en
chlorophylle dans les plantes d’aubergine. De plus, les polluants émergents induit un stress oxydatif
dans les feuilles d’aubergine. Nous avons également évalué I'effet des préparations pharmaceutiques
sur la diversité et la densité des diatomées, et les résultats de dénombrement ont montré une réduction
décimale des diatomées et un légeére effet sur la diversité. Les découvertes actuelles fournissent de
nouvelles preuves biochimiques et physiologiques mettant en évidence les produits pharmaceutiques
étudiés en tant que facteur de stress abiotique émergent, et soulignent la nécessité de poursuivre les
recherches sur les écoulements d'eaux usées dans les environnements agricoles naturels.

MOTS-CLES. Stress oxydatif, produits pharmaceutiques, aubergine, paracétamol, diclofénec,
diatomées.

IMPACTS OF PHARMACEUTICAL SUBSTANCES ON WATER AND
AQUATIC ENVIRONMENTS

ABSTRACT

Pharmaceuticals are an important group of emerging pollutants, the presence of which has been
described in many environmental parts. However, knowledge about its potential impact on terrestrial
and aquatic organisms is still scarce. The possible toxic effects of pharmaceutical products
(paracetamol, ampicillin, diclofenec, amoxillin, penicillin) at mg and pg concentrations were
evaluated using a plant model and a microorganism model. The effects of individual pharmaceuticals
as well as mixtures on plants were evaluated using different parameters, morphological, physiological
and biochemical markers. After an exposure period of one week. The results indicate that the
pharmaceuticals alone and in combination affect growth and chlorophyll content in eggplant plants. In
addition, emerging pollutants induce oxidative stress in eggplant leaves. We also assessed the effect of
pharmaceutical preparations on diatom diversity and density, and count results showed a decimal
reduction in diatoms and a slight effect on diversity. The current findings provide new biochemical
and physiological evidence highlighting the pharmaceuticals being studied as an emerging abiotic
stressor, and underscore the need for further research into wastewater flows in natural agricultural
environments.

KEY WORDS. Oxidative stress, pharmaceuticals, eggplant, paracetamol, diclofenec, diatoms.
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INTRODUCTION GENERALE

e développement de 1’industrie, de 1’agriculture et la croissance de la population

conduit a I’utilisation de nombreuses substance chimiques. Avec 1’amélioration de

la surveillance et les progrés réalisés en matiére d’analyse environnementale, la
présence d’un nombre de ces composés chimiques dits «polluant émergent» et mise en
évidence dans les différentes matrices (air, eau et sol) (Maroga Mboula, 2012).
Par ailleurs, le probléme de la pollution de I’environnement et plus spécialement, celui de
I’eau est devenu un sujet d’une cruciale importance a cause de sa raréfaction fortement
ressentie, surtout dans les pays en voie de développement. L’homme est le principal
responsable de la pollution du fait de I’extension croissante de 1’agriculture, I’urbanisation
et I’industrialisation (Pépin, 2006).
La présence de résidus de médicaments dans 1I’environnement est un sujet de préoccupation
récent (Santos et al., 2010). Elle a été signalée pour la premiére fois aux Etats-Unis dans les
annees 70, avec la détection d’antibiotiques dans les eaux usées (Verstraeten, Heberer, &
Scheytt, 2002). Prés de dix ans plus tard, des résidus de medicaments ont été détectés en
Grande-Bretagne. Néanmoins, c’est seulement a partir des années 90 que les connaissances
sur cette contamination environnementale se sont développées (Santos et al., 2010). Ceci a été
possible grace au progres des techniques d’analyse qui permettent la détection de quantités de
I’ordre du pg/l dans des échantillons complexes (Smith & Burgett, 2005).
Les composés pharmaceutiques retrouvés dans 1’environnement proviennent principalement
de I’¢limination de ces molécules et leurs métabolites par les hommes ou les animaux sous
traitement thérapeutique. Leurs concentrations dans les eaux, variables d’un site a I’autre mais
¢galement d’un composé a I’autre, sont généralement faibles. Cependant, des concentrations
non négligeables de ces composes, de quelques nanogrammes par litre a quelques centaines
de microgrammes par litre ont parfois été observées (Deng, Blok, & Van Der Leun, 2012).

Les produits pharmaceutiques contiennent des substances actives et sont utilisés pour la
prévention, le diagnostic ou le traitement des maladies ainsi que pour restaurer, corriger ou
modifier des fonctions organiques (Monteiro & Boxall, 2010). Aprés consommation par
I’homme ou I’animal, certains médicaments seront plus ou moins métabolisés et d’autres
resteront intacts (Monteiro & Boxall, 2010). Par conséquent, ils seront excrétés sous forme de

molécules-meéres et/ou de métabolites (Bouvier, Durand, & Guillet, 2010) et déversés dans le
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milieu aquatique via le rejet des eaux usées domestiques (K Kimmerer & Schuster, 2008) Les
risques potentiels dus a la présence de telles substances dans les eaux sont mal connus et
I’effet cumulatif de cette pollution sur la sante humaine et ’environnement reste encore
difficile a évaluer. Ainsi des travaux d’étude et de recherche sont nécessaires pour mieux

connaitre les dangers et caractériser les expositions.

Les risques potentiels dus a la présence de telles substances dans les eaux sont mal connus et
I’effet cumulatif de cette pollution sur la sante humaine et 1’environnement reste encore
difficile a évaluer. Ainsi des travaux d’étude et de recherche sont nécessaires pour mieux

connaitre les dangers et caractériser les expositions.

Dans le futur, la situation actuelle va trés probablement s'accentuer suite a 1’augmentation de
la consommation de médicaments. Celle-ci est liée a la fois a I’augmentation de la population
et a I’augmentation du nombre de personnes agées. De plus, avec I’amélioration des standards
de vie et la mise sur le marché de médicaments moins chers, 1’acces aux médicaments grandit
au niveau mondial, spécialement dans les pays émergents (Klaus Kimmerer, 2010). Pour
leur part, les industries pharmaceutiques n’ont pas comme priorité la fabrication de
médicaments « plus verts », ou plus respectueux de I’environnement. Elles visent d’abord une

plus grande efficacité thérapeutique avec le moins d’effets secondaires possibles.

Dans cette étude, notre présent travail et de mieux comprendre les réponses des plantules
d’aubergine et d’un micro algue les diatomées aux stresses causés par la présence des produits

pharmaceutiques.
Le présent manuscrit est présenté de la fagon suivante :

e Le premier chapitre est consacré a la synthése bibliographique relative a la
présence des produits pharmaceutiques dans I’environnement ainsi que leur impacts
et risques potentiels associés a ces Composes.

e Le deuxiéeme chapitre représente 1’ensemble des méthodes expérimental et
comporte : une présentation du matériel, méthodologie expérimentaux utilisés dans
la réalisation de cette étude. Les essaie porteront en premier lieu les effets des
produits pharmaceutiques par les deux procedé les plantules et le micro algue.

e Le troisieme chapitre présente I’ensemble des résultats obtenus expérimentalement

et leur discussion.
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES

1.1 POLLUANT EMERGENT

1.1.1 Concept de polluant émergent

Les composés dits "polluants émergents" sont les substances retrouvées dans I’environnement a
faibles concentrations grace a ’amélioration de la surveillance et le développement des
techniques analytiques.

Pour un grand nombre de ces composés, il existe peu de données relatives a leur devenir, leur
comportement dans I’environnement et les effets probables qu’ils peuvent avoir sur les étres
vivants ne sont pas encore bien définis (Maroga Mboula, 2012).

Le terme « polluants émergents » regroupe des composés de nature chimique ou biologique
qui peuvent étre d'origine industrielle, agricole, domestique ou naturelle. Peuvent

étre classés comme polluants émergents les stéroides, les médicaments a usage humain ou
vétérinaire, les produits de dégradation de détergents non ioniques, les désinfectants, les

phtalates etc.... tel qu’il est présenté dans le tableau (1.1)(Maroga Mboula, 2012).

Tableau(1.1) : Classe de polluants émergents (Maroga Mboula, 2012)

Produits Exemples de composé

Produits pharmaceutiques
Antibiotiques

Triméthoprime, érythromycine, lincomycine,
sulfaméthoxazole

Codéine, ibuproféne, acétaminopheéne, aspirine,
diclofénac, fénoproféne

Analgésiques, anti-
Inflammatoires

Médicaments psychotiques

Diazépam

Régulateurs de lipide

Bézafibrate, acide clorifibrique, acide fénofibrique

B-blogquants

Métoprolol, propanol, timolol

Stéroides et hormons

Estradiol, oestrone, oestriol, diéthylstibestrol

Produits a usage ménager

Parfums
Produits solaires
Insecticides
Antiseptiques

Polycyclique, macrocyclique
Benzophénone, méthylbenzylidéne
N,N-diéthyltoluamide

Triclosan, chlorophéne

Les tensioactifs et leurs
Métabolites

Ethoxylates d’alkylphénol, 4-nonylphénol, 4-
octylphénol,Carboxylates d’alkylphénol

Produits a retard de flamme

Ethers diphényliquespolybromés,
tétrabromobisphénol A

Additifs industriels

Agents chélatant (EDTA), sulfate aromatique

Additifs d’essence

Dialkyl d’éther, méthyl-ter-butyl éther (MTBE)
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Les polluants émergents se retrouvent dans I’environnement a des concentrations variables

allant de I’ordre du ng/L au pg/L. Ces derniers entrent dans 1’environnement par les effluents
des stations d’épuration, par les excréments des animaux (médicaments), par 1’épandage des
boues et aussi par les lixiviats des eaux des décharges.
Les étres vivants se retrouvent ainsi exposés a une multitude des composés qui peuvent avoir
des effets nefastes sur eux. Il est alors nécessaire de pourvoir identifier les effets potentiels
que ces composés peuvent avoir sur I’Homme, la faune et la flore (Maroga Mboula, 2012).
1.2 polluants émergents de classe pharmaceutiques
1.2.1 Définition
Les substances pharmaceutiques sont des molécules possédant des propriétés curatives,
préventives ou administrées en vue d'établir un diagnostic. Elles sont classées selon :

e L’effet pour lequel elles sont congues (Antibiotiques, Analgésiques...),

e Leur structure chimique (parmi les Antibiotiques : Quinolones, Céphalosporine...),

e Leur mode d’action (anti-métabolites ou agents alkylants) (Ra, Oh, Lee, & Kim, 2008).

Leurs propriétés physicochimiques leur conferent des capacités de franchissement des
membranes biologiques, elles sont généralement considérées comme des polluants émergents
compte tenu du récent intérét dont elles font 1’objet, et sont souvent classées dans une catégorie
que I’on qualifie de « micropolluants » car les concentrations retrouvées dans les milieux
aquatiques sont de 1I’ordre du nanogramme ou du microgramme par litre (Ra et al., 2008).

Les produits pharmaceutiques, qui sont congus pour étre des substances biologiquement
actives, peuvent aussi étre source de préoccupation par leurs interactions possibles avec
les organismes non ciblés dans I’environnement mais aussi pour les humains (Klavarioti,
Mantzavinos, & Kassinos, 2009). Ils sont généralement lipophiles et résistants a la
biodégradation, ayant ainsi un grand potentiel d'accumulation et de persistance dans

I'environnement (Paxeus, 2004).

En outre, les produits pharmaceutiques peuvent étre stables dans I'environnement ou soumis a
des transformations biotiques et/ou abiotique, et parmi les transformation a biotiques, la photo-
dégradation qui est le processus d'élimination le plus important, ce qui conduit parfois a la
formation de produits beaucoup plus toxiques que les composés parentaux (Isidori, Bellotta,
Cangiano, & Parrella, 2009).
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1.2.2. Historique des produits pharmaceutiques

La présence de produits pharmaceutiques dans I’environnement aquatique a été mise en
évidence dans le milieu des années 1960 et 1970. Les premiers rapports publiés par
(Hignite & Azarnoff, 1977; Stumm-Zollinger & Fair, 1965), ont démontré une élimination
incomplete de certains produits pharmaceutiques par le traitement des eaux usées ainsi que leur
introduction dans 1’environnement via les stations d’épurations des eaux usées. Malgré cette
découverte, cette problématique n’a attiré ’attention des chercheurs qu’aprés les années 1990
(Desbrow, Routledge, Brighty, Sumpter, & Waldock, 1998; Halling-Sgrensen et al., 1998;
Purdom et al., 1994). Les progrés des méthodes d’analyse, particulierement le couplage de la
chromatographie en phase gazeuse ou de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de
masse, permettent d’évaluer des quantités de plus en plus faibles de toutes sortes de
molécules, de mieux les séparer et de mieux les identifier. Ainsi, la présence de médicaments et
de leurs metabolites a pu étre mise en évidence a des concentrations de 1I’ordre du ng L™1.
Depuis, plusieurs études publiées ont signalé la présence de ces composés dans
I'environnement (Al-Rifai, Gabelish, & Schafer, 2007; Conley, Symes, Kindelberger, &
Richards, 2008; Kolpin et al., 2002; T. Ternes, Bonerz, & Schmidt, 2001; T. A. Ternes, 1998), a
des différentes concentrations allant jusqu’au pg L-1, en raison de leur utilisation croissante et
de leur diversité(Bound & Voulvoulis, 2004).

1.2.3. Les produits pharmaceutiques dans I’environnement

Parmi les micropolluants émergents, les produits pharmaceutiques ont attiré I'attention depuis
plusieurs années. Ce sont des substances actives qui peuvent rester longtemps dans l'eau et
principalement retrouvés dans les eaux usées. De plus, les composés pharmaceutiques assimilés
par I’homme et les animaux peuvent se dégrader au sein des organismes vivants, et les produits
de dégradation issus de la métabolisation, également excrétés dans les urines, peuvent aussi étre
considérés comme micropolluants (Djemai, Boukrouk, & Rouibah, 2020).

Les stations d'épuration, bien qu'elles se soient significativement améliorées sur le plan
technique ces derniéres années, n'ont pas été concues pour éliminer la totalité des molécules
pharmaceutiques. Par exemple, méme si le paracétamol y est dégradé a plus de 90 %, on en
retrouve des traces dans les eaux usées remises en circulation, puis dans les eaux de surface.

Certains composés, comme le diclofénec ou la carbamazépine, ne se dégradent quasiment pas.
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Ces résidus de produits pharmaceutiques, rejetés dans les eaux de surface, peuvent donc

présenter un risque environnemental non négligeable (Djemai et al., 2020).
1.2.4. Présence de produits pharmaceutiques dans I’eau :
De nombreuses classes pharmaceutiques telles que des antibiotiques, des analgésiques, des
anti-inflammatoires, des antihypertenseurs, des [-bloquants, des agents de contraste ou des
antiépileptiques sont retrouvées dans les eaux. D’une manicre générale, les concentrations en
produits pharmaceutiques retrouvées dans 1’environnement varient d’un composé a 1’autre, mais
¢galement d’un site a I’autre.
Les concentrations rapportées dans les effluents de stations d’épuration ou dans I’cau de surface
vont de quelques nano-grammes par litre & quelques centaines de microgrammes par litre. Les
différences régionales d’utilisation des médicaments ainsi que la biodégradabilité des produits
pharmaceutiques et de leurs métabolites pourraient expliquer ces différences de concentrations
retrouvées dans 1’environnement tableau 1.2 (Djemai et al., 2020).

Tableau 1.2. Composés pharmaceutiques abondants dans 1’environnement(Benchaabane &

Chadouli, 2019).

Groupe Produits pharmaceutiques Concentration(ug/L)
Oflaxacin,Chlortetracycline,Oxytetracyclin
e,Streptomycin, Flumequine, Ciprofloxacin,
Trometoprim,Lincomycin,Azithromycin,CI
Antibiotique arithromycin,exythromycin,N4- 17
AcetySulfamerthoxazole,Sulfamerthoxazol
e,Roxithromycin,Sulfamethazin

Antidépressifs Mianserin 0.004

Tranquillisants Diazépam

Antiépileptiques Carbamazépine 1.21
Acideasétylsalicylique(Aspirine),Dicloféna

Analgésiques c,Ibuproféne, Acétaminophéne, Métamizol, 10
Codéine,

Indométacine,Naproxen,Phenazone,Fenopr
ofen,Paracétamol
Agent Diatrizoate, lohexol, loméprol, lopamidol,

decontraste lopronide, Acidelothalamine,Acide 10
loxithalamine
Meétoprolol,Propanolol,Nadolol,Aténolol,
Beta-Bloquants 1.07

Sotalol,Bétaxolol
Anticancéreux Cyclophosphamide, Ifosfamide 1.46
Diurétiques Furosémide 0.067
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1.2.4.1 Les antibiotiques

Les antibiotiques regroupent différentes familles : les pénicillines, les béta-lactamines
bactéricides parmi lesquelles 1’amoxicilline, les céphalosporines (cefixime, ceftriaxone)
inhibant la synthese de la paroi bactérienne, les aminosides (gentamicine), bactéricides
inhibant la synthése protéique, les macrolides (érythromycine, clarithromycine), les
bactériostatiques agissant au niveau des sousunités ribosomales 50 S, les tétracyclines
(doxycycline) a propriété bactériostatique, et les fluoroquinolones (ciprofloxacine,
norfloxacine), bactéricides inhibiteurs de la synthése I’ADN. L’association de sulfamides
(sulfaméthoxazole) et de benzylpyrimidine (triméthoprime) présente une action bactéricide
par inhibition de la synthése de 1’acide folique(Madikizela et al., 2020).

1.2.4.2 Les analgésiques : le paracétamol

Le paracétamol est un analgésique et un antipyrétique. Il semble inhiber la cyclo-oxygénase
au niveau du systeme nerveux central sans action périphérique, raison pour laquelle il est
dénué d’effets anti-inflammatoires. Chez les poissons, un homologue de la cox-2 a été mis en
évidence dans les macrophages de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchusmykiss), ou 1’on
retrouve 83% d’homologie avec la cox-2 humaine et 77% avec la cox-1. Cette homologie
suggérerait une sensibilité des poissons a cette molécule (Collette-Bregand, James, Munshy,
& Bocquene, 2009; Tixier, Singer, Oellers, & Miller, 2003).

1.2.4.3 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les taux de destruction dans les stations d’épuration d’eaux usées varient de 26 % a 92 %
respectivement pour le diclofénac et I’ibuprofeéne d’apres leurs mesures en amont et en aval
mais ces taux peuvent varier fortement d’une station d’épuration a ’autre (Lindqvist et
al. 2005) et aussi en fonction de I’age des boues activées (Janex-Habibi et al. 2004), ce qui ne

facilite pas 1’évaluation des risques.

Le diclofénac est assez mal éliminé, avec des taux variables de 17 a 70 % dans les stations
d’épuration, ce qui explique sa présence assez fréquente dans les eaux de surface (Buser,
Poiger, & Miller, 1999).
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1.2.4.4 Les anticancereux

Les médicaments anticancéreux se retrouvent de facon sporadique dans les effluents des
STEP via les eaux d’égout domestiques car leur demi-vie d’élimination corporelle est assez
longue. Un des problémes a résoudre est qu’ils ne semblent pas bien €liminés par les stations
d’épuration. Ces médicaments sont, de plus, trés persistants dans I’environnement car trés peu
biodégradables.

Des médicaments anticancéreux excrétés par des malades sont présents dans les effluents de
centres hospitalo-universitaires a des concentrations moyennes de 146 et 109 ng/L avec des
pointes de 4 500 et 3 000 ng/L respectivement pour le cyclophosphamide et I’ifosfamide ou
des pointes de 3 000 ng/L pour le platine (Balaguer et al. 1999 ; Pillon et al.
2005).Le cyclophosphamide et I’ifosfamide ont été détectés dans les affluents de stations
d’épuration municipales a des concentrations a peu pres identiques a celles d’effluents, ce qui
démontre la faible biodégradation de ces composés avec des teneurs maximales de 149
ng/L pour le cyclophosphamide comme 1’ont rapporté Steger-Hartmann et de 1,91 pg/L
pour I’ifosfamide. Le cyclophosphamide et 1’ifosfamide (jusqu’a 2 900 ng/L) mais aussi le
cis-platine et la bléomycine (de 10 a 19 ng/L) ont été aussi retrouveés en sortie des stations
d’épuration.

1.2.4.5 Les hormones stéroides

Les hormones stéroidiennes et leurs analogues de synthése comprennent les estrogenes (17-
bétaestradiol (E2) 1’éthinylestradiol (EE2)) et les progestatifs des contraceptifs ou des
traitements hormonaux substitutifs. Leur impact environnemental est aujourd’hui manifeste et
ils agissent sur les organismes non-cibles & trés faibles doses. Ce sont de puissants
perturbateurs endocriniens. Aux concentrations environnementales, des retards de
développement testiculaire et I’apparition d’ovocytes testiculaires chez la truite arc-en-ciel (O.
mykiss) sont observés(Waleng & Nomngongo, 2022).

1.2.4.6 Les p-bloquants

Les B-bloquants ont en commun la propriété d'occuper les récepteurs béta-adrénergiques et
d'inhiber ainsi les effets béta-adrénergiques des catécholamines. Les B-bloquants sont

tous des antagonistes compétitifs comportant parfois une activité agoniste partielle. Ces
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médicaments se distinguent les uns des autres par la présence d'effets pharmacologiques
s'ajoutant a l'action sur les récepteurs béta-adrénergiques ou par des particularités de
leur pharmaco cinétique. .La plupart des béta-bloquants comme le propranolol sont retrouveés
dans les effluents des STEP sur le continent européen et américain (Djemai et al.,
2020)voire dans les eaux de surface.(Vieno et al., 2006) indiquent des concentrations dans
les effluents de trois STEP en Finlande de 910 a 1 070 ng/L pour le métoprolol et de 40 a 440

ng/L pour I’aténolol.

1.2.5 Source de produit pharmaceutiques
La source des produits pharmaceutiques peut étre divisée en deux maniéres pollution de

source ponctuelle et pollution diffuse.
1.2.5.1 Pollution de source ponctuelle

est une source identifiable unique qui provient de source distinctes, Ces sources concernent
les effluents des station d’épuration, les eaux usées industrielles, les eaux usées domestiques
ainsi que la fosse septique sont la principale source ponctuelle de la zone du sol et des
ressources en eau (Li, 2014).

Parmi, les sources ponctuelles:
- le rejet direct des médicaments (et des produits chimiques utilisés au cours de la

fabrication des médicaments) dans les eaux résiduaires des industries pharmaceutiques et
chimiques fines (Unuabonah, Adebowale, Olu-Owolabi, Yang, & Kong, 2008),

I’¢limination directe ou indirecte des agents pharmaceutiques utilisés dans les

établissements de soins (laboratoires, hopitaux, etc...),

- la dispersion directe des médicaments vétérinaires d ans [’environnement en
aquaculture ou lors de traitement des animaux d’élevage, ou la dispersion indirecte en cas
d’épandage des lisiers et des purins dans les sols destinés a 1’agriculture (Unuabonah et al.,
2008),
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- la dispersion directe des molécules thérapeutiques sous for mes de compléments
alimentaires versées directement dans les bassins de pisciculture (Djedid, Rezak, Bettahar, &

Bahmani).
1.2.5.2 la pollution de source diffuse

Est difficilement identifiable emplacement qui se produit au-dela des échelles géographiques.
Les eaux de ruissellement, le lessivage des sols et les eaux souterraines sont quelques
exemples de ce type de sources. Comparez avec la pollution ponctuelle, la pollution diffuse a
généralement une charge environnementale plus faible parce qu'il a un potentiel plus élevé
d'atténuation naturelle dans le sol et le sous-sol (Li, 2014) . On retrouve, parmi les sources

diffuses:

- le stockage et 1’¢élimination inappropriés des médicaments périmés ou inutilisés (Nandi,

Goswami, & Purkait, 2009),
- Pexcrétion métabolique par la voie urinaire ou digestive, des médicaments consommés

par les hommes et les animaux (Djedid et al.; Nandi et al., 2009).
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Fig.1.1: Sources de la micropollution aqueuse par les produits pharmaceutiques (Unuabonah
et al., 2008).

1.2.6 Devenir des substances pharmaceutiques dans les systemes aquatiques

Le devenir des substances pharmaceutiques et de leurs métabolites dans I'environnement
demeure encore non elucidé. La faible volatilit¢ des substances pharmaceutiques ainsi
que leur polarité indiguent que la distribution dans I'environnement vase faire essentiellement

par transport au sein de la voie aqueuse et également au travers des chaines alimentaires.

1.2.6.1 Les phénomeénes de dégradation en milieux naturels
1.2.6.1.1 La photodégradation
Les études concernant la photodégradation des substances pharmaceutiques se sont largement

Généralisées (Boreen, Arnold, & McNeill, 2003) La dégradation se fait essentiellement par
réaction photochimique directe ou indirecte. Les réactions de photodégradation par
photolyse interviennent dans les phénomenes de biodégradation de maniere significative
pour des composés comme le naproxene et le diclofénac (Lin & Reinhard, 2005)
produisant des composés parfois plus toxiques que la molécule meére (Isidori, Lavorgna,
Nardelli, Pascarella, & Parrella, 2005). (Lam & Mabury, 2005)ont mis en évidence des

photoproduits issus de défluorination de la fluoxétine par photodégradation.

1.2.6.1.2 La biodégradation

Les phénomenes de biodégradation qui ont €té initi€s au sein des stations d’épurationvont se
poursuivre dans le milieu naturel mais dans une moindre mesure. Ces mécanismes ne
semblent pas prévalents (ou demeurent encore non élucidés) pour les substances
pharmaceutiques a I'exception des estrogenes. (Carrara et al., 2008) a travers une étude surles
anti-inflammatoires non stéroidiens (I’ibuproféne, le naproxéne), outre la mise en évidence
d’une contamination des eaux souterraines a des concentrations aussi ¢élevées que pour
les eaux usées, établissent une corrélation entre la persistance des molécules et les
conditions du milieu et concluent que les conditions toxiques sont favorables a la dégradation

des molécules.



Chapitre 1. Synthese bibliographiques n

Les phénomeénes de biodégradation peuvent également se dérouler dans les sediments.Ainsi
(Bradley, Barber, Kolpin, McMahon, & Chapelle, 2007) a étudié les capacités de
biodégradation des populations bactériennes naturelles présentes dans les sédiments de
différentes rivieres envers la caféine, la nicotine et la cotinine. Les résultats montrent qu’au
sein des sédiments les populations bactériennes sont capables d’activité de biotransformation.
De méme, il est apparu que la capacité a convertir le diclofénec était largement répandue dans
les sédiments, et ne nécessitait aucune acclimatation des organismes du milieu. De plus,
aucune corrélation avec ’activité microbienne totale n’a été mise en évidence (Poiger, Buser,
& Miiller, 2001).

1.2.6.1.3 Distribution des substances pharmaceutiques dans la phase aqueuse

La question de la distribution des substances pharmaceutiques entre les phases dissoutes
et colloidales a récemment été étudiée (Maskaoui, Hibberd, & Zhou, 2007). Les résultats
mettent en évidence qu’une période courte de 5 min est suffisante pour que les interactions
entre les substances pharmaceutiques et les colloides atteignent un plateau. Les interactions
entre les substances pharmaceutiques et les colloides, sous contréle du caractére
hydrophobe des molécules, apparaissent comme prépondérantes pour la compréhension
du devenir de ces molécules dans les systemes aquatiques (Lin & Reinhard, 2005).

1.2.6.1.4 Phénomenes de sorption

De par leurs propriétés physico-chimiques (valeurs faibles, solubilité élevée), les études sur
les substances pharmaceutiques se sont essentiellement cantonnées a des études en phase
dissoute de telle sorte que trés peu de données de présence dans les phases solides sont
recensées. (Ra et al., 2008) ont mis en évidence la faible affinité de I’ibuproféne et
dugemfibrozil pour les matiéres en suspension, seul le diclofénec présente 11 % de
sorption(expérience simulée). La présence de substances pharmaceutiques a été
rapportée dans les sédiments, principalement celle des anti inflammatoires non
stéroidiens et du gemfibrozil (Bradley et al., 2007; Hernando, Mezcua, Fernandez-Alba, &
Barceld, 2006). Un effort de recherche doit étre porté sur ces compartiments de

I’environnement qui peuvent participer a la dissipation des molécules dans 1’environnement
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(vecteurs ou réservoirs). Un certain nombre de travaux se sont également attachés a
I’étude des substances pharmaceutiques a usages vétérinaires notamment les
antibiotiques, dans les sols : ils mettent en évidence des concentrations qui peuvent atteindre
la dizaine de pg/g de sols (Kemper, 2008).

1.2.7 Transferts aux organismes aquatiques

Pour I’heure le devenir des substances pharmaceutiques (bioconcentration, bioaccumulation et
biotransformation) dans les organismes aquatiques est peu étudié, exception faite du contexte
réglementaire 1i¢ a I’'usage des antibiotiques en aquaculture. Ainsi un certain nombre d’études
ont été reéalisées dans ce contexte et ont pu mettre en évidence la persistance de

certains antibiotiques apres administration (Fairgrieve et al., 2006).

1.2.8 Impact sur les étres vivants et ’environnement

1.2.8.1 Effets potentiels sur ’homme

Les effets des contaminants sur les hommes sont difficiles a étudier car I’expérimentation sur
I’homme est limitée. L’impact des polluants sur les hommes est, en général, mis en évidence
par des études épidémiologiques ou estimer en fonction des tests sur les animaux et les
cellules. Par exemple, I’exposition aux substances a action endocrine qui induit une baisse de
la reproduction chez les animaux est également soupconnée de provoquer une baisse de la
reproduction chez les humains. Les perturbateurs endocriniens comme le bisphénol A et la
1 70-cestradiol sont soupgonnés de participer au développement du cancer du sein, du cancer

des testicules et de la prostate (Maroga Mboula, 2012).

1.2.8.2 Effets potentiels sur la faune et la flore

La présence des contaminants dans I’environnement entraine des interrogations notamment
sur les effets qu’ils peuvent avoir sur 1’écosystéme. Ainsi, de nombreuses études sont
effectuées afin d’identifier les effets probables sur la flore et la faune. Dans la littérature, les
¢tudes de toxicité les plus rencontrées sont les évaluations d’effet de toxicité aigiie. Cette

derniére est étudiée in vivo, chez I’animal apres exposition a des doses relativement élevées

13
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ou in vitro, avec des tests sur des cultures cellulaires En plus des effets mis en évidence
dans les études en laboratoires, il existe des observations d’effet dans le milieu naturel. Un des
exemples d’effet observé dans le milieu naturel, qui fut également largement médiatisé, est
celui observé sur la reproduction des alligators du lac Apopka en Floride. Dans les années 90,
ce lac fut I’objet d’une contamination accidentelle par des insecticides organochlorés (DDT
en particulier). La présence de ces organochlorés a entrainé une démasculinisation des
alligators males. Les chercheurs ont également observé un faible taux de reproduction et une

baisse de la capacité de maturation des ceufs des oiseaux se nourrissant des poissons du lac

Apopka (Maroga Mboula, 2012).

1.3 Meéthode analytique

1.3.1 Méthodes d’échantillonnage et de prétraitement des échantillons

L'échantillonnage ponctuel est la méthode préférée pour la collecte des échantillons.
Néanmoins, les concentrations de produits pharmaceutiques diminuent considérablement
jusgu'a des niveaux infimes lorsqu'elles pénétrent dans I'environnement, en particulier I'eau de
mer. En conséquence, leur détection devient difficile car la plupart de leurs concentrations
sont inférieures aux limites de détection de la plupart des instruments d'analyse. y compris les
plus sophistiqués. Des dispositifs d'échantillonnage passif ont été déployés en haute mer pour
augmenter les fréquences de détection de nombreuses techniques d'analyse. Ces dispositifs
agissent en pré-concentrant les polluants sur temps dans le milieu aquatique (Ericson,
Thorsén, & Kumblad, 2010). Explication compléete concernant ces dispositifs sont accessibles
dans la littérature. La plupart, les échantillons prélevés par prélevement ponctuel sont stockés
dans les réfrigérateurs du laboratoire a 4° jusqu'a nouvelle analyse. Avant les procédures
d'extraction et de pré-concentration, I'échantillon analytique est filtré pour exclure les solides
non ciblés et interférences acquises des sites d'échantillonnage. Extraction en phase solide
(SPE) parmi d'autres dispositifs d'échantillonnage passif, est I'échantillon le plus considéré
méthode de prétraitement. L'extraction en phase solide est normalement intégrée a divers
adsorbants pour l'extraction et la pré-concentration des polluants(Albero, Tadeo, Escario,

Miguel, & Pérez, 2018). Les adsorbants rapportés dans la littérature pour les procédures SPE
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comprennent Oasis hydrophile lipophile (HLB), Oasis MAX, polymeres a empreinte
moléculaire (MIP), Oasis MCX, Cleanert PEP, Strata SDB-L et styrene divinylbenzyle.
Cependant, des études récentes ont rapporté Oasis HLB comme le meilleur adsorbant dans les
procédures SPE. L'adsorbant Oasis HLB offre de grands avantages, notamment la capacité de
retenir nombreux polluants du milieu aquatique. Un exemple clair a été observé lorsque plus
de 200 composés, y compris des produits pharmaceutiques, ont été identifie a l'aide d'un
échantillonneur passif (Che catcher avec Oasis HLB recevant phase) couplée a une
spectrométrie de masse en tandem haute résolution ciblée dépistage dans la province de
Gauteng(Gilroy, 2012).

1.3.2 Techniques d’analyse

Les produits pharmaceutiques sont des composés organiques polaires et non volatils. La
chromatographie en phase liquide combinée a une méthode de pré concentration appropriée
offre des limites de détection qui vont de faibles ng L1 au pg L™1 qui sont suffisantes ou une
surveillance adéquate des produits pharmaceutiques dans I’environnement. Des techniques
hybrides telles que le piége a ions et la liquide chromatographie et détecteur de spectrométrie
de masse LC-MS/MS, toutes deux associées a la source SIE ionisation par électro spray ont
été rapportées pour 1’analyse des produits pharmaceutiques. Cependant, la LC-MS reste la
meilleur option pour I’analyse environnementale des produits pharmaceutiques(de Garcia,
Garcia-Encina, & Irusta-Mata, 2017). La chromatographie liquide couplée a la
spectroscopique ultraviolet- visible et au détecteur a barrettes de diodes a récemment été
rapportée pour 1’analyse des produits pharmaceutiques. Les valeurs de la LOQ limite de
quantification différent entre les différentes études utilisant les mémes techniques analytiques
en raison des différents facteurs d’enrichissement obtenus grace aux différents volumes
d’échantillons filtrés par les cartouches SPE I’extraction en phase solide. Polluants organique
polaires et non volatils. Y compris les produits pharmaceutiques. L’accés a des techniques
analytiques hybrides sensibles pour une surveillance adéquate des polluants dans
I’environnement reste une préoccupation croissante. La présence et 1’élimination des produits

pharmaceutiques dans les systémes d’eau, indiquant I’émergence de connaissance et de
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ressources dans 1’analyse environnementale d’analyse des polluants. Notamment, la plupart
des ¢tudes qui ont ét¢ menées en Afrique sur I’analyse des produits pharmaceutiques ont été
effectuées a I’aide de techniques LC-MC disponible dans différents laboratoire. De techniques
analytiques pour I’analyse des produits pharmaceutiques dans I’environnement (Guerra, Kim,
Shah, Alaee, & Smyth, 2014).

1.3.3 Validation des méthodes analytiques et assurance qualité

La sensibilité, I'exactitude et la précision de l'analyse proposée les méthodes sont évaluées a
l'aide des limites de détection et de quantification (LOD et LOQ), les récupérations
d'extraction (ER%) et les écarts-types relatifs (RSD), respectivement. Préalablement a
I'utilisation de la méthode d'analyse optimisée en surveillance environnementale, des tests de
dopage sont effectués dans le échantillons environnementaux pour évaluer l'efficacité de la

méthode analytique optimisée (Jones, Voulvoulis, & Lester, 2001).

Selon I'Union internationale des sciences pures et appliquées la chimie (IUPAC), la LOQ et
la LOD sont enregistrées comme les concentrations d'analyte les plus faibles pouvant donner
un rapport signal sur bruit (S/N) équivalent a 3 etl0, respectivement (Afonso-Olivares,
Torres-Padron, Sosa-Ferrera, & Santana-Rodriguez, 2013). Pour obtenir de meilleurs
résultats, les quantités d'analytes dans I'environnement doit se situer dans la plage linéaire
dynamique. Nombreux des études ont rapporté une linéarité proche de un qui peut étre
obtenue en tracant les réponses du détecteur en fonction de diverses concentrations. Une
bonne méthode d'analyse précise doit présenter des pourcentages de récupération supérieurs a
80 %.tandis qu'une précision adéquate est atteinte lorsque les valeurs RSD sont inférieures a
20%.Cependant, une bonne méthode d'analyse peut toujours produire un pourcentage plus
faible pour analytes particuliers en raison de leurs propriétés physiques et chimiques variables
(Magnér, Alsberg, & Broman, 2009).

1.4 Evaluation des risques écotoxicologiques

Les études écotoxicologiques de différentes classes de produits pharmaceutiques permettent

informations importantes sur le risque pour la vie terrestre et aquatique. Différentes classes de
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produits pharmaceutiques détectés dans les systemes d'eau ont un potentiel de causant de

graves effets néfastes sur I'écosysteme.

Les études d'écotoxicologie de diverses classes de produits pharmaceutiques fournits des

informations importantes sur le danger pour la vie terrestre et aquatique.

Différentes classes de produits pharmaceutiques détectés dans les systemes d'eau ont un
potentiel de causer des effets indesirables graves effets sur I'écosystéme. Dans cette revue, les
effets écotoxicologiques de différents classes de produits pharmaceutiques tels que les ARV,
les antibiotiques, les AINS, les stéroides hormones et béta-bloquants ont été évalués. Dans
chaque classe, les plus détectés composé pharmaceutique a été utilisé comme représentant

pour évaluer la écotoxicité (Waleng & Nomngongo, 2022).

Des quotients de risque (QR) ont été utilisés pour mesurer le risque potentiel de chaque classe
pharmaceutique dans I'environnement aquatique. Selon le systeme de classification RQ établi
par la Commission européenne, il existe trois niveaux de risque utilisés pour évaluer les
risques écotoxicologiques des produits pharmaceutiques dans I'environnement (RQ<O0,1,
0,1<RQ<1 et QR>1, impliquant respectivement des risques minimaux, médians et €levés)
(Waleng & Nomngongo, 2022). Les quotients de risque sont obtenus sous la forme d'un
rapport entre la concentration mesurée dans l'environnement (MEC) et la concentration
prédite sans effet (PNEC)(Nantaba et al., 2020).
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1.5 La biologie des diatomées

1.5.1 Description des diatomees

Les diatomées, ou Bacillariophycées, sont des algues microscopiques unicellulaires qui se
développent sous forme de colonies (filaments, rubans ou résidus tubulaires) (voir figure2.1).
Leur nom est issu du mot grec « dia » qui veut dire « en divisant » et du mot « temnein » qui
signifie « couper ». Les parois cellulaires de ces algues sont formées de coquilles siliceuses.
Les microorganismes sont repartis, et de fagon omniprésente, principalement dans les

écosystemes aquatiques (Benjira, 2019).

Fig. 1.2.Exemples de diatomée

1.5.2 Morphologie des diatomées

Les diatomées appartiennent au groupe des algues, un des plus riches groupements d'especes
sur la planéte. Ces organismes sont bien conservés sous forme fossile, en raison de leur
squelette externe de silice. Cette propriété est fort utile en paléo-écologique afin de
reconstituer les conditions environnementales des périodes anciennes, et permet actuellement
d'identifier plus de 100 000 espéces de diatomées, principalement sur la base de caracteres

morphologiques (Spanbauer, 2015) .

Les frustules peuvent prendre des formes variees allant de circulaire a elliptique, en forme
d'aiguille, de sigmoide et polygonale. Selon la géométrie des frustules, les diatomées sont
divisées en deux grandes catégories: les diatomées centrales et les pennées. Les diatomées
centrales ont une symétrie radiale avec un frustule ayant plusieurs stries. Les figures 2.2 et 2.3
illustrent respectivement les différentes parties d'une diatomée pennée et une image
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microscopique d'une culture de diatomées pennées. Pour la plupart des espéeces de diatomées,
les valves sont essentiellement composées de deux parties en silice, séparées par des rangees
des pores . Ces pores facilitent le passage de I'eau a travers la cellule, ainsi que la sécrétion de

matiere organique (Douglas, Smol, & Blake Jr, 1994).
Hypowvalve
éplvaive: \

Nodule
central

stries < |

Nodule polaire §

Ceinture

Fig.1.3. Composantes d’une diatomée pennée (Theriot & Herbarium, 1992)
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Fig. 1.4. Image microscopique de diatomées en culture (S. robusta).

Le processus d'identification taxonomique est complexe a cause de la variabilité de la forme
et de la taille de la valve chez les diatomées. Récemment, des études moléculaires ont été
utilisées pour raffiner les descriptions morphologiques des espéces de diatomées et ces études
ont révélé que des espéces peuvent étre morphologiquement similaires mais généetiquement
distinctes (Seckbach & Kociolek, 2011).

1.5.3 Ecologie des diatomeées

Le vent et les animaux participent a la dispersion des diatomées sur de grandes distances. Par
consequent, la distribution des espéces de diatomées est communément cosmopolite . Les
diatomées vivent dans de nombreux habitats. Plusieurs travaux sur les diatomées font état des
préférences écologiques des diatomées et ont révélé que ces communautés sont influencées
par les conditions régionales telles que le climat et la géologie ainsi que par des facteurs
locaux comme la physico-chimie, la diversité des habitats, la disponibilité de la lumiére,
I'inclinaison de la pente (Finlay, 2002).

La disponibilité des éléments nutritifs affecte fortement la dynamique de la population de
diatomées. Les cellules des diatomées sont diploides et utilisent la mitose pour se reproduire.
La limitation des nutriments a la fin d'une période de floraison des diatomées produit souvent

des interruptions dans la phase du cycle de vie de la diatomée (Seckbach & Kociolek, 2011).

1.6 La plante d’aubergine
1.6.1 Description de la plante

L’aubergine (Solanum melongena L.) c'est une plante annuelle cultivée dans les pays
tempérés, ou elle craint le gel. Dans les pays tropicaux, c'est une plante pérenne. L'espéce est
originaire d'Asie méridionale (Inde, Birmanie) (Anonyme 1, 2002). La plante, a port dressé,
atteint 50cm a 1,2m de haut. Les fleurs, de couleur blanche ou violette, solitaires, sont portées
a l'aisselle des feuilles. Les fruits de la variété la plus commune en France sont allongés et de
couleur violet sombre, mais il existe des variétés, de formes et de couleurs différentes

(blanches, tigrées, ...).
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1.6.2 Morphologie de la plante

L'aubergine atteint 0,60m a 1,20m de haut. Le port est buissonnant. Ses tiges sont ramifiées,
les feuilles simples, alternes vert foncées ; les fruits généralement violets, sont allongés ou

globuleux. Les peuvent atteindre 1 a 1,50m de profondeur (Lebeau, 2010).
1.6.3 Physiologie de la plante

L'aubergine est bien adaptée aux conditions tropicales. Pour son développement optimal, il
faut une température entre 20 et 30°C. l'aubergine est plus exigeante en chaleur que la tomate.

Cependant, il existe des variétés adaptées u climat frais(Lebeau, 2010).
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CHAPITRE 2. PRODUITS, MATERIELS & METHODES

Partie 1

2.1.1. ’objectif

Il a récemment été démontré que les composés pharmaceutiques exercent des effets
phytotoxiques, La présente étude explore les réponses au stress abiotique et les mécanismes
de détoxification induits par I'exposition de plants d’aubergine cultivés dans du milieu nutritif
(culture hydroponique) en serre a cing composés pharmaceutiques communs appliqués
individuellement (mg L™ et pug L") (Diclofénec, paracétamol, ampicilline, pénicilline,
amoxilline) et leur mélange.

2.1.2 .Matériel vegétale

La variété utilisée d’aubergine utilisée est (salanum melongena). Sa croissance est
monpodiale au débit puis sympdiale ce qui lui confére un port buissonnant, la durée moyenne
du plante 50 a 60-70 jours du semis a la plantation selon la destination de plein champs ou
serre, elle produit de gros fruits et donne un bon rendement.

Nous avons apporté les plantules d’aubergine d’une pépiniére Rami, située a Alger la

commune d’Ain Taya.
2.1.3 Matériel chimique

Nous avons ramené tous les produits pharmaceutiques dans le complexe de Seidel de Médéa.
Paracétamol

C’est un composé chimique de formule CgHgNO, qui figure parmi le médicament les plus
connus utilisés et prescrit au monde, sont pureté (p=99,79).
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Ampicilline
C’est un antibiotique de la formule C;6H15NaO,4S .cet antibiotique fait partie de la liste des

médicaments essentiels de I’organisation mondial de la santé (p=91,43).

Diclofinec

C’est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) et qui est largement diffusé dans la
pharmacopée mondiale sous diverses appellations de la formule C14H;:CL,NO, sont pureté
(p=99,71).

Amoxilline

C’est un antibiotique de la formule C16H19N30sS indiqué dans le traitement des infections

bactériennes a germes sensible (p=87,71).
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Pénicilline

Ce médicament de la formule C16H13N204S, contient un antibiotique de la famille des

pénicillines, Habituellement on 1’utilise pour combattre les infections.

Effluent Entrée et Effluent sortie

Les effluents de station de traitement des eaux usée de fabrication des médicaments de Seidel
de Médéa, on n’a fait un prélévement au niveau de I’entrée des effluents avant le traitement et

de sortie apreés le traitement.
2.1.4. Methodologie

Dans notre expérience nous avons appliqué la culture hydroponique aux plantules
d’aubergine apres avoir lavés et débarrassés le sol collée sur ses racines. Les semis ont placés
une & la fois dans un des Goblet en plastique contient une 90 ml de solution nutritive préparé
(tableau2.1). Et mettre dans une chambre avec des conditions contrdlés (Tempeérature C° =24-
26C° et (HR=70-80) photopériode 16/8H°) apreés trois jours, ont été divisés la culture au
hasard en 15 groupe contenant chacun 5 semis dont (1) témoin, croissance des semis en

solution nutritive seulement. (2) Paracétamol (mg), ajouté hydroponique ment a dose de 50
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(mg). (3) ampicilline (mg), ajouté hydroponique ment a dose de 50mg, (4) Diclofénec (mg),

ajouté hydroponique ment a dose de 50(mg). (5) Amoxilline (mg) ,ajouté hydroponique ment
a dose de 50(mg), (6) Pénicilline (mg), ajouté hydroponique ment a dose de 50mg, (7)
Paracétamol (ug), ajouté hydroponique ment a dose de 50(ug).(8) ampicilline (ug),ajouté
hydroponigue ment a dose de 50(ug), (9) Diclofénec (ug), ajouté hydroponique ment a dose
de 50(ug). (10) Amoxilline (ug), ajouté hydroponique ment & dose de 50(pg). (11) Pénicilline
(1g) , ajouté hydroponique ment a dose de 50(ug), (12) combiné (mg).

Les semis ont été exposés a un stress combiné par application foliaire de paracétamol (mg),
plus Ampicilline (mg), plus Diclofinec (mg), plus Amoxilline, (mg), plus Pénicilline (mg),
ajouté hydroponiquement. (13) combiné (ug) ajouté la combiné de paracétamol (ug), plus
ampicilline (ug), plus Diclofinec,(ug),plus Amoxilline (ug), plus Peénicilline (pg), (14)
Effluent entrée, L’eau que nous avons apportée du complexe de Seidel avant de la traiter
ajouté hydroponique ment, (15) Effluent sortie L’eau que nous avons apportée du complexe
de Seidel apres de la traitement ajouté hydroponique ment, chaque trois jours les solution
était régulierement rafraichie, apres cinq jours de traitement dans certain condition de

croissance pour analyse morphologique et biochimique.

Fig.2.1. la culture d’aubergine.

2.1.4.1. La composition de milieux culture

Milieu de culture.

Tableau 2.1. Composition en macro-éléments du milieu de culture (Arnon et
Hoagland, 1940)

Sels PM (g.mol™) Solution nutritive (mM)
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Ca (NO3),, 4H,0 236,15 125
MgSO,, 7H,0 246,48 05
KNO3 101,11 1,25
KH,PO, 136,1 0,25

Tableau.2.2. Composition en oligo-éléments du milieu de culture (Arnon et
Hoagland, 1940).

Sels PM (g.mol™) Solution nutritive (LM)
MnSO,, 4H,0 23 107

CuS04, 5H,0 249,6 510"

ZnS04, 6H,0 269,5 510*
(NH)MO;O,4, 4H,0  1235,86 510°

HsBO; 61,83 1072

Pour le fer, une solution mére est utilisée et elle est préparée comme suit : Une quantité de
26,1 g d'EDTA (triplex I1) sous forme sodique (C1oH16N20g) est dissoute dans 268 ml de KOH
(IN) et 24,9 g de Fe SOy, 7H,0. Le mélange est ensuite complété avec de l'eau distillée
jusqu'a 950 ml (toujours < 1 litre). Aprés une agitation pendant 24h afin de stabiliser le
complexe Fe-EDTA, son pH est amené a la valeur de 5,5 avec de I’hydroxyde de
potassium(KOH) 1N. Le volume est finalement ajusté a 1 litre avec de l'eau distillée. La

solution de fer ainsi préparée est maintenue a I'obscurité. Paramétres biométriques

2.1.4.2. Parametres biométrique
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2.1.4.2.1. Hauteur de la plante

La croissance des plantes est déterminée par mesures répétées des longueurs moyennes des
racines principales et des tiges. Les plantes sont photographiées a chaque point de mesure et

avant chaque prélévement.
2.1.4.2.2. Mesure du poids frais

Le poids frais (gr) de chaque plante a été déterminé a I’aide d’une balance de précision juste

apres la récolte.

2.1.4.3. Parameétres physiologiques

2.1.4.3.1. Extraction et dosage de la chlorophylle et les caroténoides

Le dosage de la chlorophylle totale (t), la chlorophylle (a), la chlorophylle (b) et les

caroténoides est déterminé par la méthode (Lichtenthaler & Wellburn, 1983).

Nous avons mis 50 mg de feuilles d’aubergine dans un mortier contenant 5mg de sable et une
pincé de carbonate de calcium (pour neutraliser l'acidité¢ du milieu). L’ensemble a été broyé
avec Sml d’acétone a 95% jusqu'a ce que la solution soit vert foncée. Le broyat est centrifugé
a2500 tours/min pendant 5 min. Ensuite 1ml de surnageant est prélevé, et complété avec 4 ml

d’acétone a 95%, puis soumis a une agitation a 1’aide d’un vortex.

Notre extrait pigmentaire a été dilué a ¥ et la lecture a été faite sur un spectrophotometre
suivant ces longueurs d'onde (460, 645, 663) nm. Afin de déterminer la teneur de ces

pigments nous avons appliqué la regle (d’Arnon, 1949).
CHa(png/g) = 12,7 DO (663) — 2,59 DO (645)
CHb(ng/g) = 22,9 DO (645) — 4,68 DO (663)
CHt(ng/g) = CHa + CHb
Ccar = [(5 DO (460) 3,19 CHa) + (130,3 CHb)]

» DO : densité optique
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» CHa : concentration de la chlorophylle (a)
» CHb : concentration de la chlorophylle (b)
» CHot : concentration de la chlorophylle totale

» Ccar : concentration de caroténoide
2.1.4.4. Parametres biochimiques

2.1.4.4. Dosage du peroxyde d’hydrogéene

0.1g de feuilles ont été broyé avec 3ml de TCA (0,1%) dans un mortier placé sur un bac
contenant des morceaux de glace (afin de garder nos échantillons au froid), le broyat obtenu
est centrifugé a 12000 tours/ 20min a 4 °C.

1ml du surnageant de chaque échantillon a été ajouté a 1ml de KHPO, (10Mm)et a 2ml de KI
(1M), 1a solution obtenue est agitée a I'aide d'un vortex et laissé a incuber 15mn a I’abri de la
lumiere ensuite une lecture au spectrophotometre a été faite a une longueur d'onde 390 nm
(Velikova, Yordanov, & Edreva, 2000). NB : le blanc est préparé avec 1ml d'eau distillé
additionne a 1ml de KHPO4 et 2 ml de KI.

2.1.4.4.2. Teneur en MDA

Pour la mesure de la peroxydation des lipides dans les fruits et les feuilles, le test de I'acide
thiobarbiturique (TBA), qui détermine la teneur en MDA en tant que produit final de la
peroxydation lipidique (Heath & Packer, 1968), a été utilisé. De la poudre congelée de feuilles
(100 mg) est homogénéisée dans 1 mL de TCA 0,1% (p:v) solution. L'homogénat est
centrifugé a 12 000 g pendant 15 min, puis 500 ul de surnageant est ajouté a 1 ml de TBA
0,5% (p:v) dans du TCA 20% (p:v) dans un tube a vis. Le mélange est incubé a 100°C
pendant 30 min. Ensuite, la réaction est arrétée dans un bain de glace. L'absorption est lue a
532 nm dans un lecteur Spectrophotometre. La valeur d’absorption non-spécifique a 600 nm
est aussi lue puis soustraite et la concentration du complexe MDA-TBA (pigment rouge) est
calculée a partir du coefficient d'extinction de 155 mM-1.cm-1.

2.1.4.4.3. Activités enzymatiques antioxydants

2.1.4.4.3.1 Extraction des enzymes

Les protéines ont été extraites par homogénéisation de 0,2 g de feuilles dans 3mL de 100 mM
tampon KHPO4/K,HPQO,, pH7.0, et qui contient 1 mM d'ascorbate (AsA). L'homogénat a été
centrifugé a 16000 g, pendant 15 min, a 4° C, et I’activité enzymatique du surnageant est

immédiatement mesurée.



Chapitre 2. Matériels & Méthodes 29

2.1.4..4.3.2 Déetermination des activités enzymatiques :
Toutes les activités enzymatiques ont été déterminées par réactions cinétiques, a 25 ° C.
2.1.4.4.4 Dosage de P’activité Ascorbat peroxydase (APX) :

Milieu réactionnel composé de tampon phosphate de potassium a 50 mM (pH 7.0) ; d’AsA a
0,25 mM, de 10 pL d’extrait enzymatique et d’H202 a 5 mM. L'activité a été¢ déterminée en
mesurant la disparition de ’ascorbate a 290 nm pendant 5 minutes et calculée a partir du

coefficient d’extinction de 2.8 mM‘cm™ (Nakano & Asada, 1981).
2.1.4.4.5 Dosage de P’activité Catalase (CAT) :

Milieu réactionnel composé de tampon phosphate de potassium a 50 mM (pH 7,0), d'H202 a
15 mM, et de 20 uL d’extrait enzymatique, selon la méthode adaptée de (Aebi, 1984).
L’activité a été¢ déterminée en mesurant la diminution de la vitesse de réaction a 240 nm et

calculée a partir du coefficient d’extinction de 43.6 M * cm™.
2.1.4.4.6 Dosage de I’activité Glutathion S-Transférase (GST) :

Le dosage de la Glutathion-S-transférase est réalisé par la méthode de (Habig, Pabst, &
Jakoby, 1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le
CDNB (1-chloro 2, 4-dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur : le glutathion (GSH), puis
mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotomeétre visible/UV.

Le dosage consiste a faire réagir 200 ul (0,2 ml) du surnagent avec 1,2 ml du mélange CDNB
(20 mM)-GSH (100 mM) [0,4052 g CDNB, 3,072 g GSH, 1 ml éthanol, 99 ml tampon
phosphate (100 mM, pH 6,5)].

La variation de la densité optique due a I’apparition du complexe CDNB-GSH est mesurée
toutes les 15 secondes pendant 1 minute a 340 nm. Contre un blanc contenant 200 pl d’eau
distillée remplacant la quantité du surnageant.

2.1.4.4.7 Métabolites antioxydants

2.1.4.4.7.1 Dosage de la teneur en Glutathion (GSH) :

Les concentrations du GSH sont dosées par la méthode de (Anderson, 1985). 100 mg des
feuilles fraiche est homogénéisé dans une solution d’éthyléne diamine tétra-acétique
(E.D.T.A) 2 0,02 M et subissent une déprotéinisation par 1’acide sulfo-salycilique 0,25%.

Aprés centrifugation a 2000 g pendant 10 minutes le surnageant est utilisé pour le dosage
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spectro photométrique avec le réactif DTNB (5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acide) a 0,01 M a
412 nm.

2.1.4.4.7.2 Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode de
(Singleton & Rossi, 1965), utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu. Un volume de 200 pl pour
chaque extrait est introduit dans des tubes a essais, le mélange (1 ml de FolinCiocalteu dilué
10 fois et 0,8 ml de carbonate de sodium Na,CO3 a 7,5 %) est additionné. L’ensemble des
tubes est soumis a une agitation au vortex et conservés a 1’obscurité et a température ambiante

durant 30 min.

L’absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant le spectrophotométre UV. Une courbe
d’étalonnage est réalisée par 1’acide gallique a différentes concentrations et pratiquée dans les
mémes conditions opératoires que les échantillons. Les teneurs en phénols totaux dans les
extraits sont exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du

poids de la matiere fraiche (mg EAG/ g MS).
2.1.4.4.7.3 Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique adaptée par
(Zhishen, Mengcheng, & Jianming, 1999). Une quantité de 500 pl de solution méthanolique a
différentes concentrations ou de ’extrait méthanolique dilués est ajoutée a 1500 pl de 1’eau
distillée. Au temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium (NaNOy) & 5 % est ajouté au mélange.
Apres 5 min a température ambiante a I’obscurité, Ce mélange est ensuite additionné de 150
ul de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 % (m/v). Aprés I'incubation de 6 min a la
température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) 1M est additionné.
Immeédiatement, le mélange est complétement agité au vortex. L'absorbance de la solution de

couleur rosatre est mesurée a 510 nm contre le blanc.

Une courbe d’étalonnage qui servira a la quantification des flavonoides est réalisée par le
catéchine a différentes concentrations (0-200 ug/ml) et pratiquée dans les mémes conditions
operatoires que les échantillons. La teneur en flavonoides des extraits des plantes d’aubergine
est exprimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de la
matiére fraiche (EC)/qg).

2.1.4.5 Analyse statistique
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Les données expérimentales ont été analysees par ANOVA a une facteur, tandis que la Tucky a été

utilisé pour déterminer les différences significatives entre les traitements au niveau P < 0,05. Les
valeurs présentées sont des moyennes + SE de trois répétitions, et chaque expérience a été répétée
deux fois, au moins. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel SPSS (Ver 16.0).

PARTIE 2

2.2. 1. PRODUITS

2.2.1.1. Milieux de culture utilisée
D’aprés (Guillard et Lorenzen 1972), ce milieu a été utilis€é pour les cultures d’algues,
diatomées et cyanobactéries. Le tableau ci-dessous reprend les différents nutriments ainsi que

leur concentration utilisée pour les milieux de culture.Milieux de WC ou WoodS Hoke.

Tableau. 2.3.Milieu de culture WC (ou de Woods Hole).

Concentration
Macronutriments mg/l pm
ol/l
K,HPO, 8.71 50
NaNO; 85.01 10
00
Na,SiO3, 9H,0 28.42 10
0
CaCly, 2H,0 36.76 25
0
NaHCO; 12.6 15
0
MgSQ,, 7H,0 36.97 15
0
Micronutriments mg/l
Na,EDTA 4.36
FeCls, 6H,0 3.15
CuS0Oq, 5H,0 0.01
ZnS0,, 7TH,0 0.022
CoCl,, 6H,0 0.01
MnCl,, 4H,0 0.18
Na,MoQ;,, 2H,0 0.006
H;BO; 1
Vitamines mg/l
Thiamine. HCL 0.1
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Biotine 0.0005
B12 0.0005

2.2.2. Matériel

Centrifugeuse (-EBA 21 Hettich ZENTRIFUGEN), Autoclave (OT 0O12), Microscop optique
(OPTIKA MICROSCOPE), Agitateur (Agimatic-N), Balance(KERN), Micropipette 100-
1000ul (EASY AOT), Congelateur (Liebher), Lamelles en verre, lames en vert la cellule
Mallassez.

Matériel biologique

Les biofilms ont deux composantes principales, d’une part les micro-organismes dont
certains sont phototrophes (micro algues dont les diatomées, cyanobactéries et algues
vertes) et d’autres hétérotrophes (bactéries, champignons,...), d’autre part une matrice de

substances polymériques qualifiées d’exopolysaccharides (Othoniel 2006).

2.2.3. Méthodologie

2.2.3.1. Milieux de culture

Milieu de culture doit contenir tous les éléments nécessaires a la croissance de les diatomées,
sa composition donnée dans le tableau (2.2) les milieux de culture WC ou Woos Hole préparé

Des cultures d’algues, de diatomées et de cyanobactéries ont été réalisées en laboratoire dans
du milieu de culture WC (ou de Woods Hole) (tableau 2.2). Les monocultures pures ont été
maintenues a une température constante de 20 C° sous une photopériode jour/nuit de 12h/12h.
Le matériel végétal (algues), et échantillons d’eau ont été prélevés au niveau de une station
d’oued chiffa.
Ce travail de recherche s’est basé sur :

La mesure des parameétres physico- chimiques (la biomasse et la diversité et la morphologie)

au niveau des une station de prélevement.

32
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L’organisme modeéle utilisé a été la diatomée issue de nos propres cultures d’algues

(souche différente de celle de I’expérience), Nous avons réalisé un test éco- toxicologique

en testant différentes concentrations (50 mg, 50ug et 50ng de le paracétamol).

Fig. 2.2. Culture des diatomées (gauche), la culture avec le traitement (droite).

2.2.3.2Technique de numeération cellulaire

2.2.3.2.1. Principe de numération cellulaire

La numération cellulaire est la détermination du nombre de cellules contenues dans un volume précis

d’un milieu liquide. On exprime le résultat de la numération en concentration cellulaire, ¢’est-a-dire,

en nombre des cellules par ml. La numération cellulaire est réalisée directement par comptage au

microscope, al’aide d’une lame de comptage spéciale (cellule de numération ou cellule de Mallasse).

2.2.3.2.2. Présentation de la cellule de mallasse

La cellule de mallasse est constituée d’une lame de verre épaisse qui porte a sa partie

supérieure un réseau de lignes gravées perpendiculairement et qui délimitent 400 carrées de

0.05 mm de c6té, et une lamelle qui repose sur deux renflements de la lame, ce qui délimite

au-dessus du réseau un espace de 0.1 mm. Le volume au dessus de chaque carré est donc de
0.25x10- ml.

2.2.3.2.3. Méthode de comptage :

Selon Guiraud (1998), Les cellules algales peuvent étre comptées en utilisant la cellule de

numeération.

humections des deux plateaux latéraux

faire adhérer parfaitement la lamelle aux plateaux latéraux et pour cela en placant la
lamelle sur ces deux plateaux.

placer la cellule de comptage sur une surface plane. -homogenéiser la suspension
cellulaire, et prélever celle-ci a I’aide d’une seringue.

remplir la chambre de comptage par capillarité, en placant la pointe de la seringue

Iégerement inclinée prés de la lamelle sur la plate-forme centrale quadrillée.
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e le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans bulles d’air, et sans faire déborder
le liquide dans les rigole, laisser sédimenter les cellules sur le quadrillage quelques
minutes, et passer a la numération microscopique. Selon Guiraud (1998), le nombre
des cellules est compté dans p carrés, en générale 100 carrés : ni=n +n +n +...np.

Remarque : Apres chaque utilisation, la lame porte-objet et la lamelle planée sont immergés
dans un bain d’eau de javel pendant 5 minutes, puis rincées avec 1’eau distillée et essuyées

avec du papier (sans abimer la cellule, en particulier au niveau du quadrillage).
2.2.3.2.4. La numération microscopique :

Le nombre total de cellules a été déterminé par numération sous le microscope. - Observation
a I’objectif x10 pour repérer la position du quadrillage et vérifier I’homogénéité de la
répartition des cellules a compter, le comptage s’effectue au microscope au grossissement x40
(objectif a une profondeur de champ spécialement augmentée).2.2.3.2.5. La formule de
comptage :

Aprés le comptage, la concentration cellulaire de la suspension de cellule algale est calculée :
n=(n-+n+n+........ +np)/p.Soient : n la moyenne ;ni P : le nombre des carrés (en générale 100
carrés). N : nombre de cellule par mIN : nombre de cellule par ml.P : le nombre des carrés (en
générale 100 carrés).Le nombre N de la cellule par ml de la suspension est détermine selon
Guiraud ( 1989).

N=4x10 ¢ /m.
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CHAPITRE 3. RESULTATS & DISCUSSION

PARTIE 1

RESULTATS

3.1.1 Effet des produits pharmaceutiques sur la biomasse

3.1.1.1 Sur la biomasse des pousses

La biomasse des feuilles a significativement diminué (figure 3.1) lorsque on n a observe les
concentrations de 50 mg et 50 ug et le combiné mg et pg des produits pharmaceutiques et
aussi méme I’effluent entrée e provoquer une diminution avec (2% a 28%), ampicilline et
paracétamol (mg) diminué a 6%, diclofinec mg aussi diminué a 15%, amoxilline (mg) a 7%,
pénicilline (mg) a 11%, paracétamol (ug) a pourcentage 25 % et ampicilline( pug) amoxilline
(1g) diminue a 2%, diclofénec (ug) al0%, pénicilline (ug) al4%,et le combiné (mg) a 2%, et
aussi le combiné (ug) a 18%, et I’effluent sortie & 3 %, par contre 1’effluent sortie augmente

avec 3%, par rapport témoins .

[Eny
N
o

=
o
o

[0}
o

o]
o

N
o

N
o

o

La biomasse des pousses (%)

A
T R oL
F N 9 @ qw*o@ & &

O B o P o P P P PP P P& O
@@@@&QQQ@QOQ$Q®®®Q<3<3

Traitement

Fig. 3.1. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et 1I’effluent entrée et sortie sur
la biomasse des pousses.
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3.1.1.2 Sur la biomasse des racines

Les résultats obtenus (figure 3.2) montrent que le stresse des produits pharmaceutiques de
deux concentration 50 mg et 50 pg, combiné (mg et ug) et I’effluent avant et aprés le
traitement a provoquer une augmentation de (7 %_ 56%) par rapport aux témoins, donc la
paracétamol mg et ampicilline mg augmente a 7%, ampicilline (mg) et ’effluent sortie et a
3%, et diclofinec (mg ) & 20%, amoxilline (mg) a 24%, pénicilline (mg) et diclofénec a 31%
,paracétamol (ug) augmente a 56%, ampicilline (ug) a pourcentage 14%, amoxilline (ug) et
le combiné (ug) a 43%, pénicilline (ug) a 56 %, le combiné (mg) augmente a 51% , et

I’effluent entrée augmente a 19% , par rapport aux témoins.
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Fig. 3.2. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie sur

la biomasse des racines.

3.1.2 Effet des produits pharmaceutiques sur la longueur des plantes

3.1.2.1 Sur longueur des pousses

Les mesures de la longueur des tiges de plantes aux cours de traitement sous un stress des
substances pharmaceutiques et les effluents entrée et sortie qui reportées dans la figure( 3.3),
la croissance en longueur des tiges a été diminué aves (3 %_26 %) comparativement aux
témoins, donc le paracétamol ( mg) diminue a 13%, ampicilline (mg) a 8%, diclofénec (mg) a
26%, amoxilline (mg) et combiné (ug) et le effluent entée diminué a 4%, pénicilline (mg) a
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10%, ampicilline (ug) a 12%, diclofinec (ug) a 9%, amoxilline (ug) et le effluent sortie a
11%, et pénicilline a 7%, par contre le combiné (mg) augment a 5%, par rapport au témoins.
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Fig. 3.3. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie sur
la longueur des pouces.

3.1.2.2. Sur la longueur des racines

Les mesures de la longueur des racines chez les plantes aux cours de traitement sous un stress
des produits pharmaceutiques et 1’effluent entrée et sortie qui reportées dans la figure (3.4).
La croissance en longueur des racines a été augmenté avec (2% _30%) par rapport aux
témoins. paracétamol (mg) augmente a 6%, diclofénec (mg) a15%, paracétamol et ampicilline
(Hg) a 1%, diclofinec (ug) a10%, pénicilline pug a 31%, et le combiné (mg /ug) a 13%, le
effluent entrée a 3%, par contre pour pénicilline diminue a 22%, et amoxilline (mg) diminuer

a 3%, par rapport aux témoins.
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Fig. 3.4. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie sur
la longueur des racines.
3.1.3 Parameétres biochimiques

3.2.1 Teneur en chlorophylle

L’examen des résultats de 1’effet des produits pharmaceutiques sur chlorophylle reportées
dans la figure (3.5) les deux concentrations (50 mg et 50 pg) et aussi méme 1’effluent entrée et
sortie a provoquée une diminution du contenu en chlorophylle avec des pourcentages de

(20 %_ 50%) comparativement aux témoins. Donc le paracétamol(mg) et ampicilline (ug)
diminue a 36%, ampicilline (mg) a 39%, diclofénec (mg) a 50 7, amoxilline (mg) a 49%,
pénicilline (mg) a 35%, et paracétamol (ug) a 41%, diclofénec (ug)a 35%, amoxilline (ug) a
59 %, pénicilline a79%, et le combiné (mg) diminue a 11%, le combiné (ug) a 42%, et

I’effluent entrée a51% , et | effluent sortie diminue a 58%, par rapport au témoin .
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Fig. 3.5. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie sur

la teneur en chlorophylle.

3.1.3.2 Effet des produits pharmaceutiques sur La teneur en H,0O,

La réaction biochimiques analysée a travers la mesure de la quantité de H,O, sous un stress
des produits pharmaceutiques des deux concentrations 50 (mg) et (50 pg) et méme I’effluents
entrée et sortie montre qu’elle est une diminution importante dans les feuilles avec les valeurs
des (50%-74%) par rapport aux témoins, donc le paracétamol (mg) diminué a 53 %
,ampicilline (mg) a 67%, diclofénec (mg) a 82%, amoxilline (mg) et pénicilline (ug) diminué
a 72%, pénicilline (mg) a 71 %, paracétamol (ug) a58%, diclofénec (ug) a 60%, amoxilline
(Hg) a 74% , et pénicilline (ug) a72 %, par contre le combiné( mg) et le combiné (ug) et aussi

les deux effluents sortie et entrée diminues a pourcentage de 58 %, par rapport aux témoins.
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Fig. 3.6. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et 1’effluent entrée et sortie sur

la teneur en H,0.,.

3.2.3. Effet des produits pharmaceutiques sur la teneur en MDA

Les résultats relatifs de paramétre MDA pour le stress des produits pharmaceutiques sont
présentées dans la figure (3.7) leur observation montrent une augmentation non significative
par rapport aux témoins, donc le paracétamol (mg) et diclofénec (ug) et pénicilline (ug)
augmenté a 10%, et diclofénec (mg) et paracétamol (ug) et ampicilline (ug) et pénicilline
(mg) augmenté a 5%, et amoxilline (ug ) et ampicilline (mg) a 50%, par contre nous avons

constaté une augmentation significative d’amoxilline (mg) et le combiné (g) par rapport aux
témoins.
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Fig. 3.7. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie sur
la teneur en MDA.

3.1.4. Parametre enzymatiques

3.1.4.1 Effet des produits pharmaceutiques sur Pactivité de CAT

L’examen des résultats de I’effet des produits pharmaceutiques et 1’effluent entrée et sortie sur
la catalase dan la figure (3.8) ,révéle que ce stress réduit I’activité de la catalase par rapport
aux témoins, Nous avons constaté une augmentation significative par ampicilline (ug) et
pénicilline (ug) ,et diclofénec (ug) et paracétamol (mg), diclofénec (mg) et (ug), et les deux

combiné (mg /ug), et paracétamol (g) et I’effluent entrée et sortie par rapport le témoin.
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Fig. 3.8. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et 1I’effluent entrée et sortie sur

P’activité de CAT.



Chapitre 3. Résultats el discussion

3.1.4.2 Effet des produits pharmaceutiques sur ’activité d’APX

A la lumiére des résultats obtenus dans la figure (3.9), on n a observé une augmentation des
produit s pharmaceutiques ampicilline (mg) a pourcentage a 40%, et diclofénec (mg)
augmenté a 31%, et paracétamol (ug) a 50%, et amoxilline (ug) et pénicilline (ug) de
pourcentage 45%, le combiné (ug) a 10%, par rapport aux témoins. Par contre, les autres
(amoxilline, et | effluent entrée, et pénicilline (mg), et le paracétamol (mg) & pourcentage
20% provoquée une diminution de la I’activit¢ d’APX avec des valeurs non significative

comparativement aux témoins.
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Fig. 3.9. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et 1’effluent entrée et sortie sur
I’activité d’APX.

3.1.4.3 Effet des produits pharmaceutiques sur Pactivité de GST

Les résultats de parametre GST aux cours de traitement sous un stress des substances
pharmaceutiques et les effluents entrée et sortie qui reportée dans la figure (3.10). montre que
toutes les accession étudiées répondent avec une diminution au stress de valeurs (15% 50%)
comparativement aux témoins. donc le paracétamol (mg) diminué a 15%, et pénicilline mg a
pourcentage de 33%, amoxilline (mg) a diminue a 27%, et pénicilline (ug) diminué a 50 %,
et le paracétamol (g) a 47%, et diclofénec mg a 16%, diclofénec (ug) a 25%, amoxilline (ug)
a 5% , et pénicilline (ug) diminue a 50 % , le combiné (mg) et le combiné ug a 20% et aussi
le effluents entrée diminue de pourcentage a 22 %, par contre , nous avons constaté une
augmentation significative par ampicilline (ug) et penicilline (mg).et le effluent sortie par
rapport le témoin.
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Fig.3.10. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie
sur I’activité de GST.

3.1.5 Parameétre métabolites antioxydants

3.1.5.1 Effet des produits pharmaceutiques sur la teneur en GSH

L’évolution de la teneur de paramétre de GSH dans la figure (3.11) montre une diminution
avec 40 % par rapport aux témoins . par contre, les autre produits comme ampicilline (mg),
(mg) et diclofénec (mg et pg) a provoquée une diminution avec 3% comparativement aux
témoins, et le paracétamol (ug) a 41 % , et ampicilline a 24%, diclofénec (ug) a 32%,
amoxilline (ug) a 40% , et pénicilline (ug) a 33 % , le combiné (mg) a 70% , et aussi les
deux effluents sortie et entrée diminues a pourcentage a 60 %, par contre , nous avons
constaté une augmentation significative par ampicilline (ug) et pénicilline (ug) et le combiné

(ug) par rapport le témoin .

400
350
300
250
200
150
100
50
0

La teneur en GSH (%)

A

$ & & K K O W ®W OO H» ®» &S
& Q2 Q&% Q&% &% N9 N° N7 N9 \N° &N <<<,< &
RS IR SROIRMPN Q
FEF IS IS IS
Traitement

Fig. 3.11. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie

sur la teneur en GSH.
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3.1.5.2 Effet des produits pharmaceutiques sur la teneur en polyphénol totaux

Les résultats relatifs & ce paramétre (figure 3.12) ont montre que le stress a entrainé une
diminution de (10 %_47%) comparativement aux témoins comme paracétamol mg a
pourcentage 10%, et le combiné( mg) a 22%, et 1’effluent sortie diminue a 11%, Par contre,
une légere augmentation chez les plantes stressés avec paracétamol (mg et pg) de
pourcentage19%, amoxilline (mg et pug) a ( 6%_15%) et pénicilline (mg) a 45%, ampicilline
(ug) al7%, combine (ug) augmenté a 2%, et I’effluent entrée et sortie augmenté al1%, par
rapport aux témoins.
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Fig.3.12. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et 1I’effluent entrée et sortie

sur la teneur en polyphénol totaux.

3.1.5.3 Effet des produits pharmaceutiques sur la teneur en Flavonoide

Concernant le contenu Flavonoide les résultats obtenus dans la figure (3.13) montrent que le
stress des produits pharmaceutiques et ’effluent entrée et sortie a provoquée une diminution
avec un pourcentage d’intervalle (20%_68%) comparativement aux témoins, donc le
paracétamol (mg) diminué a 21 %, ampicilline (mg) a 68%, diclofénec (mg) et amoxilline
(mg) amoxilline (mg) diminue a pourcentage de 51%, et pénicilline (mg) diminué a 62% |,
ampicilline (ug) a 59%, paracétamol (ug) a 69%, diclofinec (ug) a 39%, amoxilline (ug)
diminue de pourcentage 98%, et pénicilline (ug) 35%, et le combiné( mg) diminue a 67%, et
le combiné (ug) a 7%, et I’effluent entrée diminue a 62%, sauf le I’effluent sortie augmenté

a pourcentage 3%, par rapport au témoins .
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Fig. 3.13. Effet des produits pharmaceutiques, leur combinaison et I’effluent entrée et sortie

sur la teneur en Flavonoide.
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DISCUSSION

Les polluants s'accumulent en permanence sous la forme de mélanges complexes dans les
systémes naturels a travers différentes sources anthropiques, notamment les industries, les
mines, l'agriculture et les stations d'épuration des eaux usées (Sun, Dudley, Trumble, & Gan,
2018).

L'exposition des organismes aux xenobiotiques peut étre quantifiée a l'aide de biomarqueurs,
définis comme des changements moléculaires, cellulaires, physiologiques ou

comportementaux (Lionetto et al. 2003).

La présente étude met en lumiére l'absorption des produits pharmaceutiques largement
prescrites dans une culture d’aubergine cultivée, ainsi que les mécanismes de toxicité et de
détoxification induits par les plantes en réponse a cette exposition. L'approche expérimentale
utilisée a permis d'évaluer les effets des produits pharmaceutiques, appliqués individuellement
ou en mélange, tandis que les marqueurs de la physiologie du stress et I'analyse des

principaux composants de détoxification des plantes ont été évalués (Sun et al., 2018).

Il convient de noter que le dispositif expérimental utilisé dans cette étude est représentatif du
potentiel de réutilisation des eaux usées pour la culture hydroponique de 1’aubergine, une

approche de plus en plus pratiquée dans le monde.

Tous les produits pharmaceutiques absorbés par les plantes présentaient des effets
significativement plus élevées dans les feuilles que dansles racines. De plus, les produits
pharmaceutiques appliqués en melange, simulant la complexité des produits pharmaceutiques
trouvés dans un environnement agricole réel, ont affiché un schéma d'effet différent de celui

affiché lorsqu'ils sont appliqués individuellement (Christou et al., 2016).

Ces résultats peuvent suggérer qu'une sélectivité par les plantes ou une compétition (voire une
inhibition ou une activation) entre les produits pharmaceutiques pour leur absorption peut se
produire, puisque les produits pharmaceutiques doivent traverser la membrane sélectivement
perméable en suivant une voie symplastique dépendante de I'énergie (Kong et al., 2007 ;
Malchi et al., 2014 ; Tanoue et al., 2012). Les résultats sont conformes aux travaux antérieurs
soulignant que I'absorption par les plantes peut varier entre un mélange et une exposition a un

seul composé (Tanoue et al., 2012).




Chapitre 3. Résultats el discussion

Il 'y avait une réduction de la hauteur et de la biomasse des plantes en présence de produits
pharmaceutiques qui était probablement corrélée & Il'accumulation des produits
pharmaceutiques dans les parties de la plante. La toxicité induite par les produits
pharmaceutiques a été facilement distinguée d'une mauvaise récolte a mortelle. Le déclin de la
croissance et de la biomasse est considéré comme le symptdme le plus évident de la toxicité

induite par les produits pharmaceutiques chez les plantes (Hayat et al., 2014).

Les produits pharmaceutiques présents dans I'environnement peuvent avoir un effet a la fois
positif et négatif sur les plantes. Un effet positif (hormeése) se produit a de trés faibles
concentrations dans I'environnement, tandis que des concentrations élevees d'antibiotiques
entrainent des effets toxiques. Le premier symptéme visible de la toxicité des antibiotiques
pour les plantes est un changement de couleur des organes photosynthétiques. Des
changements dans la couleur des feuilles en vert clair ou jaune sous I'influence d'antibiotiques
ont été observés chez le pois (Margas et al. 2016), Lemna gibba (Brain et al. 2004) et Lemna
minor (Sikorski et al. 2014 ; Baciak et al. 2016).

Des études récentes ont montré que le contact avec les produits pharmaceutiqueseétait capable
d'induire un ensemble complexe de réponses physiologiques chez les plantes supérieures
(Bartrons et Penuelas, 2017 ; Carvalho et al., 2014). Généralement, la teneur en pigments des
feuilles, y compris la chlorophylle et les caroténoides, fournit des informations précieuses sur
I'état physiologique d'une plante. Ici, une nécrose foliaire claire et une réduction de la teneur
en chlorophylle et en caroténoides ont été observées a des concentrations plus élevées de
produit pharmaceutique. Les résultats de cette étude et des études précédentes suggérent que
les produits pharmaceutiques peuvent affecter de maniére significative la croissance des

plantes.

Avant l'induction des effets morphologiques de la plante entiere, le stress peut également
entrainer des changements physiologiques, biochimiques et moléculaires au sein de la plante.
Cependant, peu d'informations sont disponibles sur les effets toxiques chez les plantes d'un

point de vue meécaniste.

Un résultat direct des changements cellulaires induits par le stress est I'accumulation accrue
de ROS, imposant par conséquent un stress oxydatif aux biomolécules (Gill et Tuteja, 2010).
Bien que des recherches supplémentaires soient nécessaires pour établir le stress oxydatif

comme le principal mécanisme de toxicité du produit pharmaceutique pour les plantes
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supérieures, il est clair que le stress oxydatif est impliqué dans le développement des
symptdmes toxiques induits par le produit pharmaceutique (Gill et Tuteja, 2010).

Dans cette étude, des changements dans les niveaux de ROS ont été observés par rapport au
témoin apres exposition aux produits pharmaceutiques, et la réponse s'est produite a des
concentrations bien inférieures a celles des effets morphologiques. La surproduction de ROS

peut endommager les cellules et est la conséquence finale du stress oxydatif.

Dans la présente étude, l'augmentation de la production de ROS a coincidée avec
l'augmentation des dommages membranaires et de la peroxydation lipidique dans les plants
d’aubergine, indiquant la présence d'un stress oxydatif. Dans une étude antérieure,
l'exposition a 50 mg et pg de diclofénac, de paracétamol, de amoxilline ou d’ampicilline
n'induisait pas de peroxydation lipidique significative dans les feuilles de luzerne (Christou et
al., 2016).

Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule de signalisation importante dans les cellules
végetales qui peut endommager diverses structures cellulaires a des concentrations élevées.
D'une part, le H202 a des concentrations élevées induit un stress oxydatif, qui endommage les

composants cellulaires tels que les protéines, I'ADN ou les lipides (Mgller et al., 2007).

D'autre part, H,O, agit également comme un messager secondaire pour une signalisation plus
en aval, conduisant a des réponses des plantes et a diverses fonctions de croissance et de
développement (Choudhury et al. 2013). Aprés une perception spécifique, H,O,, l'une des
principales especes réactives de I'oxygene (ROS) dans les plantes, se forme comme réaction
initiale dans presque tous les compartiments de la plante au cours de différentes réactions

enzymatiques.

Dans la présente étude, la concentration de H,O, dans les feuilles traitées aux produits

pharmaceutiques était significativement diminuer par rapport aux plantes témoins.

Les taux comparatifs de peroxydation lipidique dans les feuilles, en tant qu'indicateur des
réponses au stress des plantes et des effets des dommages cellulaires dus a leur exposition aux
produits pharmaceutiques sélectionnés, ont éte évalués en termes de teneur en MDA (Christou
etal., 2013).

Fait intéressant, les produits pharmaceutiques appliqués individuellement ont provoqué une

accumulation significative de MDA dans les feuilles. Il convient de noter qu'une
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augmentation marquée de la teneur en MDA (presque le double par rapport a celle observée
lorsque les produits pharmaceutiques étaient appliqués individuellement) a été enregistrée
dans les racines du traitement combinées, révélant les effets cumulatifs et additifs des

cocktails produits pharmaceutiques biologiquement pertinents vers toxicité des plantes.

Les plantes ont développé un systéeme compliqué de piégeage des ROS pour éviter que les
composants cellulaires sensibles ne soient endommagés par les especes réactives de
I'oxygene. Les antioxydants enzymatiques, comme la catalase (CAT), la peroxydase (POD),
la superoxyde dismutase (SOD), les glutathion peroxydases (GPX) et les ascorbate
peroxydases (APX), et les antioxydants non enzymatiques, comme le glutathion, I'ascorbate,
les tocophérols et les composes phénoliques, sont importants antioxydants qui jouent un role
clé dans I'élimination du superoxyde (O2) et (H,O,). La capacité antioxydante des plantes est
la somme des activités de tous les systemes antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
(Habig, Pabst, & Jakoby, 1974).

Parmi ces enzymes antioxydants est la catalase (CAT) qui jouent un réle important dans la
transformation et I’élimination du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) en (H,0O). D’aprés nos
résultats ’activité de cette enzyme a été affectée par les produits pharmaceutiques. Les doses

ont diminué cette activité chez les feuilles d’aubergine.

Des études analogues ont montré que le traitement des plantes par les solutions provoquait
une réduction de ’activité de cette enzyme chez la tomate (Doudechet al., 2008). Cette
modification de ’activité de I’enzyme est dépendante de la sévérité du stress des produits

pharmaceutiques, de la variété et du stade de développement (Ashraf et al., 2012).

L’activité ascorbate peroxydase est exprimée par une diminution chez les feuilles
d’aubergine, Plusieurs auteurs ont trouvé que 1’activité de cette enzyme est stimulée sous les

conditions de stress biotique ou abiotique.

Cette élévation traduit leur réle important dans la détoxification contre les ROS, et la
tolérance de ces espéces vis-a-vis des différents types des contraintes environnementales. Des
études rapportent que la diminution de cette activité est dépendante de la sensibilité des
especes, et les stades de développement des plantes et les différents types d’agents
contaminant 1’environnement (Doudech et al., 2008 ; Ashraf et al., 2012).

Les glutathionS-transférases (GST) constituent des composants importants de la phase 1l du
systéeme de détoxification des plantes (Schroder et al., 2007), car elles catalysent I'addition
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nucléophile du thiol du glutathion réduit aux centres électrophoniques des composés
organiques. Les conjugués de glutathion sont plus hydrophiles, facilitant ainsi leur exclusion.

La présence d'un grand nombre d'isoenzymes de GST, avec une sélectivité de substrat
différentielle qui se chevauche, offre aux plantes la possibilité de détoxifier une large gamme
de xénobiotiques réactifs (Abhilash et al., 2009 ; Vos et Van Bladeren, 1990). Dans cette
étude, I’activité enzymatique de GST a été dosé dans les feuilles des plants d'aubergine
exposés aux produits pharmaceutiques étudiés. Les GST sont accumulées de maniere
significative dans les feuilles des plantes exposées a tous les traitements, Les résultats sont
conformes aux résultats antérieurs faisant état d'une activité enzymatique accrue de la GST

dans les pousses des plantes Typha latifolia (Bartha et al., 2014).

Le glutathion est I'un des principaux antioxydants solubles de faible poids moléculaire, ainsi
que le principal thiol non protéique des cellules végétales (Noctor et Foyer, 1998), contribuant
au maintien de I'noméostasie et de la signalisation redox cellulaires. De plus, la conjugaison
avec des xénobiotiques par le GSH peut étre une voie commune pour le métabolisme végétal

de divers produits chimiques fabriqués par I'hnomme (Neufeind et al., 1996).

Dans cette étude, la teneur en glutathion a augmenté a de faibles doses de produits
pharmaceutiques, tandis qu'elle a diminué a des niveaux normaux au niveau de traitement

produits pharmaceutiques le plus élevé.

La déplétion observée en GSH cellulaire pourrait contribuer au stress oxydatif induit par les
produits pharmaceutiques et a la détoxification des xénobiotiques. Pendant ce temps, les
différentes réponses du GSH dans les feuilles ont indiqué que les pourraient étre le site
principal pour exprimer la toxicité du produit pharmaceutique et induire la détoxification du

produit pharmaceutique (Gill et Tuteja, 2010).

Il est donc impératif de poursuivre les recherches pour explorer les mécanismes et les voies de
phyto-transformation des produits pharmaceutiques par les GST aprés absorption par les

plantes.

Les composés phénoliques et notamment les flavonoides sont reconnus comme des
substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les espéces radicalaires et
les formes réactives de I'oxygene. Ces composés participent trés efficacement a la tolérance

des plantes aux différents stress (Macheix, Fleuriet, & Jay-Allemand, 2005).
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Les principaux résultats obtenus ont montré que : Les taux de polyphénols étaient élevés au
niveau des feuilles de la solanum canescens sous stress par rapport a la plante témoin. Ces
résultats sont cohérents avec ceux de (Sgherri, Quartacci, & Navari-l1zzo, 2007) ou observent

une augmentation des polyphénols sous I'effet du stress métallique chez Vicia faba L.

Les composes phénoliques interviennent dans de nombreux mécanismes pour permettre a la
plante de s'adapter & son milieu (Macheix et al., 2005). Les composés phénoliques sont
capables d'empécher la peroxydation des lipides membranaires et de capter I'hydroxyle, le
superoxyde et le peroxyle (Andersson, Hallberg, & HOgberg, 1996). L'accumulation
importante de polyphénols dans la plante stressée était une réponse au stress pharmaceutique
contrairement a la plante non stressée ou le taux de polyphénols était faible, car selon
(Macheix et al., 2005), I'accumulation de polyphénols pourrait jouer un réle essentiel dans

I'équilibre et I'adaptation de la plante.

Les polyphénols sont capables d'agir comme des antioxydants capables de piéger les radicaux
libres, entrainant la suppression de la formation d'ERO par inhibition de certaines enzymes ou
par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur production, et la protection des

systemes de défense antioxydants de I'organisme (Boudiaf, 2006).

La teneur en flavonoides des feuilles de Solanum canescens était diminuer avec les
concentrations des produits pharmaceutiques, cette diminution du taux de flavonoides a été
observée au niveau des parties foliaires, cela pourrait s'expliquer par la résistance des plantes
a ces concentrations. La réponse des plantes aux stress chimiques varie d'une concentration a
l'autre (Gill et Tuteja, 2010).

Les résultats obtenus sur I'accumulation significative du flavonoide dans la plante stressée ont
été corroborés avec ceux de (Walton & Brown, 1999) qui lient les quantités accumulées de
flavonoides a la tolérance au stress. L'accumulation de composés phénoliques, en particulier
de flavonoides, a été démontrée chez de nombreuses especes et dans différentes situations de
stress biotique (War, Paulraj, War, & Ignacimuthu, 2012), également en conditions abiotiques
(Korkmaz, Uzunlu, & Demirkiran, 2007).
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Partie 2
Résultats

2.1 Effet de concentration de paracétamol sur la concentration des diatomées :

Les résultats obtenus de dénombrement des diatomées par la cellule de Mallassez sont
présentes dans le tableau ci-dessous,

Tableau. 3.2. Dénombrement des diatomées par cellule de Mallassez.

n : nombre de cellule comptee
aégaleabs 1 2 3 4 5 Fd N D
Expérience | 00 00 00 00 00 20 510" |0
Co Og/l
(contrélé)
Expérience |5 6 2 2 6 20 210° | 1000
C mg/L
Expérience |7 6 2 6 6 20 210° | 100
C ug/L
Expérience |8 7 5 4 6 20 310" |0
Cng/L

N densité de population ; D réduction décimale de population

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

concentration des diatomées ¢/ml
N

co mg/L pg/L ng/L

Concentration de produit pharmaceutique paracétamol

Fig.3.14. Effet de concentration de paracétamol sur la concentration des diatomées.
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Les résultats obtenus montrent 1’effet de produit pharmaceutique (paracétamol) sur 1I’espéce
de diatomées qui est entrainé une diminution dans les trois concentrations mg/L, pg/L et ng/L
chez 1’espéce stressées par rapport aux concentrations contrélés Co (témoins), cette
diminution est plus importante chez les diatomées soumises aux concentrations mg/L de
paracétamol avec de valeur 3,29 cellule/ml. En effet, une moyenne diminution dans la
concentration pg/L avec de valeurs 2,69 cellule/ml et on n a observé une Iégere diminution
dans la concentration de ng/L avec 0,58 cellule/ml comparativement aux concentrations

controlés.
2.2 Effet de concentration de paracétamol sur la diversité des diatomées :

L’étude de morphologie cellulaire des diatomées sans et avec le traitement de produit

pharmaceutique paracétamol qui sont présente en les photos ci-dessous ;

Fig. 3.15. Morphologie des diatomées sans traitement. A, Tabellaria, B,Mastogloie,

C,Araphides, D, Naviculacees, E,Anomoeoneis.
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Fig. 3.16. Morphologie des diatomées avec le traitement. F,Mastogloia, G,Tabellaria

H,Anomoeoneis.

La diversité diatomique diminuer aux cours de traitement de produits pharmaceutique pour les
trois concentrations mg/l, pg/l et ng/l, comparée a la diversité observée pour la concentration

contrélés Cy (témoin). La diversité diatomique semble donc étre affectée par le toxique étudié.

2.3 Effet de concentration Paracétamol sur la morphologie de la population des

diatomées

Nous avons comparés les formes avec I’impact de produit pharmaceutique paracétamol sur la

communauté en fonction de traitement qui est présente en les photos ci-dessous,

Fig. 3.17. Photo montrant une forme normale de diatomées (gauche) et une forme anormale

suite au traitement & paracétamol (droite).

Sur I’ensemble de comptages les individus observés, nous avons dénombré des malformations
des contours de la valve en fonction de traitement Fig.3.17, avec un nombre de déformations

pour les échantillons traités par paracétamol.
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Discussion

L’impact de produits pharmaceutique (paracétamol) avec les trois concentrations mg/l, pg/l et
ng/l sur les espéces des diatomées a permis d’obtenir certain résultats intéressants. Au niveau
de la biomasse, une diminution été mise en évidence apres 7 jours d’exposition de cultures a

50 mg/l, 50 pg/l et 50 ng/l de paracétamol, observé par le test éco-toxicologie.

D’autre études ont montré que d’autre produits pharmaceutiques inhibaient la croissance
aprés 6 jours d’exposition a 30 pg/l (Debenest et al., 2009). Ces résultats contrastent
également avec d’autres études qui montrent une augmentation de la croissance a de
faibles concentrations, ce qui traduit un mécanisme d’adaptation qui permet de maintenir une
activité photosynthétique suffisante et ainsi de convertir 1’énergie lumineuse en énergie

chimique afin d’éviter un stress oxydatif (Seguin, Druart, & Le Cohu, 2001).

Du point de vue de la composition des espéces, cette étude confirme la résistance d’espéces
comme N. palea, G. parvulum, E. minima aux produits pharmaceutiques. Ces mémes especes
semblent étre également résistantes aux métaux lourds (Morin, Coste, & Hamilton, 2008).
Au sein des communautés benthiques de diatomées, les espéces adaptées aux milieux
eutrophestendent a étre plus tolérantes aux herbicides que d’autres (Debenest, Silvestre,
Coste, & Pinelli, 2010).

Enfin, la diversité est significativement diminuer pour le substrat « lame seule » comparé a la
concentration contrélée, alors que la biomasse était plus faible. Nous pouvons avancer
I’hypothése de compétition et de dynamique de colonisation du substrat. En effet, la
concentration contrdlée (témoin) étant déja colonisé au début de ’expérience, certaines
espéces installées depuis un temps occupent la niche écologique d’une autre empéchant sa
colonisation. Tandis que les « lames seule » étant vierges au départ, les niches écologiques
sont libres. Ce qui définira la communauté et la diversité c’est la compétitivité et la résistance

d’une espece par rapport a une autre.

Au regard des résultats du traitement a paracétamol, nous constatons que la diversité est
faible apres le traitement qu’avant, ce résultat peut étre expliqué, a faible concentration, nous
pouvons voire le développement de certaines especes tolérantes conjointement avec la

présence d’espéces sensibles qui n’ont pas encore disparu (Debenest et al., 2010).

Le produits pharmaceutique (paracétamol) avec les trois concentrations au moyen de test éco-

toxicologiques provoquait de déformation de type 1. Cette espéce pourrait étre utilisée comme
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un bioindicateur de pollution a ce composé. Le nombre de déformation régresse sans pour
autant devenir significativement différent sur cette courte durée de 7 jours. Nous nous
trouvons donc dans une phase ou la résilience des efforts de 1’altération est encore forte.
D’autre étude montré le méme phénomene de rétablissement progressif de parameétres tels que
le poids sec, la concentration en chlorophylle a,.... Pour I’ensemble de la communauté, aprés
le transfert d’un biofilm naturel issu de riviéres polluées vers I’amont des riviéres respectives
(Dorigo, Berard, Rimet, Bouchez, & Montuelle, 2010; Morin, Pesce, Tlili, Coste, &
Montuelle, 2010).
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CONCLUSION GENERALE

vec le développement rapide de [lindustrie moderne, la pollution de

I'environnement est devenue de plus en plus dangereuse en raison des déchets
industriels, en particulier de I'industrie pharmaceutique, qui nuisent & l'environnement et a la
santé humaine.
Dans travaille réalis¢é au cours de cette mémoire s’inscrit dans le cadre générale
1I’écophysiologie, cet essai a été réalisé sur une seul variété d’aubergine (salamum melogena),
sous mises a deux doses 50mg et50ug, leur combinaison (mg) et(ug), I’effluent entrée et
sortie et un traitement n’ayant pas regu de médicament constitue le témoin ,I’étude vise a
¢élucider 1’ effet du stress des médicament (paracétamol, Diclofinec, amoxilline, pénicilline ,
ampicilline) sur le développent de la variété d’aubergine, en vue d identifie leur niveau de

tolérance au stress.

Les effets néfastes de la toxicité du produits pharmaceutiques et leur combinaison en
s'accumulant dans les plantes et en attaque directement la croissance et le développement des
plantes d’aubergine. Les résultats ont révélé que les plantes utilisaient leur arsenal
antioxydant afin de surmonter et de récupérer des dommages oxydatifs subis dans les feuilles
en raison de I'exposition aux produits pharmaceutiques. Les effets additifs des cocktails
produits pharmaceutiques renforcent la nécessité d'expériences de conductance sur le terrain
utilisant des flux d'eaux usées traitées. Les résultats actuels fournissent de nouvelles preuves
physiologique et biochimiques mettant en évidence les produits pharmaceutiques étudiés en
tant que facteur de stress abiotique émergent, et soulignent la nécessité de poursuivre les

recherches sur les flux d'eaux usées dans les environnements agricoles naturels.

Au cours de ce travail, nous avons démontré que malgré la présence de la oxydation

enzymatique, les plante n’a pas pu résistent.
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