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Points forts

e Impacts des xénobiotiques (AMX et ACE) sur les microalgues Spiruline.

e Images microscopiques utilisées pour évaluer les changements morphologiques des
microalgues sous traitement AMX et/ou ACE.

e Diminution de facteurs physiologiques spécifiques et élévation de la peroxydation
lipidique dans la Spiruline.

e Confirmer les risques environnementaux substantiels des pesticides et antibiotiques.
Implications environnementales

La recherche a examiné comment 1’Amoxicillin (AMX), I’Aceplan (ACE) et leur
combinaison affectent les aspects physiologiques et biochimiques de la Spirulina platensis. Les
xenobiotiques, polluants de plus en plus courants, peuvent avoir des impacts négatifs sur les
organismes vivants et I’environnement. Etant donné que les microalgues constituent un élément
crucial de la chaine alimentaire et peuvent agir comme indicateurs de pollution dans
I’environnement, elles ont été choisies comme objet de cette étude. Différentes concentrations
d’AMX et d’ACE et ont été utilisées, ainsi qu'un groupe témoin. Les résultats ont indiqué une
baisse significative du taux de croissance, du poids sec et des niveaux de chlorophylle dans les
microalgues exposées aux AMX et/ou ACE, tandis que les niveaux de macromolécules et de
peroxydation lipidique ont augmenté. Ces résultats suggérent un potentiel sérieux de dommages

environnementaux dus aux AMX et/ou ACE.
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Abstract

Emerging pollutants (EP) are a group of different contaminants, such as pesticides, and
antibiotics. The daily urban and agro-industrial activities of the world's population release EP
into the environment and are transported to surface and groundwater through the natural water
cycle, where they can potentially have harmful effects on living organisms, the elimination of
antibiotics and pesticides from the aquatic environment has become a crucial issue in due to their
toxicity and their persistence. The aim of this study is to determine the effects of
AMOXICILLIN (AMX), ACEPLAN SP20 (ACE) and their combination after 10 days of culture
on the morpho-physiological parameters and biochemical parameters of microalgae spirulina
(Arthrospira Platensis) were studied. The results showed that there was a decrease in growth
when applying AMX and ACE individually. The combined application of pesticides and
antibiotics further reduced the growth of spirulina. Furthermore, our results unveiled the
induction of oxidative stress in response to AMX and ACE, as evidenced by a significant
elevation in intracellular hydrogen peroxide (H202) and lipid peroxidation (MDA) levels 10 days
after exposure. Notably, the activities of the antioxidant enzymes peroxidase (POD) and
glutathione-S-transferase (GST) were significantly impaired. when applying AMX and ACE
individually. The combined application of AMX+ACE also increases enzyme production. The
results concluded that combined toxicity (AMX+ ACE) is more dangerous for the growth of
Arthrospira Platensis compared to individual toxicity.

Keywords: Amoxicillin;Aceplan; Combined toxicity; Bioremediation; Microalgae



Résumé

Les polluants émergents (PE) sont un groupe de différents contaminants, tels que, les
pesticides, et lesantibiotiques. Les activités urbaines et agro-industrielles quotidiennes de la
population mondiale rejettent des PE dans I’environnement et sont transportés vers les eaux
superficielles et souterraines a travers le cycle naturel de I’eau, ou ils peuvent potenticllement
avoir des effets nocifssur les organismes vivants, I'élimination des antibiotiques et des pesticides
de milieu aquatique est devenue une question cruciale en raison de leur toxicité et de leur
persistance. Le but de cette étude est déterminer les effets des AMOXICILLINE (AMX),
ACEPLAN SP20 (ACE) et leur combinaison apres 10 jours de culture sur les parameétres
morpho-physiologiques et biochimiques des microalgues spiruline (Arthrospira Platensis) ont
été étudiés. Les résultats ont montré qu’il y’a une diminution dans la croissance, lors de
I’application individuelle d’AMX et ACE. L’application combinée des pesticides et des
antibiotiques encore diminué la croissance de la spiruline.De plus, nos résultats ont dévoilé
Iinduction d'un stress oxydatif en réponse & 'AMX et ACE, comme en témoigne une élévation
significative des niveaux de peroxyde d'hydrogéne intracellulaire (H20.) et la peroxydation
lipidique (MDA). Notamment, les activités des enzymes antioxydants, peroxydase (POD) et
glutathion-S-transférase (GST) ont été significativement altérées lors de 1’application
individuelle d’AMX et ACE. L’application combinée des AMX+ACE augmente aussi la
production des enzymes. Les résultats conclus que la toxicité de combiné (AMX+ ACE) est plus

danger pour la croissance d’Arthrospira Platensis par rapport & la toxicité individuelle.

Mots clés: Amoxicilline;Aceplan; Toxicité combing; Bioremédiation; Microalgues
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Les cyanobactéries (Cyanoprocaryota), un groupe diversifié de micro-organismes
photosynthétiques oxygénés, possédent des mecanismes cellulaires et une capacité
d'acclimatation leur permettant de développer des populations a cellules denses, frequemment
appelées « blooms », dans les lacs, les réservoirs d’eau et les cours d’eau. Cesles caractéristiques
servent a de nombreuses cyanobactéries pour étendre leur distribution en tant que conditions
écologiquesvarient en raison de changements régionaux dans les charges en nutriments et dans le

contexte biotique ou en raison du climat mondial (Sukenik et al., 2015).

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

microalgues a ces substances (Paerl & Huisman, 2008).

Les pesticides et les antibiotiques sont des agents stressants pour les microalgues, car ils
peuvent affecter leur physiologie et leur métabolisme (Singhal et al., 2021).Les antibiotiques
peuvent inhiber la formation des chloroplastes, la production de chlorophylle et la synthese des
protéines, exercant ainsi des effets néfastes sur la capacité photosynthétique, la prolifération
cellulaire et la croissance des microalgues(Yu et al., 2022b). La plupart des pesticides agissent
sur les organismes photosynthétiques. La majorité des inhibiteurs de la photosynthese ciblent le
photosysteme |1, qui est également présent chez les cyanobactéries avec quelques différences

concernant les pigments capteurs de lumiére (Beaulieu et al., 2014).

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

L’ objectif principal de ce travaille, a donc pour but d’étudier I’influence des pesticides et
les antibiotiques sur les microalgues et leur combinant, par une série d’expériences controlées en

laboratoire.
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Ce rapport est composé de trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a la
présentation du contexte de 1’étude. Il présente chaque élément étudié, a savoir, les microalgues,
les antibiotiques et les pesticides ainsi I’effet de se deux derniers sur la croissance des

cyanobacteéries et leur rdle dans les systémes aquatiques.

Le deuxieme chapitre est consacré a la présentation des matériels et méthodes utilisés
pour 1’é¢tude de [I’influence des pesticides et des antibiotiques sur microalgues, les
expérimentations réalisées ainsi que les analyses appliquées aux échantillons et le traitement des

résultats.
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1 Lescyanobactéries :
1.1 Généralité :

Les cyanobacteries étaient traditionnellement classées comme des algues et désignées
sous les noms de « Cyanophyta » ou « Algue bleu-vert ». Jusqu'a la fin du XXe siécle, le systeme
de nomenclature des cyanobactéries suivait la norme internationale du code de nomenclature
botanique (Demoulin et al., 2019). Elles sont des organismes photosynthétiques présents dans les
habitats aquatiques, caractérises par leur capacité unique a réduire le dioxyde de carbone
atmosphérique. De plus, elles contiennent un pigment photosynthétique de teinte vert bleuté, d'ou
leur appellation d'algues bleu-vert (Neilan et al., 2023). Les cyanobactéries représentent le seul
groupe de procaryotes capables de réaliser la photosynthése et de produire de I'oxygéne, ce qui

en fait une composante essentielle de la productivité primaire de la biosphere (Cui et al., 2023).

En outre, les cyanobactéries sont des productrices de substances polymeériques
extracellulaires, telles que les exopolysaccharides (EPS), qui revétent une importance
significative. ces composes se présentent sous forme de gaines, de capsules ou de mucilage et
offrent une protection contre divers stress biotiques et abiotiques. De plus, ils facilitent

I'attachement des organismes a un substrat solide (Ahmed et al., 2014).

1.2 Les caractéres morphologiques :
La diversite morphologique des cyanobactéries s'étend des micro-organismes

unicellulaires, prenant la forme de cellules rondes ou en batonnets, aux micro-organismes
multicellulaires, tels que les hétérocystes ou les hormogonies. Parmi les genres de cyanobactéries
unicellulaires et multicellulaires, qui forment les proliférations les plus fréquentes en eau douce,
on peut citer respectivement (Zhang et al., 2022). La paroi cellulaire des cyanobactéries est
constituée d'une membrane externe et d'une couche de peptidoglycane. Certaines cyanobactéries
possedent également une couche S supplémentaire a I'extérieur de la membrane externe. De plus,
la structure de la membrane thylakoide intracellulaire est spécialisée dans le transport des

électrons pendant la photosynthése (Sengupta et al., 2022).

1.3 Composition d’origine microalgues :
Les microalgues peuvent étre subdivisées en plusieurs catégories en raison de leur vaste

gamme de composés bioactifs aux natures et aux propriétés biologiques diverses. On peut citer :
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Acides gras polyinsaturés (AGPI) : Les lipides des microalgues se regroupent principalement
en deux catégories : les lipides de stockage, produits par la photosynthese et stockés dans la
cellule (principalement des triglycérides), et les lipides structurels, qui font partie intégrante de la
structure cellulaire (phospholipides et stérols) (Levasseur et al., 2020).

- Pigments: Les microalgues contiennent des pigments photosynthétiques, classés en trois
groupes : les chlorophylles, les caroténoides et les phycobiliprotéines, qui donnent
respectivement aux microalgues des couleurs vertes, jaunes/oranges et rouges/bleues (Levasseur
et al., 2020).

- Glucides: Les hydrates de carbone sont synthétisés de maniere intracellulaire et constituent la
majeure partie des composés issus de la photosynthese dans les microalgues. Leur contenu peut

atteindre jusqu'a 50 % du poids sec de certaines microalgues (Levasseur et al., 2020).

- Protéines, peptides et acides aminés: Les microalgues présentent également une composition

riche et variée en acides aminés, ainsi qu'en proteines et peptides (Levasseur et al., 2020).

- Vitamines: Les microalgues constituent une source alimentaire essentielle pour I'élevage de
tous les stades des mollusques bivalves marins, les larves de plusieurs espéces de poissons
marins et de crevettes, ainsi que pour le zooplancton, leur fournissant des apports nutritionnels

vitaux (Levasseur et al., 2020).

- Polyphénols: Ils représentent un vaste groupe de métabolites secondaires, comprenant les
acides phénoliques, les flavonoides, les isoflavonoides, les stilbenes, les lignanes et les

polymeéres phénolique (Levasseur et al., 2020).

- Phytostérols: Les stérols sont des composants de la membrane cellulaire qui agissent sur sa
stabilité, sa perméabilité et sa fluidité en contrdlant le mouvement des microalgues (Levasseur et
al., 2020).

- Hormones :La plupart des lignées de microalgues sont capables de produire des
phytohormones. Parmi ces hormones, on retrouve les auxines, l'acide abscissique, la cytokinine,
I'éthyléne, les gibbérellines, les polyamines, les jasmonides, les salicylates, les peptides de

signalisation et les brassinostéroides (Levasseur et al., 2020).
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1.4 Biodiversité des cyanobactéries:
Comme illustré dans les figures 1A a G, 2AaJet 3 (Aa L), un total de 15 familles et 29

espéces de cyanobactéries ont été identifiées au cours des différentes saisons hydrologiques
(pluvieuses et seches). Au cours de cette étude, 1/29 (3,45 %) des taxons étaient constants, 7/29

(24,14 %) étaient communs, et 21/29 (72,41 %) etaient considérés comme rares.

L'espéce Microcystis aeruginosa a été identifiée comme le taxon constant. Parmi les taxons
communs, les especes principales correspondant aux deux saisons  étaient
Planktolyngbyalimnetica, Planktothrix sp., Alkalinema sp., Microcystis flos-aquae, Oscillatoria
sp. et Anabaenasp. Quant aux taxons rares, les especes correspondantes comprenaient Nodularia
sp., Aulacoseira sp., Asterocapsa aerophytica, Gloeotrichia sp., M. wesenbergii, Aphanocapsa
sp., A. planctonica, A. elachista, Merismopedia sp., M. punctata, Planktothrix planctonica et P.
isothrix.(De Lima Pinheiro et al., 2023).

Figure 1 : Photomicrographies d'espéces cyanobactériennes des familles des Aphanizomenonaceae : Nodularia sp.
(UN); Aulacoseiracées : Aulacoseira sp. (B); Coléofasciculacées : Geitlerinema sp. (W); Chroococcaceae :
Asterocapsa submersa (D), Chroococcus turgidus (E), A. aerophytica (F) ; Gloeotrichiacées : Gloeotricia sp. (G)
(DeLima Pinheiro et al., 2023).
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Figure 2: Photomicrographies d'espéces cyanobactériennes des familles des Leptolyngbyaceae : Planktolyngbya
limnetica (A), Alkalinema sp. (B); Microcystacées : Microcystis aeruginosa (C), M. flos-aquae (D), M. wesenbergii
(E), Merismopediaceae : Aphanocapsa sp. (F), A. planctonica (G), A. elachista (H), Merismopedia punctata (1) et
Merismopedia sp. (J) (De Lima Pinheiro et al., 2023).

Figure 3 : Photomicrographies d'espéces cyanobactériennes des familles Microcoleaceae : Planktothrix sp. (A), P.
agardhii (B), P. planctonica (C), Planktothrix isothrix (D), P. rubescens (E) ; Nostocacées : Anabaena sp. (F),
Cylindrospermopsis raciborskii (G); Oscillatoriacées : Oscillatoria sp. (H); Phormidiacées : Tychonema bornetii (1)
; Pseudanabaenaceae : Pseudoanabaena mucicola (J) ; Spirulinacées : Spiruline sp. (K); Synechococcacées :
Synechococcus sp. (L) (De Lima Pinheiro et al., 2023).

Les cyanobactéries représentent le seul groupe de procaryotes capables deffectuer la
photosynthése génératrice d'oxygéne (Cui et al., 2023). Par ailleurs, les microalgues peuvent
éliminer  efficacement les micropolluants émergents, notamment les composés
pharmaceutiquement actifs tels que les antibiotiques, les médicaments antirétroviraux et les
stéroides (Fayaz et al., 2024).
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Les microalgues se distinguent par leur valeur nutritionnelle élevée et leur teneur protéique, ainsi
que par leur richesse en pigments, acides gras polyinsaturés, polyphénols, polysaccharides,
alcaloides, flavonoides, saponines, stéroides, tanins, terpenes et vitamines(Bouyahya et al.,
2024).

1.5 Le mode de reproduction :
En termes de reproduction, les cyanobactéries se reproduisent principalement de maniere

asexuée par division binaire, tandis que les colonies ou les filaments peuvent se fragmenter et
générer de nouvelles cellules individuelles par voie symétrique ou division cellulaire

asymétrique (Rocha et al., 2024).

1.6 Distribution de cyanobactérie :
Dans les milieux aquatiques, les cyanobactéries sont appelées bactéries planctoniques ou

pélagiques lorsquelles se reproduisent en suspension dans la colonne d'eau, et bactéries
benthiques lorsqu'elles sont fixées sur substratsgrace a leur grande adaptabilité, les
cyanobactéries colonisent la plupart des écosystémes terrestres et aquatiques d'eau douce et d'eau
de mer. Certaines espéces sont adaptées aux conditions extrémes, par exemple, elles prospérent

dans la glace, les sourceschaudes, les eaux riches en fer et les pH extrémes (Lavoie et al., 2007).

1.7 Définition de la photosynthése :
La photosynthése est le mécanisme biologique le plus ancien et le plus important

permettant de convertir I'énergie solaire en énergie chimique et elle est nécessaire dans les
écosystemes végetaux.Cette saison (Ortega-Ramos, 2015).Désigne la capacité de certains
organismes a utiliser I'énergie lumineuse pour assimiler le carbone inorganique, comme le
dioxyde de carbone de Iatmosphere ou diverses formes dissoutes dans les organismes
aquatiques, et le convertir en matiere organique tout en libérant de l'oxygene (Dutheil &
Synechocystis, 2014).Les microalgues utilisent la lumiére du soleil pour combiner le CO>

atmosphérique grace a la photosynthese (Rambaldo et al., 2022).

Il permet également la production biologique telle que le nitrate, la respiration aérobie et
la dénitrification (Perry et coll., 2002).Chez ces micro-organismes, la photosynthese se produit
dans le chloroplaste, plus précisément au niveau de la membrane thylakoide a I'interface lumiére-
stroma (Tamamizu & Kumazaki., 2019).Voici le complexe pigmentaire qui constitue la base du

procédéphotosynthétique. En effet, I'énergie lumineuse est captée par ces pigments et ensuite
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transférée aux photosystemes 11 (PSII) et I (PSI), qui convertissent cette énergie lumineuse en
potentiel d'oxydoréduction, permettant ainsi la synthése des molécules (Khider et al., 2021;
Boutray et al., 2018).

le chloroplaste

Thylakoide

Membrane thylakoidal
Lumen pH bas
Lamelle

Enveloppe du chloroplaste Stroma pH haut
Membrane externe

Espace intermembranaire __

Membrane interne ___

Anneau
d'ADN

Ribosome

~Gouttelette
lipidique

pH haute

Thylakoide

Figure 4: Schéma d'un chloroplaste (Gaignard., 2022)

Le bilan global de la photosynthese peut étre resumé par la réduction de 6 molécules de
CO2 par 12 molécules de H>O grace a I'énergie lumineuse : 6 CO2 + 12 H2O + lumiére —
CeH1206 + 6 O2 + 6 HoO Cette conversion de I'énergie lumineuse en énergie chimique ou
biochimique se décompose en deux phases distinctes liées par des intermédiaires communs : la
phase claire (ou lumineuse, ou photochimique) et la phase sombre (ou obscure, ou biochimique).

Ces phases réactionnelles se déroulent au sein du chloroplaste de la microalgues(Gaignard,2022).

1.8 L’effet des cyanobactéries sur les milieux aquatiques :
Les proliférations toxiques de cyanobactéries sont souvent observées dans les lacs d'eau

douce, représentant un risque potentiel pour la santé des populations humaines ainsi que pour les
poissons et autres organismes aquatiques (Marie et al., 2012). Ces proliférations, associées a
I'eutrophisation des riviéres, entrainent divers effets néfastes en termes d'écologie, de tourisme et

de santé humaine (Latour et al., 2004). Les recherches actuelles ont largement établi que les
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microalgues peuvent éliminer efficacement les micropolluants émergents, notamment les

composés pharmaceutiquement actifs tels que les antibiotiques (Fayaz et al., 2024).

1.9 Lesconditions de vie :
Le réchauffement climatique et [l'eutrophisation entrainent une augmentation des

températures et une diminution de la lumiéere sous-marine, ce qui favorisera I'épanouissement des

cyanobactéries et entravera le développement des diatomées au printemps (Zhang et al., 2022).
1.10 Les metabolites :

Les cyanobactéries ont été identifiées comme d'importants producteurs de métabolites
secondaires présentant des activités antibactériennes et antivirales, entre autres. Une méta-
analyse a indiqué que certaines classes de produits naturels ciblent des bactéries ou des virus
(Carpine and Sieber, 2021). En tant qu'organismes photosynthétiques les plus anciens, les
cyanobactéries produisent abondamment des composés bioactifs. Ces métabolites peuvent
influencer l'activité des enzymes cellulaires, perturber les voies de signalisation cellulaires et

induire I'apoptose des cellules, entrainant potentiellement la mort cellulaire (Huang et al., 2021).

Les métabolites des microalgues comprennent une gamme variée de composés tels que
les hydrocarbures, les acides gras, les vitamines, les lipides, les pigments et les antioxydants (Ali
etal., 2022). En présence de lumiere, les microalgues peuvent passer d'un état autotrophe
(réaction claire) a hétérotrophe. Si les microalgues sont cultivées dans des conditions
autotrophes, elles convertiront le carbone inorganique (CO2) en matiere organique, effectuant
ainsi la photosynthese et utilisant la lumiere du soleil comme source dénergie (Maia et al.,
2023).

2 Arthrospira platensis (spirulina) :
2.1 Géneralité :
Spirulina platensis a gagné en visibilité dans le domaine de la recherche en raison de sa richesse

nutritionnelle, notamment de son activité antioxydante et antimicrobienne (Nakamoto etal.,
2023).A. platensis est une algue bleu-vert filamenteuse en forme de spirale, appartenant a
I'espéce du phylum des cyanobactéries (Miebach et al., 2023). Elle a été découverte dans le lac
Tchad au Mexique pendant la période aztéque. Les algues bleu-vert, appartenant au royaume des
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cyanophytes, sont des réservoirs de phycocyanine (de couleur bleue) et de pigment de

chlorophylle (vert), d'ou leur appellation d'algues bleu-vert (Neilan et al., 2023).

2.2 Intérét probiotique :
La spiruline présente des effets protecteurs dans le traitement des troubles

neurodégeénératifs. Il a été rapporté que la spiruline réduit le stress oxydatif dans I'hippocampe et
protége contre les effets neurocomportementaux néfastes de l'acide kainique systémique
(Moradi-Kor et al., 2020). Les espéces du genre Arthrospira ont été utilisées avec succés comme
ingrédients en aquaculture et sont progressivement reconnues pour leur contribution

indispensable a la sécurité alimentaire et a la nutrition dans le monde (Dong et al., 2022).

2.3 Les caractéeres physiologiques :
A. platensis est une espéce de cyanobactérie puissante qui contient des composants

importants, notamment des antioxydants non enzymatiques et enzymatiques, lui permettant de
tolérer différents facteurs de stress et polluants. Cependant, selon les travaux précédents, les
seules études appliquées directement sur le terrain ont montré que I'effet du H2O: sur A. platensis
a entrainé une augmentation uniquement des caroténoides et des antioxydants enzymatiques.
L'effet de H2O2 sur le contenu biochimique supplémentaire, l'activité antioxydante totale et la
régulation des génes liés au stress d'A. platensis méritent plus d'attention (Ismaiel and Piercey-
Normore., 2024)

2.4 Laculture de spirulina :
Les cultures d'A. platensis ont été cultivées a leur température optimale de 35 °C, sous

un éclairage de 75 uEm2 st fourni par une lampe fluorescente, avec un cycle lumineux de 12

heures suivi de 12 heures d'obscurité (Dong et al., 2022).
2.5 Les conditions de vie :

La spiruline est une cyanobactérie photosynthétique et filamenteuse, principalement
présente dans les lacs salés, caractérises par un pH alcalin et des concentrations élevées de
bicarbonate et de carbonate. Elle est considérée comme un complément alimentaire potentiel

(Bumandalai et al., s.d.).

2.6 La Valeur nutritionnel :
La Spirulina platensis est une microalgue bleu-vert filamenteuse et spiralée, pouvant étre

consommée comme microalgue comestible en raison de sa haute digestibilité et de sa valeur

10
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nutritionnelle élevée. Elle est riche en protéines, acides aminés essentiels, acides gras
polyinsaturés, vitamines (notamment la vitamine B12), polysaccharides, fibres, composés
phenoliques et autres micronutriments. C'est pourquoi elle a acquis une importance particuliere
dans les domaines alimentaire, pharmaceutique et des industries aquacoles (Hamidi et al., 2023).
La spiruline est également une cyanobactérie riche en composés bioactifs, tels que la
phycocyanine C, qui possede des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Bohorquez-
Medina et al., 2021).

2.7 Lutilisationindustrielle:
La spiruline prend de plus en plus dimportance dans les secteurs alimentaire,

pharmaceutique et cosmétique en raison de sa composition riche et de ses propriétes bioactives.
Des études ont ainsi été menées pour analyser son utilisation potentielle en tant que biopolymere
et source de composés bioactifs dans le développement de systemes d'emballage actifs et
intelligents, visant a prolonger et a surveiller la durée de conservation des aliments emballés
(Nakamoto et al., 2023). La S. platensis a démontré des effets positifs sur les performances de
croissance, l'utilisation alimentaire, la teneur en protéines brutes, l'activité de I'amylase et la
capacité antioxydante du tilapia. Selon (AlMulhim et al., 2023), un apport recommandé de 10%

de S. platensis dans I'alimentation des poissons a  été observeé.
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Chapitre 02 Les polluants émergeants

1 Généralité :

Les polluants émergents (PE) constituent un groupe de divers contaminants, comprenant
notamment des hormones, des pesticides, des métaux lourds et des médicaments, généralement
présents a des concentrations allant de 'ordre du ng au pg par litre. Les activités urbaines et agro-
industrielles quotidiennes de la population mondiale contribuent au rejet de PE dans
I'environnement. En raison de leur nature chimique et d'une gestion souvent insuffisante des eaux
usées, ces polluants se retrouvent transportés vers les eaux superficielles et souterraines via le

cycle naturel de I'eau (Coronado-Apodaca et al., 2023).

La consommation répandue d'antibiotiques, associée aux activités humaines, a engendré
une contamination environnementale préoccupante. La présence d'antibiotiques dans les milieux
aqueux constitue ainsi une préoccupation mondiale en raison de leur toxicité environnementale
(Johnston et al., 2024). Les substances médicamenteuses se retrouvent dans les eaux usées apres
leur ingestion par les patients. Ces substances ne sont pas éliminées ou décomposées lors du
traitement des eaux usées, ce qui entraine leur dispersion dans I'environnement et,

éventuellement, dans les ressources en eau potable (Foroush et al., 2021).

Les pesticides sont également reconnus comme des polluants toxiques, préjudiciables a

la santé humaine et animale, ainsi qu'a I'environnement (Zhang et al., 2023).

1.1 Lesantibiotiques :
Les antibiotiques, y compris les composes naturels et les médicaments antibactériens

synthétiques, sont largement utilisés chez les humains et les animaux pour traiter les maladies
infectieuses. Ils sont également abondamment utilisés comme promoteurs de croissance animale
(Perez-Bou et al., 2024). Le terme "antibiotique" dérive des mots "anti" (contre) et "biotikos"
(relatif a la vie), signifiant littéralement "contre la vie". Il a été initialement défini comme une
substance produite par un micro-organisme ou d'origine biologique qui, a faibles concentrations,
peut inhiber la croissance d'autres micro-organismes ou les tuer. bien que cette définition ait été
acceptable a l'origine, elle a été modifiée a I'époque moderne pour inclure les produits

antimicrobiens synthétiques (Popoola et al., 2024).
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Ces dernieres années, la consommation de composés pharmaceutiques (PC),
principalement des antibiotiques, n'a cessé d'augmenter pour des usages humains et vétérinaires.
En conséquence, la concentration de ces composés pénétrant dans les écosystémes aquatiques,
tels que les eaux usées municipales, les systémes de traitement, les eaux des rivieres et les eaux
souterraines, a également augmenté. Les sources de ces antibiotiques comprennent les sites de
fabrication, les rejets hospitaliers, les ménages, I'élevage et le ruissellement des sites aquacoles et
agricoles, entrainant une pollution antibiotique dans I'environnement (Fayaz et al., 2024).

@ Antibiotics
’ Antibiotic residues

Houses and Hospitals
Consumption

Antibiotics manufacturing

lConsumpxion Effluent

W ©~)

Photobioreactors

Livestocks l Surface water without antibiotic residues
N e ani A _. —— Industrial apphcatlons
' Algal biomass E-E] \

Figure 5: Source de pollution par les antibiotiques et ses implication sur le milieu aquatique (Fayaz et al., 2024)

L’effet secondaire des antibiotiques sur le vivant :
Les antibiotique affect divers organisme, au premie lieu ’homme les animaux et la

microflore naturéle qui se trouve dans le sole et les eaux de surface, leur effet potentieelle sont

decrie selon I’organisme ;

e [Effet sur ’environnement et les étres humains :

La contamination de l'environnement par des résidus dantibiotiques suscite de vives
inquiétudes. Ces substances sont continuellement déversées dans I'environnement, ce qui menace
potentiellement la santé environnementale et humaine, notamment en favorisant le

développement de la résistance aux antibiotiques. Etablir une liste d'antibiotiques prioritaires
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dans I'environnement est essentiel pour I'écopharmacovigilance et pour guider les décisions

politiques (Hanna et al., 2023).

e Effet sur les animaux :

L'utilisation d'antibiotiques dans l'alimentation animale a été interdite dans de nombreux
pays en raison de préoccupations croissantes concernant le développement de la résistance
bactérienne aux antibiotiques et les probléemes potentiels en matiere de sécurité alimentaire. La
recherche de substituts aux antibiotiques est donc essentielle. Une alternative prometteuse
consiste a appliquer la technologie épigénétique transgénérationnelle a la production animale.
Des études ont montré que certains changements environnementaux peuvent étre transmis a la

progeniture via des mécanismes épigenétiques, sans altérer la séquence d'/ADN (Li et al., 2022).

e Effet sur les microalgues:

Les effets de différentes concentrations d'antibiotiques sur diverses especes de microalgues
varient, présentant un schéma de « promotion a faible dose et d'inhibition & forte dose ». Bien
que les seuils de ces valeurs varient selon les différents groupes et espéces d’algues, une étude a
révélé une augmentation significative de la production de biomasse et de polysaccharides chez
Dictyosphaerium sp. lorsqu'il est cultivé dans un milieu contenant du sulfamide a une
concentration de 1 mg L. Des concentrations faibles de substances toxiques organiques et de
produits pharmaceutiques peuvent réduire le stress oxydatif grace a la production de pigments
photosynthétiques (Fayaz et al., 2024).

1.1.1 LesAntibiotiques commePolluants emergeant :

L'amoxicilline est un antibiotique B-lactamine semi-synthétique largement utilisé pour
traiter les maladies infectieuses bactériennes en raison de son absorption orale supérieure par
rapport a d'autres types d'antibiotiques. Cependant, son métabolisme lent entraine I'excrétion
d'environ 80 a 90% de I'amoxicilline du corps humain par l'urine et les selles. cette excrétion
contribue a la pollution de l'environnement et a lI'accumulation de lI'amoxicilline dans les
écosystémes aquatiques, dont environ 95% sont difficilement biodégradables (Wahyuni et
al.,2024) L'amoxicilline, également connue sous le nom d'acide 6-(p-hydroxy-a-amino phényl)
acétamidopénicillanique, appartient au groupe des aminopénicillines. cet antibiotique se présente

sous forme de poudre blanche a I'odeur sulfureuse, avec une solubilité dans I'eau de 958 mg/mL
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(Oday et al., 2024). I'amoxicilline (AMX) est populaire en raison de sa résistance a un large
spectre de micro-organismes. elle se compose de deux parties fondamentales : la p-lactamine
interne et la chaine latérale, connue sous le nom de Dhidroxiphenilglicin. Les résidus d'AMX
posent des problémes pour la santé humaine et I'environnement (Mohammed et al., 2024).

NH-

H =
N =
(@) N\)<CH
HO o 4 -
COLH

Figure 6: Structure chimique de I'amoxicilline (Mohammed et al., 2024)

L'amoxicilline est un antibiotique majeur largement utilisé dans diverses applications,
notamment dans le traitement de I'otite moyenne aigué, des infections respiratoires, de la
borréliose de Lyme et des infections cutanées (Senetal., 2023). Les formulations d'amoxicilline,
telles que I'amoxicilline/clavulanate, sont incluses dans les directives thérapeutiques pour le
traitement des infections bactériennes, y compris la sinusite, l'otite moyenne aigué, la pneumonie
communautaire et les exacerbations aigués de maladies chroniques telles que la bronchite
(Kimaro et al., 2024).

La benzathine benzylpénicilline G (BPG) est un antibiotique béta-lactamase développé en
1951. Administré par voie intramusculaire, le BPG présente une faible solubilité in vivo, ce qui
entraine des concentrations sériques prolongées de pénicilline (Wyber et al., 2015). Bien que la
pénicilline G benzathine soit largement utilisée en pratique clinique, elle peut aggraver les
complications allergiques et d'hypersensibilité (Duran et al., 2013). Cette substance se présente
sous forme de poudre cristalline formée par la fusion de deux molécules de pénicilline G et est
caractérisee par une trés faible solubilité et une hydrolyse in vivo. Ces caractéristiques sont
associees a une absorption lente de I'injection intramusculaire, permettant une thérapie prolongée
(Wyber et al., 2013).

La pénicilline G benzathine est un antibiotique essentiel pour le traitement et la
prévention des infections streptococciques du groupe A associées au rhumatisme articulaire aigu
et aux cardiopathies rhumatismales (\Wyber et al., 2013). L'injection intramusculaire réguliere de

benzathine pénicilline G est la seule mesure de protection éprouvée et rentable contre la fievre
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rhumatismale aigué récurrente et les maladies cardiaques rhumatismales progressives (Barr et
al.,2023).

1.2 Les pesticides :

Les pesticides sont composés de produits chimiques provenant de divers groupes
chimiques qui posseédent une forte activité organique et un large éventail d'actions. Les
herbicides sont les pesticides les plus couramment utilisés, suivis des insecticides, des
antiparasitaires et des fongicides. Beaucoup d'entre eux agissent en tant que modulateurs de la
communication intercellulaire via les jonctions lacunaires et fonctionnent également comme

perturbateurs endocriniens (\VVakilian et al., 2024).

1.2.1 Composition:
Un pesticide est constitué de deux types des substances :

a. Une ou plusieurs substances actives: la directive 91/414/CEE du 15 juillet 1991, est definit
comme des substances ou micro-organismes, y compris les virus exercant une action générale ou
spécifique sur les végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux ou sur les organismes
nuisibles (Amara., 2012). Ce sont des substances qui conférent au produit 1’effet désiré (Amara.,
2012 ; Des et al., 2012).

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

1.2.2 Classification:
Ces substances qui peuvent étre classés en plusieurs groupes selon plusieurs critéres :
I’origine des pesticides / famille chimique, la nature de la cible (Ibtissem, 2020). Selon la

formulation (Bagayogo et al.2020).
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Repellents Fumigants Pre/post emergent Non-systemic Systemic

Figure 7: Classification des pesticides (Bilal et al., 2019)

Selon les propriétés chimiques :

Trois catégories sont distinguées : les pesticides organiques, organométalliques et
inorganiques(Aislabie & Lloyd-Jones., 1995).

1.2.3 Transport des pesticides :
Des quantités significatives de pesticides péneétrent dans l'environnement par pulvérisation,

dérive, volatilisation, lessivage et ruissellement, puis subissent une migration, une accumulation
et méme des transformations en produits hautement toxiques et en sous-produits persistants
(Zhao et al., 2023).
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Volatilisation
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Figure 8: Devenir des pesticides dans I'environnement (Science et Stage., 2012)

1.2.4 Les effets des pesticides :
Les pesticides jouent un rdle crucial en tant qu'agents agrochimiques aidant a réduire les

pertes économiques causées par les ravageurs tels que les insectes, les mauvaises herbes et
d'autres maladies des plantes, tout en améliorant la qualité et la quantité de la production
alimentaire mondiale (Ataikiru et Ajuzieogu., 2023). La pollution aquatique par les pesticides
constitue un probleme majeur a I'échelle mondiale. Les pays s'appuient sur des programmes de
surveillance pour évaluer la qualité des plans d'eau et sur des modeéles pour estimer les risques
liés aux pesticides sur l'ensemble des réseaux hydrographiques. Cependant, les mesures sont
souvent rares et discontinues, ce qui pose des difficultés pour quantifier le transport des
pesticides a I'échelle du bassin versant (Fabre et al., 2023).

1.2.5 La détection du pesticide :
La chromatographie et la spectrométrie de masse quadripolaire a temps de vol ont été

utilisées pour détecter les pesticides dans un mode d'acquisition de données indépendant. Parmi
les 181 pesticides testés, 21 ont été provisoirement détectés sur 22 sites, dont 5 ont été confirmes
a l'aide de matériaux de référence certifiés. Il convient de noter que de nouveaux pesticides
émergents, qui n‘avaient pas été précédemment identifiés dans les cours d'eau, ont été détectés
(Serasinghe et al., 2024).
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1 Interactions : Antibiotiques-Microalgues :
Les antibiotiques peuvent influencer la croissance des algues en entravant la synthése de

substances chimiques telles que la chlorophylle et les pigments, ainsi que les activités
enzymatiques telles que la catalase et la superoxyde dismutase (Leng et al., 2020). L'effet
inhibiteur des antibiotiques sur les microalgues est généralement mesuré par la concentration
efficace demi-maximale (EC50), qui représente la concentration d'antibiotique nécessaire pour
inhiber 50 % de la croissance des algues (Leng et al., 2020).

En tant que le groupe le plus étendu de procaryotes photosynthétiques & Gram négatif, les
cyanobactéries partagent une similitude structurale avec les bactéries, les rendant ainsi plus
sensibles aux modes d'action des antibiotiques que les poissons, les crustacés et les autres
especes dalgues. Les cyanobactéries peuvent également héberger des genes de résistance aux

antibiotiques lorsqu'elles sont exposées a une pollution par ces substances:

(1) - lls contiennent des éléments génétiques tels que les éléments transposables et les plasmides
qui favorisent le transfert horizontal de génes, principal mécanisme de propagation des

résistances aux antibiotiques entre des microbiotes distincts.

(2) - Certaines souches cyanobactériennes présentent une activité antibactérienne et développent
des mécanismes d'autoprotection, ce qui favorise la mutation et I'évolution des genes de

résistance aux antibiotiques.

(3) - Les plasmides peuvent conférer aux cyanobactéries une résistance aux antibiotiques a des
concentrations pertinentes dans l'environnement (Wang et al., 2020). La technologie basée sur
les microalgues est largement considérée comme une alternative prometteuse aux méthodes
conventionnelles de traitement des eaux usées, en raison de son caractere alimenté par I'énergie
solaire, écologique, rentable et durable. Cette revue fournit des informations fondamentales sur
les principaux mécanismes impliqués dans I'¢limination des antibiotiques par les microalgues,

notamment la bioadsorption, la bioaccumulation et la biodégradation (Xiong et al., 2021).
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Mechanisms Microalgae-based technology Advantages
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La bioadsorption est un processus passif et rapide favorisé par plusieurs mécanismes, tels
que la précipitation en surface, I'échange d'ions, la formation de complexes et l'interaction
électrostatique. Ces processus interviennent dans l'interaction entre les parois cellulaires des
microalgues et les antibiotiques. L'efficacité de I'adsorption dépend de divers facteurs,
notamment des propriétés de la biomasse des microalgues, des groupes fonctionnels disponibles

a la surface, ainsi que de la composition et du caractere de la surface elle-méme.

La bioabsorption représente la premiere étape de la bioaccumulation, au cours de laquelle
les antibiotiques pénetrent a l'intérieur des cellules et s'y accumulent. Cette accumulation
intracellulaire des antibiotiques conduit a la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS),
qui agissent comme un mécanisme de signalisation favorisant I'expression génique des enzymes
de biodégradation. La biodégradation est ainsi la principale méthode d'élimination des

antibiotiques.

La bioaccumulation et la biosorption cumulent les antibiotiques a l'intérieur de la cellule,
tandis que la biodégradation les dégrade en molécules simples. Les mécanismes moléculaires
exacts de la bioremédiation des antibiotiques demeurent encore inconnus, bien qu'il ait été

rapporté que les enzymes et les substances polymeres extracellulaires jouent un réle crucial dans
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I'élimination des antibiotiques des milieux aqueux. Les mécanismes détaillés d'élimination des

antibiotiques sont représentés su

rla figure 9 (Fayaz et al., 2024).
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Figure 9:R0le des substances polyméres extracellulaires (EPS) et des enzymes des microalgues dans la dégradation
et la transformation des antibiotiques. ROS: espéces réactives de l'oxygene : Lumiére UV : Lumiére ultraviolette :
CYP450 : cytochromes 450 : GST : Glutathion S-transférase (Fayaz et al., 2024)

1.1 Interactions pesticide-microalgues :

L'application aveugle de pesticides dans le domaine agricole a un impact significatif sur la
croissance des plantes et des cyanobactéries en induisant la formation d'especes réactives de
l'oxygene (ROS). Une accumulation excessive de ROS, telles que le radical superoxyde (O?) et
le peroxyde d'hydrogéne (H20>), entraine un état toxique connu sous le nom de stress oxydatif.
La génération de ces ROS se produit principalement au niveau de divers systémes de transport
d'électrons, augmentant ainsi le risque de dommages aux grosses biomolécules telles que les
lipides, les protéines et 'ADN.

Dautre part, il est désormais confirmé que les ROS agissent en tant que messagers

secondaires a des concentrations minimales, guidant plusieurs processus physiologiques par le
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biais de la signalisation redox et régulant I'expression des protéines et des génes. Les cellules
disposent de mécanismes de défense évolués comprenant de nombreux systémes antioxydants
pour contrbler la quantite de ROS, minimisant ainsi les dommages causés aux macromolécules.
Lorsque les ROS sont maintenus sous une limite, ils participent également a la voie de
signalisation. Ce systéeme de défense comprend a la fois des enzymes et des antioxydants non
enzymatiques, parmi lesquels les enzymes et les métabolites du cycle ascorbate-glutathion (AsA-
GSH) jouent un réle crucial dans la régulation et la détoxification des ROS (Tiwari and
Prasad.,2022).

Les pesticides peuvent avoir des effets fatals sur la photosynthése et la fixation de I'azote
chez les cyanobactéries, en interférant avec le comportement membranaire et en inhibant les
processus métaboliques, de maniere synergique, antagoniste, additive ou autre (Pandey &
Rai.,2002). Malgré cela, les cyanobactéries surmontent souvent ces situations défavorables et se
multiplient abondamment. Elles utilisent les déchets comme source de nutrition et détoxifient les

polluants grace a diverses activités enzymatiques (Kalita and Baruah., 2023).
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Chapitre 01 Matériels et Méthodes

1 Période et lieu de stage :
Notre étude expérimentale a été réaliser au niveau de laboratoire pédagogique de biologie

de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université Dr « Yahia Fares » a Médéa,

durant la période s’étalant entre mois de février et mois d’avril 2024.

Le but de ce travail est d'évaluer les différents effets toxiques d’AMX et d’ACEsur A.
platensis sous différents niveaux de contamination. Les effets inhibiteurs ont été étudiés en
déterminant la croissance d'A. platensis, qui semble plus sensible au polluants. Les quantités de
pigments photosynthétiques (chlorophylle a et caroténoides) et de biocomposants
primaires(protéines, lipides et glucides) ont également montré des variations évidentes pour

s'adapter austress.

2 \Verrerie et produits chimiques
La verrerie (pipettes, tubes a essai, flacons, béchers, etc.) utilisée dans la présente étude

étaient de qualité standard et ont été achetés aupres de sociétés standard.

2.1 Autoclavage
Les milieux de culture ont été stérilisés dans un autoclave. Le milieu de croissance a été

placé dans un flacon, rempli de coton et emballé avec du papier. Ensuite, le flacon a été stérilisé
a une pression de 15 Ib-inch-2 et & 121°C pendant 15 minutes. La quantité de milieu souhaitée a
été versée dans une verrerie de taille appropriée, correctement bouchée avec du coton, avant

l'autoclavage.

3 Organismes expérimentaux et conditions de croissance
La microalgue utilisée dans cette étude, S. platensis, a été obtenue de sud d’Algérie offert

par le laboratoire de biotechnologie et Génie des procédés de 1’école polytechnique, Alger,

Algérie.
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Figure 10: Observation microscopique de spiruline & différents agrandissement

Les cellules de microalgues ont été cultivées dans le milieu Zarrouk (Tableau) comme
inoculum original. Pour commencer les cultures par lots, lI'inoculum de microalgues a la phase

log a été inoculée dans le milieu Zarrouk.

4 Les Milieux de cultures des Cyanobactéries :
Le milieu de croissance Zarrouk est une combinaison populaire de minéraux et de sels

utilisés dans la culture de la spiruline comme éléments constitutifs de la croissance et de

I'épanouissement de la spiruline. La composition du milieu de culture est la suivante.

Tableau 1: les compositions chimiques en (g/L) d'eau au milieu Zarrouk (Zarrouk., 1966)

Produit chimiqueQuantité en g /I

Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3) 16.8
Phosphate dipotassique (K:HPO.) 0.5
Nitrates de sodium (NaNOs3) 2.5
Sulfate de potassium (K2SO4) 1.0
Chlorure de sodium (NaCl) 1.0
Sulfate de magnésium (MgSQs, 7H,0) 0.2
Chlorure de calcium (CaCly) 0.04
Sulfate de fer (FeSOs, 7H,0) 0.01
Acide éthyléne diamino ctétracétique (EDTA) 0.08
Solution As 1.0
Solution Bs 1.0
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5 Incubation et entretien de la culture pure :
Les cultures discontinues des microalgues ont été realisées dans des fioles coniques d'un

volume utile de 500 ml et initiales concentration de biomasse de microalgues d'environ 0,20 g/L
de poids sec. Le milieu de culture a été autoclavé et le pH a été ajusté a 9,5 + 0,1 en utilisant du
HCI 0,1 M et du NaOH 0,1 M. Toutes les cultures ont été réalisées dans une salle a température
controlée (25 + 1°C) avec air filtré (0,5 vvm) pour l'agitation. L'illumination continue de la
culture était effectuée sur le coté des flacons a I'aide d'un tube a fluorescence froide de 28 W
avec une constante intensité lumineuse de 75 (+ 2,5) pmol m? s mesurée a la surface des

flacons.

Figure 11: La culture de la spiruline

6 Expériences de dépistage
Pour la sélection des doses de pesticides et des antibiotiques, c'est-a-dire Aceplan et

Amoxicilline plusieurs montages de criblage ont été prévus. Des cyanobactéries cultivées
enphase logarithmique ont été utilisées pour le traitement D’AMX et ACE, et leur combinaison

ont été sélectionnés aprés 72 h de traitement, respectivement, pour spiruline.

6.1 Conception de treatment
Les cultures S. Platensis de la phase exponentielle précoce ont été récoltés par

centrifugation a 3500 g pendant 10 min et lavés deux fois avec de I'eau distillée, puis lesculots
ont été remis en suspension dans des milieux de culture respectifs contenant 10 mg/l, 20 mg/l, 30
mg/l, 40 mg/l, 50 mg/l concentrations de pesticides additionnés ACE. Et 20mg/l , 40mg/I,
60mg/l, 80mg/l, 100mg/l concentrations d’antibiotique additionnés AMX . Il y avait quatre
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répétitions (n = 4) pour chaque traitement et tous les parametres ont été analysés aprés 72 h
d'expérience en prélevant des volumes définis de cultures. Le dispositif expérimental est présenté

sous forme d'organigramme.

6.2 Mesures de croissance :
La croissance de cyanobactérie a été enregistrée en mesurant l'absorbance de la

suspension cellulaire a 618 nm apres 72 heures d'expérience, en utilisant le spectrophotometre
UV-Visible. La concentration initiale de la culture a été fixée entre 0,8 et 1nm.
6.3 Suivi morphologique par microscopique optique :

On dépose sur une lame porte-objet une goutte de culture de la souche Arthrospira
platensis a examiner, cette goutte est recouverte d’une lame couvre-objet. La préparation est
examinée a 1’objectif a immersion (100x), apreés dépot d’une goutte d’huile a immersion.

Observations :

v Grossissement 10X, 40X, 100X.
v’ Diaphragme quasiment fermé pour augmenter le contraste.
v Une intensité lumineuse ajustée.

6.4 Pigments photosynthétiques

6.4.1 Estimation de la chlorophyllea, b et des caroténoides :
Les teneurs totales en chlorophylle et en caroténoides d’A. platensis ont été extraites avec

2 ml d'éthanol a 96 % et mesurées a 665, 649 et 470 nm. La concentration de chlorophylles et de
caroténoides pourrait étre calculée par I'équation décrite par Danesh et al. (2017),bref, 1 ml de
suspension de microalgues a été échantillonné et centrifugé a 15 000 tr/min pendant 15 min.
Apres avoir jeté le surnageant, le culot de microalgues a été effectué dans un cycle de quatre
cycles de congélation et de décongélation (un cycle est congelé a -20 °C pendant 4 heures et
décongelé a température ambiante pendant 20 min) pour perturber la paroi cellulaire. Un certain
volume d'éthanol a ensuite été ajouté au culot, bien mélange et maintenu au bain-marie bouillant
pendant 15 min. Aprés centrifugation & 15 000 tr/min pendant 15 min, l'absorbance du
surnageant a été mesurée a 665, 649 et 470 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis. La
concentration de chlorophylle et de caroténoide dans I'échantillon pourrait étre obtenue par

I'équation :
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6.5 Maesure des caracteres biochimiques deSpirulina platensis
6.5.1 Composants biochimiques

6.5.1.1 Estimation de la teneur en protéines
La teneur en protéines de I'EPS algal a été déterminée par la méthode de Lowry et al.

(1951). Cent milligrammes de I'échantillon d'EPS ont été pesés et prélevés dans un tube bouillant
et 5 ml de réactif (2 % de NaCOs3 dans 0,1 N NaOH et 0,5 % de CuSO4 dans 1 % de tartrate de
potassium et de sodium) ont été ajoutés au tube. Mélanger le contenu des tubes au vortex et
laisser reposer les tubes pendant 10 min. Ensuite, 0,5 ml de réactif Folin-Ciocalteau dans NaOH
0,1 N ont été ajoutés rapidement sous agitation rapide et incubés a 37 ° C £ 2 dans la chambre
noire pendant 30 min. L'absorbance de la solution a été enregistrée a 660 nm par rapport au

blanc. Un tube contenant 1 ml d’eau distillée a servi de blanc.

6.5.1.2 Estimation de la teneur en lipides :
La teneur en lipides a été mesurée via la méthode colorimétrique en utilisant le réactif

Sulfo-phospho-vanilline (SPV) selon Mishra et al., (2014). Un ml de culture liquide a été
centrifugé a 4 000 tr/min pendant 5 min et remis en suspension dans 100 pL d'eau. Apres avoir
ajouté 2 ml d'acide sulfurique concentré (98 %), les échantillons ont été chauffés pendant 10 min
a 100 °C et refroidis pendant 5 min dans un bain de glace. Ensuite, 5 ml de réactif phospho-
vanilline fraichement préparé (0,6 g de vanilline dans 10 ml d'éthanol absolu ; 90 ml désionisés ;
400 ml d'acide phosphorique concentré) ont été ajoutés et les échantillons ont été incubés dans
un agitateur-incubateur (37 © C ; 200 tr/min) pendant 15 minutes. L'absorbance a été mesuréee a
530 nm afin de quantifier le lipide des échantillons par rapport a une courbe étalon préparée a

partir d'huile de canola.

6.5.1.3 Estimation de la teneur en carbohydrates :
La procédure de la méthode acide sulfurique-UV proposée est la suivante. Une aliquote

de 1 ml de solution de glucides est rapidement mélangée a 3 ml d’acide sulfurique concentré
dans un tube a essai et vortexée pendant 30 s. La température du mélange augmente rapidement
dans les 10 a 15 s apres I'ajout d'acide sulfurique. Ensuite, la solution a été refroidie dans la glace
pendant 2 minutes pour la ramener a température ambiante. Enfin, I’absorption de la lumiere UV
a 315 nm est lue a I’aide d’un spectrophotometre UV. Les solutions de référence sont préparées
en suivant la méme procédure que ci-dessus, sauf que l'aliquote de glucides est remplacée par de
I'eau DDI.
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6.5.2 Indices de dommages oxydatifs :

6.5.2.1 Estimation de peroxyded’hydrogéne (H20) :
La teneur en peroxyde d'hydrogene (H20>) a éte déterminée par spectrophotométrie sur la

base d'une méthode modifiée de \elikova et al. (2000).
% Réactifs

e Acide trichloacétique (TCA) (1%)
e Potassium Phosphate Buffer (PBS)
e Potassium iodide (KI)

« Procédure

Les échantillon frais a été homogénéisé dans un mortier et un pilon réfrigérés avec 5 ml de
TCA a 0,1 % glacé. L'extrait de feuille a été centrifugé a 12 000 rpm (4 °C) pendant 15 min. Les
0,5 ml de surnageant ont été mélangés avec 0,5 ml de tampon phosphate de potassium 10 mM
(pH 7,0) et 1 ml d'iodure de potassium (KI) 1M, puis incubes dans l'obscurité pendant 1 h a
température ambiante. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 390 nm a l'aide d'un
spectrometre UV.
6.5.2.2 Estimation de la peroxydation des lipides (formation d'équivalents MDA) :

Le niveau de peroxydation lipidique a été mesuré par quantification de la teneur en
malondialdéhyde (MDA) produit par I'acide thiobarbiturique (TBA) pour évaluer les dommages

membranaires selon la méthode modifiée de Gupta et al. (2018).
% Réactifs :

e Acide -2- thiobarbiturique (TBA)
e Acide trichloacétique (TCA)
% Procédure
Les échantillons frais ont été broyées en homogénat en utilisant 1 ml d’acide trichloracétique
(TCA) a 10% et centrifugées a 8 000 rpm pendant 10 min. Le surnageant (500 pL) a eté melangé

avec 1 ml de solution aqueuse de TBA a 0,67 % et incubé pendant 30 min dans un bain d'eau
chaude a 90 °‘C. Aprés l'incubation, il a été refroidi immédiatement dans un bain de glace et
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centrifugé a 10 000 rpm pendant 10 min. L'absorbance du surnageant obtenu a été mesurée a 532

et 600 nm a l'aide d'un spectrometre UV.

6.5.3 Antioxydants enzymatiques

6.5.3.1 Estimation de l'activité de ’ascorbiate perexydase (APX) :
L'activité APX a été estimée en surveillant la diminution de I'absorbance de l'ascorbate a 290

nm (Nakano et Asada., 1987).
% Réactifs

e Acide ascorbique (ASA) (0.5mM)

e Peroxyde d’hydrogéne(H202) (0.1m M)

e Phosphate buffer (50 mM, pH7)

e Acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA)

« Procédure

La suspension de cyanobactéries a été récoltée a partir de différents échantillons d'essai par
centrifugation, lavée deux fois avec de I'eau distillée et les culots obtenus ont été homogéneisés
dans 50 mM glacés de tampon phosphate (pH 7,0) contenant 1mM d'EDTA et 0,5 mM
d'ascorbate réduit, centrifugés a 20 000 rpm pendant 10 min & 4 °C et le surnageant obtenu a été
utilisé comme extrait enzymatique. Mélange réactionnel maintenu jusqu'a 2 ml contenant 50 mM
de tampon phosphate de potassium (pH 7,0) contenant 1 mM d'EDTA, 0,5 mM d'ascorbate
réduit, 0,1 mM de H20: et un extrait enzymatique (100 ul). L'absorbance de chaque échantillon a
été enregistrée a 290 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-Visible. La diminution de
I'absorbance était due a l'oxydation de l'ascorbate et l'activité enzymatique a été calculée en

utilisant le coefficient d'extinction 2,8 mM™cm™. Une unité d'activité enzymatique est définie

comme 1 nmol d'ascorbate oxydé par min.

6.5.3.2 Estimation de I'activité de la glutathion-S-transférase (GST ; EC 2.5.1.18):
L'activité GST a été dosée selon la méthode de Habig et al. (1974) en utilisant le 1-chloro

2,4-dinitrobenzene (CDNB) comme substrat.
s Reéactifs
e Tampon phosphate de potassium (pH 6,3) (100mM)
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e chloro - 2, 4 - dinitrobenzéne (CDNB) (0.75mM)
e Glutathion (GSH) (30mM)

«* Procédure

La suspension de cyanobactéries traitée et non traitée a été récoltée par centrifugation, puis
les culots obtenus ont été homogénéisés dans un tampon de phosphate de potassium 100 mM
réfrigéré (pH 6,3), centrifugés a 20 000 rpm pendant 10 min & 4 “C et le surnageant a été utilisé
comme extrait enzymatique. Le dosage enzymatique a été effectué dans 3 ml de mélange
réactionnel contenant 100 mM de tampon phosphate de potassium (pH 6,3), 0,75 mM de CDNB,
30 mM de glutathion réduit (GSH) et 200 pl d'extrait enzymatique. L'activité a étéréalisée a
25°C. L'augmentation de I'absorbance due & la formation d'un conjugué entre GSH et CDNB aété
contr6lée a 340 nm. Le mélange réactionnel sans extrait enzymatique a éte utilise comme blanc.
L'activité enzymatique a été calculée en utilisant un coefficient d'extinction de 9,6 mM™* cm™,
L'activité enzymatique a été exprimée en unités, chaque unité représentant 1 nmol de conjugués

CDNB formés min?.

6.5.3.3 Estimation de I'activité peroxydase (POD; EC 1.11.1.7) :
La méthode décrite par Kar et Mishra. (1976)a été adoptée pour déterminer l'activité du

POD.
% Réactifs

e Tampon phosphate0,1 M
e H025mM

e Pyrogallol 0,1 mM

e 1mldeH;SO42,5N

% Procédure

Le mélange de test était constitué de tampon phosphate 0,1 M, de H20.5 mM et de
pyrogallol 0,1 mM avec des extraits enzymatiques (100 pL). Le mélange a été incubé a 25 °C
pendant 5 min. En ajoutant 1 ml de H>SO042,5 N, la réaction a été arrétée et l'absorbance de la
couleur indigo formée a été enregistrée a 420 nm. L'absorbance de toutes les activités

enzymatiques a été mesurée a l'aide d'un spectromeétre UV.
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6.6 Analyses statistiques
Toutes les expériences ont été réalisées en triple et les données ont été présentées sous

forme de valeurs moyennes avec écarts types (ET). Une analyse de variance unidirectionnelle
(ANOVA) avec le test post-hoc (Duncan) a été utilisée pour analyser les différences
significatives entre les groupes témoins et les groupes de traitement a l'aide du logiciel SPSS
22.0. Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives (*) et tres

significatives (**).
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Chapitre 2 Résultats

1 Effet de L'Amoxicilline sur Arthrospira platensis :
1.1 Effet sur le comportement de croissance et les pigments photosynthétiques :

1.1.1 Comportement de croissance :
La croissance d'A.platensis, également connue sous le nom de spiruline, exposée a

I'antibiotique (AMX), a été mesurée en termes de poids sec. La Figure 10 illustre I'effet dAMX
sur la spiruline, montrant une tendance similaire a celle de la biomasse jusqu'au 5éme jour de
culture. Cependant, I'effet d'AMX sur la spiruline augmente avec l'augmentation de la durée de
culture (Fig.10). La cyanobactérie spiruline a montré une réduction significative (p < 0,05) de sa
croissance avec l'augmentation des concentrations d’AMX (20, 40, 60, 80, 100 mg/L),
notamment aprés 5 jours de culture par rapport au controle. De plus, une diminution de la
croissance a été observée avec 12,91% de réduction dans AMX3 a 60 mg/L et une diminution
significative de 22,37% dans AMX5 a 100 mg/L par rapport au témoin, pendant le 1° jour de
culture.
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Figure 12: L'effet de l'antibiotique AMX a différents concentration(CK : control, AMX1: 20mg/I,
AMX2 :40mg/l, AMX3 :60mg/l, AMX4 :80mg/l, AMX5 :100mg/I) sur le poids sec d’A4. platensis

1.2 Effet de L'Amoxicilline sur la teneur en pigments photosynthétiques a défirent
concentrations :

1.2.1  Teneur en chlorophylle a et caroténoides :
La teneur en chlorophylle a et en caroténoides d'A. platensis a éte étudiee apres

I’exposition a différentes concentrations d'AMX pendant 5 jours. D'apres la Figure 11, le
traitement a I'AMX avec différentes concentrations sur la spiruline montre une diminution
significative de la chlorophylle a dans AMX2 a 40 mg/l de 25,28% par rapport au contrdle (CK).
De plus, une diminution hautement significative de la chlorophylle a est observée dans AMX5 a
100 mg/l, avec une réduction de 50,27%.

34




Chapitre 2 Résultats

En ce qui concerne les caroténoides, le traitement a I'AMX avec différentes
concentrations sur la spiruline montre une augmentation hautement significative des caroténoides
dans AMX3 a 60 mg/l et AMX5 a 100 mg/l de 267,17% et 281,36% respectivement par rapport
au controle (CK).
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Figure 13: Effet de I'AMX sur la teneur en chlorophylle a et caroténoides de la spirulinea diffférents concentrations
(CK: control, AMX1 : 20mg/l, AMX2 :40mg/l, AMX3 :60mg/l, AMX4 :80mg/l, AMX5 :100mg/l) . Les données
sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

1.3 Effet de L’Amoxicilline a déférents concentrations sur la teneur en molécule
biochimique :
1.3.1 Teneur en protéine, lipides et carbohydrate :
Selon la Figure 12, une exposition de 5 jours a différentes concentrations dAMX

(AMX1 : 20 mg/l, AMX2 : 40 mg/l, AMX3 : 60 mg/l, AMXS5 : 100 mg/l) montre clairement une
augmentation continue de la teneur en glucides, atteignant 34,12% lors de l'application d'AMX5
a 100 mg/l (Figure 12A). De méme, comme le montre la Figure 12B, la teneur en protéines
présente une tendance similaire a celle des glucides. Une augmentation significative de 42,34% a
été observée dans la spiruline exposeée aux cing traitements différents, notamment lors de
I'application d'AMX5 a 100 mg/I par rapport au témoin.Intéressant a noter, la teneur en lipides de
la Figure 12C montre une tendance presque opposée a celle des protéines et des glucides. Les
résultats montrent que la teneur en lipides la plus faible est obtenue dans le traitement AMX5 a
100 mg/l, avec une diminution de 43,08% par rapport au contréle (CK). De plus, le niveau de

lipides diminue avec l'augmentation de la concentration d'AMX.
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Figure 14: Effet de I'AMX sur la teneuren protéines, lipides et en carbohydrate de la spirulinea différents
concentrations (CK :control, AMX1 : 20mg/l, AMX2 :40mg/l , AMX3 :60mg/l, AMX4 :80mg/l, AMXS5 :100mg/I).
Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

1.4 Effet de I’Amoxicilline a différentes concentrations sur la teneur en biomarqueurs de
stress oxydative :

1.4.1 Peroxydation lipidique (MDA) et peroxyde d'hydrogéne (H202) :
L'évaluation de la peroxydation lipidique en équivalents MDA (malondialdéhyde) et

en peroxyde d'hydrogene (H20.) dans les cyanobactéries testées exposées au stress d'’AMX est
illustrée & la Figure 13. Les niveaux en équivalents de H>O> et de MDA, révélant leur
dépendance a I'AMX, ont effectivement augmenté a l'intérieur de la cellule. Une augmentation
remarquable de la production de MDA a été observée dans les pigments de S. platensis soumis
aux traitements a I'AMX. Le taux de MDA mesuré lors de lI'application d'AMX5 a 100 mg/l a
augmenté de 208,65% par rapport au témoin. De plus, une augmentation tres significative de la
génération de H20- a été documentée dans les spirulines exposées aux traitements a I'AMX. Les
teneurs en H202 mesurées lors de I'application d'AMX étaient 45,19% plus élevées sur AMX5 a

100 mg/I par rapport au contrdle (Figure 13).
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Figure 15: Effet de I'AMX sur la teneuren MDA et en H;0- de la spirulinea différents concentrations (CK :control,
AMX1: 20mg/l, AMX2 :40mg/l, AMX3 :60mg/l, AMX4 :80mg/l, AMXS5 :100mg/l). Les données sont des
pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

2 Effet de I’Amoxicilline a différentes concentrations sur la teneur en Pactivité
enzymatique antioxydant :
Comme le montre la Figure 14, aprés 5 jours d’exposition a 1'AMX, les enzymes

antioxydant ont été étudiées en termes d'activité GST, POD et APX, comme détaillé dans la
figure 14. D'aprés cette derniere, une augmentation remarquable de la teneur en POD de 52,65%
a été observée lors de l'application d'AMX5 a 100 mg/l par rapport au témoin. Des résultats
similaires ont été notés pour le GST, montrant une augmentation de 32,83% en présence
d’AMX2 a 40 mg/l et une augmentation de 45,92% lors du traitement par AMX4 a 80 mg/l. En
revanche, pour I’APX, selon la Figure 14, il a été observé une diminution significative de la

teneur en APX de 13,88% lors de I'application d'AMX2 a 40 mg/l par rapport au témoin.
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Figure 16: Effet de TAMXsur la teneur en en Iactivité enzymatique antioxydant APX, GST et POD de la spirulinea
différents concentrations (CK :control , AMX1: 20mg/l ,AMX2 :40mg/l AMX3 :60mg/l ,AMX4 :80mg/l
AMXS5 :100mg/I) . Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
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3 Effet de pesticide ACEPLAN SP20 (ACE) sur Arthrospira platensis :

3.1 Effet de ’ACE sur la croissance de Arthrospira platensis :
Comportement de croissance :

La biomasse d'A. platensis a été étudiée apres 1’exposition a différentes concentrations
d'ACE pendant 5 jours. Le poids sec a diminué de maniére significative avec l'augmentation des
concentrations (10-50 mg/L) (Fig. 15). Selon les données de la Figure 15 et pendant les 5 jours
de culture, la biomasse d'A. platensis a diminué de 1,96% lors de I'application d'ACES5 a 50 mg/I
et de 34,25% lors de l'application d'’ACE5 a 50 mg/l par rapport au témoin (CK). L'effet de
I’ACE sur la spiruline a montré une tendance similaire a celle de la biomasse pour les autres
jours. Toutefois, l'effet de I’ACE sur la spiruline augmente avec l'augmentation de la durée de
culture (Fig. 15).
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Figure 17: Effet de I'ACE sur la croissance de la spiruline a différents concentrations (CK :control, ACE 1: 10mg/I,
ACE2 :20mg/l, ACE3 :30mg/l, ACE4 :40mg/l, ACE5 :50mg/l) . Les données sont des pourcentages de quatre
répétitions (n = 4).

3.2 Effet de ’ACE a différentes concentrations sur la teneur en pigments
photosynthétiques

3.2.1 Teneur en chlorophylle a et caroténoides :
La figure 16 représente la teneur en chlorophylle a et en caroténoides dans la

cyanobactérie testée. Par conséquent, la teneur en chlorophylle a et en caroténoides d'A. platensis
a éte étudiée aprés exposition a différentes concentrations d’ACE pendant 5 jours. Comme il est
remarquable, toutes les concentrations d’ACE ont induit un effet sur la chlorophylle a chez A.
platensis. Une forte diminution de la teneur en chlorophylle a a été clairement observée en
augmentant la concentration d’ACE, ce qui a finalement conduit a un déclin de 61,17% de la

chlorophylle a lors de l'application de ACE5 a 50 mg/L.
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En ce qui concerne le contenu en caroténoides, la Figure 16 présente une tendance
d'augmentation en augmentant les concentrations d’ACE. En particulier, ACE4 a 40 mg/L a

entrainé une augmentation de 143,24% de la teneur en caroténoides par rapport au témoin (ck).
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Figure 18: Effet de I'ACE sur la teneur en chlorophylle a et caroténoide de la spirulinea différents concentrations
(CK :control, ACE1: 10mg/l, ACE2 :20mg/l, ACE3 :30mg/l, ACE4 :40mg/l, ACES5 :50mg/l) . Les données sont
des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

3.3 Effet de ’ACE a déférents concentrations sur la teneur en molécule biochimique :
3.3.1 Teneur en protéines, lipides et carbohydrates :
On observe sur la figure 17 qu'une exposition de 5 jours a cing concentrations

d’ACE(ACEL: 10 mg/l, ACE2: 20 mg/l, ACE3: 30 mg/l, ACE4: 40 mg/l, ACE5: 50 mg/l)
pourrait nettement augmenter la teneur en protéines jusqu'a 87,92 % lors de l'application de
I’ACES par rapport au témoin (Fig.17B). En revanche, la teneur en lipides (Fig.17C) et la teneur
en glucides (Fig.17A) montrent une tendance presque opposee a celle des protéines. Les resultats
indiquent que la quantité de lipides la plus faible est obtenue dans le traitement de I’ACES a 50
mg/l, avec une diminution de 9,32% par rapport au contrdle (CK). De méme, la quantité de
glucides la plus faible est obtenue dans le traitement de I’ACE5 a 50 mg/l, avec une diminution
de 14,41% par rapport au contrdle (CK). Le niveau de lipides et de glucides diminue avec

l'augmentation de la concentration de I'ACE.
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Figure 19:Effet de I'ACE sur la teneur en en protéines, lipides et en carbohydrate de la spirulinea différents
concentrations (CK :control, ACE 1: 10mg/l, ACE2 :20mg/l, ACE3 :30mg/l, ACE4 :40mg/l, ACE5 :50mg/l) . Les
données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

3.4 Effet de ’ACE a différentes concentrations sur la teneur en biomarqueurs de stress
oxydative:

3.4.1 Peroxydation lipidique (MDA) et Peroxyde d'hydrogéne (H203) :
L'évaluation de la peroxydation lipidique en équivalents MDA (malondialdehyde) et en

peroxyde d'hydrogéne (H202) dans les cyanobactéries testées exposées au stress d'ACE est
illustrée a la Figure 18. Les niveaux en équivalents H2O. et MDA, qui se révélent dépendants de
I'ACE, ont efficacement augmenté leur formation a l'intérieur de la cellule. Une augmentation
remarquable de la production de MDA a été observée (Fig.18B) dans les pigments de S. platensis
soumis aux traitements a I'ACE. Le taux de MDA mesuré lors de I'application de ACE5 a 50
mg/l a augmenté de 290,90% par rapport au témoin (CK). De plus, une augmentation tres
significative de la génération de H20: a été documentée dans les spirulines exposées aux
traitements d’ACE (Fig.18A). Les teneurs en H20, mesurées lors de 1’application d'ACE étaient
283,86% plus élevées sur ACES a 50 mg/l par rapport au (CK).
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Figure 20: Effet de I'ACE sur la teneur en MDA et en H,O, de la spiruline & différents concentrations (CK :control,
ACE 1: 10mg/I,ACE2 :20mg/l, ACE3 :30mg/I,ACE4 :40mg/l, ACE5 :50mg/l). Les données sont des pourcentages
de quatre répétitions (n = 4).

3.5 Effet de ’ACE a différentes concentrations sur la teneur en I’activité enzymatique
antioxydant :

Comme il est remarquable (Fig. 19), apres 5 jours d'exposition de I'ACE sur les
enzymes de spirulines, leur activité a été étudiée en termes d'activité GST, POD, APX. Il a été
observé une augmentation remarquable de la teneur en POD de 280,52% lors de I'application
d'ACES5 a 50 mg/l par rapport au témoin (CK). Des résultats similaires ont été constatés pour le
GST, montrant une augmentation de 36,11% en présence d'/ACE a 50 mg/l, et une augmentation
de 26,04% lors du traitement par ACE4 a 40 mg/l. De plus, ’APX a ¢également présenté une
augmentation significative de 68,58% lors de l'application d'ACE5 a 50 mg/l par rapport au
témoin (CK).
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Figure 21: Effet de 'ACE, sur la teneur en ’activité enzymatique antioxydant APX, GSTetPOD de la spiruline a
différents concentrations(CK :control, ACE 1: 10mg/l ,ACE2 :20mg/l ACE3 :30mg/l ,ACE4 :40mg/|
:50mg/I) . Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).
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Figure 19: Effet de I’ACE , sur la teneur en ’activité enzymatique antioxydant APX, GSTetPOD de la spiruline a
différents concentrations(CK :control,ACE 1: 10mg/l ,ACE2 :20mg/l ACE3 :30mg/l ,ACE4 :40mg/l ,ACE5

:50mg/l) . Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n = 4).

4  Effet combiné de ’AMX et I’ACE sur S.platensis

4.1 Effet combiné de ’AMX et ’ACE sur la croissance de S.platensis:
Comportement de croissance :

La biomasse d'A. platensis a été étudiée apres 1’exposition a différentes concentrations
d’ACE pendant 5 jours. Le poids sec a diminué de maniere significative avec l'augmentation des
concentrations (10 a 50 mg/l). Par rapport au premier jour de culture, la teneur en biomasse d'A.
platensis a significativement diminué¢ aprés I’application de (AMX+ACE) a différentes
concentrations, de 18,75% a (AMX+ACE1) jusqu'a 24,21% a (AMX+ACE3) par rapport au
témoin (CK) (Fig. 20), respectivement. L’effet de la combinaison (AMX+ACE) sur la spiruline a
montré une tendance similaire a celle de la biomasse jusqu'au 5eme jour de culture. Toutefois,
I’effet de la combinaison (AMX+ACE) sur la spiruline diminue avec 1’augmentation de la durée

de culture (Fig. 20).
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Figure 22: Effet de combinaisonentre (AMX+ACE) sur la biomasse chez spirulina a différentes concentrations —
AMX+ACE (Contrble), AMX+ACE (10+20mg/l) et AMX+ACE (30+60mg/l) et AMX+ACE (50+100mg/l)
pendant 5 jours de culture. Lesdonnées sont des pourcentages de quatre répétitions (n=4).

4.2 Effet combiné de ’AMX et I’ACE sur la teneur en pigments photosynthétiques :

4.2.1 Teneur en chlorophylle a et carténoide :
La Figure 21 représente la teneur en chlorophylle a et en caroténoides dans la

cyanobactérie testée. La teneur en chlorophylle a et en caroténoides d'A. platensis a été étudiée

aprés I’exposition a différentes concentrations de (AMX+ACE) pendant 10 jours. D'apres la
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Figure 21, le traitement de (ACE+AMX) avec différentes concentrations sur la spiruline montre
qu'il y a une diminution significative de la chlorophylle a dans (AMX+ACE3) a 50+100 (mg/l)
de 42,70% par rapport au témoin (CK). En outre, en ce qui concerne le contenu en caroténoides,
on observe une augmentation trés hautement significative des caroténoidesdans les spirulines de
122,01% lors de I’application de la combinaison (AMX+ACE1) a 10+20 (mg/l) par rapport au
témoin (CK), et une augmentation hautement significative aprés I'application de (AMX+ACE?3)
a 50+100 (mg/l) de 84,99% par rapport au contréle (CK) (Fig. 21).
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Figure 23: Effet de combinaison entre(AMX+ACE) sur la caroténoide et la teneur en chlorophylle chez spirulina a
différentes concentrations (AMX+ACE (Contr6le), AMX+ACE (10+20mg/l) et AMX+ACE (30+60mg/l) et
AMX+ACE (50+100mg/I)). Les données sont des pourcentages de quatre répétitions (n=4).

4.3 Effet combiné de ’AMX et I’ACE sur la teneur en molécule biochimique :

4.3.1 Teneur en protéines, lipides et carbohydrates :
On constate sur la Figure 22 qu'une exposition de 10 jours a trois concentrations combinées

(AMX+ACEL1) : 10+20 mg/l, (AMX+ACE2) : 30+60 mg/l, (AMX+ACE3) : 50+100 mg/l.Par
rapport aux resultats observes dans la Figure 22, le traitement de (AMX+ACE) avec différentes
concentrations sur la spiruline montre une augmentation hautement significative des glucides
dans (AMX+ACE1) de 53,20% et dans (AMX+ACE3) de 47,20% par rapport au contrdle (CK)
(Fig. 22A). Comme le montre la Figure 22B, lors de 1’exposition des spirulines a (AMX+ACE)
de différentes concentrations, une diminution tres significative de la teneur en protéines de

51,08% a été observee lors de I'application de (AMX+ACEL), tandis que le niveau de protéines a
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augmenté avec I’augmentation de la concentration de combinaison (AMX+ACE) (Fig. 22B). Fait
intéressant, la teneur en lipides de la Figure 22C montre une augmentation remarquable obtenue
dans le traitement (AMX+ACE1) de 28,68% par rapport au controle (CK) (Fig. 22C).
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Figure 24: effet de combinaisonentre(AMX+ACE) sur la teneur en protéine, lipides, et en carbohydrate chez la
spirulina a différentes concentrations — AMX+ACE (Contrdle), AMX+ACE (10+20mg/l) et AMX+ACE
(30+60mg/l) et AMX+ACE (50+100mg/l).Lesdonnées sont des pourcentages de quatre répétitions (n=4).

4.4 Effet combiné de ’AMX et ’ACE sur la teneur en biomarqueures de stress
oxydative :
4.4.1 Peroxydation lipidique et peroxyde d hydrogéne (H203) :

L’évaluation de la peroxydation lipidique en équivalents de MDA (malondialdéhyde) et de
peroxyde d’hydrogéne (H20.) dans les cyanobactéries testées exposées au stress de
(AMX+ACE) est illustrée a la Figure 23. Les teneurs en équivalents de H20 et de MDA, qui se
révelent dépendantes de (AMX+ACE), ont efficacement augmenté leur formation a I’intérieur de
la cellule. Les résultats suggerent que le (AMX+ACE) a accéléré la formation de MDA, observée
dans les pigments de spirulina soumis aux traitements au (AMX+ACE). La teneur en MDA
mesurée lors de I’application de (AMX+ACE2) a augmenté de 64,77 % par rapport au témoin
(Fig. 23B). De plus, il y a eu une augmentation non significative de la teneur en H20, exposée
aux traitements (AMX+ACE), les teneurs de H20> lors de I’utilisation de (AMX+ACE) étaient
de 29,70 % sur (AMX+ACE) par rapport au (CK) (Fig. 23C).
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Figure 25: effetde combinaison entre(AMX+ACE) sur la teneur en MDA et en H202 chez la spirulina a
différentes concentrations — AMX+ACE (Contrdle), AMX+ACE (10+20mg/l) et AMX+ACE (30+60mg/l) et
AMX+ACE (50+100mg/l).Lesdonnées sont des pourcentages de quatre repétitions (n=4).

45 Effet combiné de ’AMX et ’ACE sur la teneur en activité enzymatique antioxydant:
Comme le montre la figure 24, I'effet de I'exposition pendant 5 jours d'une combinaison

d'AMX et d'ACE sur les enzymes de la spiruline a été etudie, notamment l'activité GST, POD et
APX, détaillée dans la figure. Selon la figure 24, une augmentation significative de la teneur en
POD de 46,42 % a été observée lors de I'application d'AMX+ACE3 par rapport au témoin (ck)
(fig. 24C). Des résultats similaires sont observés pour la GST, montrant une augmentation non
significative de 25,27 % avec AMX+ACES3 par rapport au témoin (fig. 24B). En ce qui concerne
I'APX, le traitement avec différentes concentrations d AMX+ACE sur la spiruline a montré une
augmentation significative remarquable de 29,70 % de l'activité APX avec AMX+ACE3 par
rapport au contréle (fig. 24A).
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Figure 26: Effetde combinaison entre(AMX+ACE) sur la teneur en activité enzymatique antioxydant MDA et APX
et POD chez la spirulina a différentes concentrations — AMX+ACE (Controle), AMX+ACE (10+20mg/l) et
AMX+ACE (30+60mg/l) et AMX+ACE (50+100mg/l). Les données sont des pourcentages de quatre répétitions
(n=4).
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Chapitre 03 Discussion

La réponse éco-physiologique des microalgues aux stress causés par les pesticides et les
antibiotiques dépend de nombreux facteurs, tels que la concentration des substances, la durée
d'exposition, les espéces de microalgues et leurs caractéristiques physiologiques. Certaines
espéces de microalgues peuvent développer des mécanismes de défense, comme l'activation de
voies de détoxification, pour faire face a ces stress. Cependant, d'autres espéces peuvent étre plus

sensibles et subir des dommages importants (Gauthier et al., 2020).

Comprendre les effets de la pollution causée par les antibiotiques, les pesticides et leur
combinaison sur les processus biologiques clés est essentiel pour évaluer leur impact sur les
organismes et les écosystemes. Dans cette étude, nous avons examiné les effets de I'amoxicilline
(AMX), de I'ACEPLAN SP20 (ACE) et de leur combinaison sur la cyanobactérie A. platensis
(spiruline), en nous concentrant sur différents aspects tels que la teneur en pigments, les
biomarqueurs du stress oxydatif, les principaux biocomposants et les activités des enzymes

antioxydants.

La croissance d’A. platensis a subi une diminution significative a mesure que la
concentration d'amoxicilline (AMX), d’ACEPLAN SP20 (ACE) et de leur combinaison
augmentait (fig. 15). Cette inhibition de la croissance en fonction de la concentration concorde
avec les résultats d'études antérieures (Johnson et al., 2010; Smith et al., 2006), mettant en
évidence la sensibilité des cyanobactéries aux effets induits par I'amoxicilline, 'ACEPLAN SP20
et leur combinaison. L'observation de cette inhibition de la croissance met en lumiére les
conséquences écologiques potentielles de la contamination par les antibiotiques sur la dynamique

des populations de cyanobactéries dans les écosystemes aquatiques.

Les pigments photosynthétiques tels que la chlorophylle a et les caroténoides ont éteé
reconnus pour jouer un role clé dans le systeme photosynthétique, tout en se révélant étre des
biomarqueurs essentiels pour refléter la réponse des cyanobactéries au stress environnemental.
Par conséquent, la teneur en chlorophylle a et en caroténoides d'Arthrospira platensis a été
étudiée apres exposition a différentes concentrations dAMX et d'ACE, ainsi qua leur
combinaison pendant 5 jours. Comme le montrent les figures (13.18.23), une forte diminution de
la teneur en chlorophylle pourrait étre clairement observée avec l'augmentation des
concentrations d'AMX (20, 40, 60, 80, 100 mg/l), d'ACE (10, 20, 30, 40, 50 mg/l) et de leur

combinaison.
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Ces résultats ont confirmé les effets toxiques de I'AMX et de I'ACE, ainsi que de leur
combinaison, dans la culture d'Arthrospira platensis. Des études antérieures ont démontré que les
pigments photosynthétiques contribuent non seulement a l'absorption de la lumiére pour
favoriser la croissance des algues, mais également a la réponse antioxydants pour prévenir les
dommages cellulaires (Zhou et al., 2018; Ismaiel et coll., 2018). Par conséquent, I'effet inhibiteur
sur ces pigments pourrait indiquer les dommages causés a A. platensis au-dela du seuil toxique
(Dao et al., 2018).

Par contre, le contenu en caroténoides présentait une augmentation par rapport au
contrdle (P<0,05). Notez que les caroténoides ne sont pas seulement un groupe de pigments
photosynthétiques contribuant a I'absorption de la lumiere, mais ils jouent également un réle
crucial en tant qu'antioxydants dans le maintien de l'intégrité de la membrane cellulaire (Zhou et
al., 2018). Par conséquent, les effets stimulants pourraient étre attribués a une synthése excessive

de caroténoides visant a éliminer les especes réactives de I'oxygéne.

Les glucides et les protéines jouent un réle crucial dans la répartition du carbone, la
photosyntheése, I'noméostasie osmotique et le métabolisme (Rosa et al., 2009), ainsi que dans le
maintien du réseau alimentaire aquatique (Gana et al., 2023). Les protéines, en tant que
composants essentiels des biomolécules et des substrats dans les réactions biochimiques, sont
utilisées comme indicateurs des changements dans le métabolisme des microalgues (Zhou et al.,
2021). Les resultats de la présente étude ont montré que la teneur en protéines solubles des
algues augmente généralement apres une exposition a des polluants tels que 'AMX et I'ACE.
Cette augmentation peut étre attribuée au fait que les algues peuvent neutraliser les effets
toxiques des polluants en accumulant des protéines. L'accumulation et le stockage de
biomolécules dans les algues sont généralement considérés comme une réaction physiologique
au stress dans I'écosystéme aquatique (Zhou et al., 2021).Dans la présente étude, I'augmentation
des protéines solubles est liée a une variété de processus métaboliques dans les cellules,
constituant ainsi un mécanisme de défense des microalgues contre le stress environnemental.
Une augmentation de la teneur en protéines chez les organismes exposés indique probablement
une concentration élevée en proline. La proline est largement reconnue comme un agent
chélateur efficace qui s'accumule dans les plantes en réponse au stress. D'autres travaux ont

également associé l'augmentation de la teneur en protéines des cyanobactéries telles que
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Spirulina platensis a une concentration élevée en proline en cas de stress xénobiotique.
Néanmoins, une baisse de la teneur en protéines dans les organismes traités peut étre considéréee
comme un indice de stress oxydatif (Yisa et al., 2021),ce qui explique la diminution observée

lors de leur combinaison.

Les glucides peuvent étre trouvés dans de nombreuses sources naturelles. Ce sont des
biopolymeres naturels abondants, de haut poids moléculaire, présentant des structures complexes
et plusieurs propriétés physico-chimiques. De nombreuses espéces de microalgues ont été
reconnues pour leur capacité a synthétiser des glucides (Caetano et al., 2022). Notre étude a
révélé une diminution significative de la teneur en glucides avec l'augmentation des
concentrations d'’ACE par rapport au groupe témoin (fig. 22). Ce résultat suggeére une
perturbation potentielle du métabolisme des glucides induits par I'exposition a I'ACE. Bien que
les mécanismes spécifiques sous-jacents a cette altération nécessitent une étude plus approfondie,

nos résultats concordent avec ceux d'études antérieures (Ebele et al., 2020; Parrish et al., 1999).

L'application de 'AMX et la combinaison entre 'AMX et I'ACE présentent des résultats
similaires a ceux rapportés par Gomes et al., (2022) et Acids et al., (2021),qui ont montré une
augmentation de la teneur en glucides solubles dans les plantules de pistache. De plus,
Homayoonzadeh et al. ont également signalé une augmentation du niveau des glucides solubles
totaux chez les plants de concombre en réponse a l'imidaclopride et au dichlorvos a la dose

recommandée.

En termes de production de lipides, nos résultats ont démontré une altération causée par
I'exposition a 'AMX, a I'ACE et a leur combinaison, comme en témoigne la comparaison avec le
groupe témoin (fig.21). Cette constatation concorde avec celle de (Parrish., 1999), qui a observé
des changements comparables dans la teneur en lipides des cyanobactéries lorsqu'elles sont
exposées a I'AMX, a I'ACE et a leur combinaison. La composition lipidique des cyanobactéries
est essentielle pour diverses fonctions physiologiques, y compris l'intégrité de la membrane et le
stockage de I'énergie. Par conséquent, les altérations observées dans la production de lipides

suggerent que I'AMX et I'ACE peuvent avoir un impact sur ces processus cellulaires cruciaux.

Les cyanobactéries contiennent plusieurs enzymes antioxydantes qui jouent un role

essentiel dans l'atténuation des différents stress. Lorsqu'elles sont exposées a des contaminants
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toxiques, les algues peuvent produire des espéces réactives de I'oxygéne (ERO), notamment des
radicaux superoxyde (O2), des radicaux hydroxyles (OH") et du peroxyde d'hydrogéne (H20>),
qui possédent de fortes propriétés d'oxydation et causent des dommages mortels aux cellules des
algues par la peroxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) (Xiong et al., 2021). La
peroxydation des AGPI entraine une diminution de la fluidité de la membrane, ce qui peut
compromettre les fonctions physiologiques et biochimiques des cellules. L'activité de la catalase
(CAT) et la teneur en malondialdéhyde (MDA) ont été utilisees comme indicateurs de la toxicité
des contaminants dans des études antérieures (Melegari et al., 2012; Qian et al., 2008). Le
peroxyde d’hydrogéne est un oxydant et une molécule de signalisation en raison de sa relative
stabilité. En plus d'étre produit secondairement a partir du superoxyde, le H2O peut étre généré a
des taux élevés par une réduction a deux électrons de I'O. catalysée par des enzymes telles que la

glycolate oxydase photorespiratoire (Yang, 2018).

De plus, nous avons étudié I'impact de I'AMX, de I'ACE et de leur combinaison sur
I'activité des enzymes antioxydantes, notamment la peroxydase (POD), la peroxydase d'ascorbate
(APX) et la glutathion S-transférase (GST). Ces enzymes jouent un réle crucial dans la défense
contre le stress oxydatif en éliminant les especes réactives de l'oxygene et en détoxifiant les
composés nocifs (Aebi, 1984; Caverzan et al., 2012; Samanta et al., 2022; Singh et al., 2018).
Notre analyse des activités des enzymes antioxydantes visait a évaluer la modulation potentielle
du systeme de défense antioxydant chez A. platensis sous exposition a I'AMX, a I'ACE et a leur
combinaison. En mesurant les activités de la POD, de I'APX et de la GST, nous avons obtenu des
informations sur la capacité de la cyanobactérie a atténuer les dommages oxydatifs et a maintenir
I'nomeostasie redox en présence de pollution aux antibiotiques. L'activité des enzymes
antioxydantes, y compris la glutathion S-transférase, la peroxydase (POD), l'ascorbate
peroxydase (APX) et la glutathion S-transférase (GST), a montré des réponses variees a

I'exposition a 'AMX, a I'ACE et a leur combinaison.

L'APX utilise lI'ascorbate comme donneur d'électron spécifique pour réduire le H.O en
eau, avec la génération concomitante de monodéhydroascorbate, un oxydant univalent de
I'ascorbate (Ahmed et al., 2023). Dans cette étude, la teneur en APX a montré une diminution
avec l'augmentation de la concentration du fongicide. D'autres études, telles que celle de (Ma et
al., 2022),indiquent clairement que I'AMX induit la production d'ERO et que I'APX est important

51




Chapitre 03 Discussion

pour éviter l'accumulation de HO> et les dommages oxydatifs associés chez les plantes qui y

sont exposees (Ma et al., 2022).

L'activité de I'APX a montré une altération globale significative, comparable a celle rapportée
dans d'autres études telles que celles de (Rezayian et al., 2019; Shigeoka et al., 2002 et Yisa et
al., 2021), concernant la relation entre l'ascorbate peroxydase et I'amélioration du stress oxydatif
induit par les ROS. Nos résultats indiquent que l'activité de I'APX augmente lors de I'application
d'ACE et de la combinaison entre I'ACE et 'AMX. La méme tendance a été observée pour

I'activité de I'APX, avec des modifications importantes observées dans les concentrations testées.

Les glutathion-S-transférases (GST) sont souvent associées a des mécanismes de défense
antioxydants et a la biotransformation (Esterhuizen et al., 2022),jouant un réle important dans la
détoxification des xénobiotiques (Yisa et al., 2021). Dans la présente recherche, la teneur en GST
augmente de maniére significative pour toutes les concentrations d'’AMX, d'ACE et de leur
combinaison. concordeavec I'étude de (Yisa et al., 2021), qui a montré que les activités plus
élevées de GST trouvées dans les cyanobactéries M. aeruginosa exposées au CPX étaient plus
élevées que celles du groupe témoin, dans notre etude, l'activité de GST n'a pas suivi une relation
lineaire avec l'augmentation de la concentration du médicament dans M. aeruginosa. Néanmoins,
la GST était impliquée dans la détoxification des antibiotiques pendant la période d'exposition
(Yisa et al., 2021). De méme, la GST peut catalyser la conjugaison du GSH, détoxifiant
directement les xénobiotiques avec des groupes électrophiles, bien que l'activité du GSH ait

diminué chez Synechococcus sp (Zhang et al., 2023).

L'activitt des POD a montré des altérations remarquables (fig. 24), avec une
augmentation de l'activité observée pour toutes les concentrations d'’AMX, d'ACE et de leur
combinaison. Une tendance similaire a été observée dans d'autres études telles que celles de Han
et al., (2020) et de Yisa et al., (2023), qui ont indiqué que les organismes pouvaient s'adapter au
stress oxydatif en redirigeant I'énergie cellulaire vers la production d'enzymes antioxydantes

comme la peroxydase.
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Conclusion

En résumé, 1’étude a examiné les effets des xénobiotiques sur divers paramétres de S.
platensis, notamment la croissance cellulaire, le poids sec, la teneur en chlorophylle, les niveaux
de biomolécules, la peroxydation lipidique et 1’activité des enzymes antioxydants. Les resultats
ont démontré que I’AMX, I’ACE et leur combinaison induisaient des effets indésirables
significatifs sur S. platensis sur tous les paramétres évalués. L’AMX, I’ACE et leur combinaison
ont entrainé une réduction de la croissance cellulaire et du poids sec, accompagnée d'une
diminution de la teneur en chlorophylle et d'une augmentation des niveaux de peroxydation
lipidique. De plus, les ’AMX, I’ACE et leur combinaison ont déclenché une augmentation
significative des niveaux de protéine, indiquant une réponse adaptative de S. platensis au stress
xénobiotiques. L'analyse biochimique a montré des activités enzymatiques éleves a la spiruline,
notamment POD et GST. En examinant certains des effets du stress xénobiotiques sur S.platensis
étudiés dans cette recherche, on peut affirmer avec certitude que les polluantes, en tant que
danger environnemental, peuvent avoir des effets néfastes sur les organismes vivants. Une
compréhension compléte des mécanismes de blessure nécessite des recherches plusapprofondies.
Des expériences complémentaires telles que la détermination des espéces réactives de I'oxygene
et l'analyse des dommages oxydatifs sur les macromolécules telles que les protéines et l'acide
nucléique sont recommandées pour élucider le mécanisme de toxicité des pesticides et/ou

antibiotiques.
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Abstract

Emerging pollutants (EP) are a group of different contaminants, such as pesticides, and antibiotics. The daily urban and agro-industrial
activities of the world's population release EP into the environment and are transported to surface and groundwater through the natural water
cycle, where they can potentially have harmful effects on living organisms, the elimination of antibiotics and pesticides from the aquatic
environment has become a crucial issue in due to their toxicity and their persistence. The aim of this study is to determine the effects of
AMOXICILLIN (AMX), ACEPLAN SP20 (ACE) and their combination after 10 days of culture on the morpho-physiological parameters and
biochemical parameters of microalgae spirulina (Arthrospira Platensis) were studied. The results showed that there was a decrease in growth
when applying AMX and ACE individually. The combined application of pesticides and antibiotics further reduced the growth of spirulina.
Furthermore, our results unveiled the induction of oxidative stress in response to AMX and ACE, as evidenced by a significant elevation in
intracellular hydrogen peroxide (H,O,) and lipid peroxidation (MDA) levels 10 days after exposure. Notably, the activities of the antioxidant
enzymes peroxidase (POD) and glutathione-S-transferase (GST) were significantly impaired. when applying AMX and ACE individually. The
combined application of AMX+ACE also increases enzyme production. The results concluded that combined toxicity (AMX+ ACE) is more

dangerous for the growth of Arthrospira Platensis compared to individual toxicity.

Keywords: Amoxicillin;Aceplan; Combined toxicity; Bioremediation; Microalgae

Résumé

Les polluants émergents (PE) sont un groupe de différents contaminants, tels que, les pesticides, et les antibiotiques. Les activités
urbaines et agro-industrielles quotidiennes de la population mondiale rejettent des PE dans I’environnement et sont transportés vers les eaux
superficielles et souterraines a travers le cycle naturel de I’eau, ou ils peuvent potentiellement avoir des effets nocifs sur les organismes vivants,
I'tlimination des antibiotiques et des pesticides de milieu aquatique est devenue une question cruciale en raison de leur toxicité et de leur
persistance. Le but de cette étude est déterminer les effets des AMOXICILLINE (AMX), ACEPLAN SP20 (ACE) et leur combinaison aprés 10
jours de culture sur les paramétres morpho-physiologiques et biochimiques des microalgues spiruline (Arthrospira Platensis) ont été étudiés. Les
résultats ont montré qu’il y’a une diminution dans la croissance, lors de I’application individuelle d’AMX et ACE. L’application combinée des
pesticides et des antibiotiques encore diminué la croissance de la spiruline.De plus, nos résultats ont dévoilé I'induction d'un stress oxydatif en
réponse a 'AMX et ACE, comme en témoigne une élévation significative des niveaux de peroxyde d'hydrogéne intracellulaire (H,O,) et la
peroxydation lipidique (MDA). Notamment, les activités des enzymes antioxydants, peroxydase (POD) et glutathion-S-transférase (GST) ont été
significativement altérées lors de I’application individuelle d’AMX et ACE. L’application combinée des AMX+ACE augmente aussi la
production des enzymes. Les résultats conclus que la toxicité de combiné (AMX+ ACE) est plus danger pour la croissance d’Arthrospira
Platensis par rapport a la toxicité individuelle.
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