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Introduction

Les graminées furent, avec les légumes et les fruits, les aliments de base de tous les peuples
depuis I'Antiquité, dans beaucoup de pays en développement particulierement dans les pays
Maghrébins. Les céréales, principalement les blés sont les premiéres plantes introduites en cultures, en
raison de leurs nombreux caractéres favorables pour 1’alimentation humaine et animale ainsi que pour
la facilité de leur stockage et de transport (Djermoun, 2009 ; Moule, 1971 ; Yves et De buyser,
2001).

Depuis l'indépendance, I'Algérie a mis en place différentes politiques et interventions étatiques
visant a améliorer la production de céréales, en particulier le blé dur. Les céréales occupent prés de
50% de la superficie agricole utile du pays et fournissent une part importante des apports énergétiques
et protéiques de la population. Cependant, la production nationale était insuffisante pour couvrir les
besoins du pays, ce qui conduit a des importations massives de céeréales, principalement de blé dur
(Morsli, 2010). Toutefois, en Algérie, selon FAO (2020) les estimations du stock de blé varient de 5.3
Millions de tonnes pour 2018 a 6.6 Millions de tonnes pour 2020.

Les récoltes agricoles destinées a la consommation humaine et animale peuvent étre mises en
péril en raison d'incidences causées par des ravageurs de tout genre. Ces derniers sont regroupes en
différentes catégories : les macro-organismes tels que les acariens, les insectes, les limaces, les
rongeurs, et les oiseaux, ainsi que les micro-organismes pathogenes comme les virus, les bactéries et
les champignons (Bettahar, 2016 ; Oerke, 2006).

Généralement, I’utilisation des pesticides chimiques en agriculture a pour objectif de gérer les
populations nuisibles des cultures, durant la période de production, de transformation, d’entreposage et
de stockage des denrées alimentaires. Selon la cible a contréler, la classification des pesticides repose
sur trois grandes catégories, a savoir les herbicides qui servent a I’élimination des adventices de
cultures, les insecticides pour controler et détruire les insectes ravageurs, et les fongicides qui

permettent de lutter contre les maladies cryptogamiques (Hassen et al., 2020).

Cependant, 1’'usage successif et irraisonnable de pesticides chimiques suscite de nombreuses
inquiétudes liées notamment a leurs impacts nocifs sur 1’étre humain et sur les écosystémes terrestres.
Par ailleurs, la résistance des insectes aux pesticides de synthése est I'un des principaux méfaits de

I’application répétée de ces produits (Guéye et al., 2011 ; Rani et al., 2021).

Les troubles provoqués par l'utilisation de la lutte chimique sur les écosystémes ont conduit les
acteurs de I’agriculture a développer une lutte biologique utilisée notamment contre les ravageurs des
1
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cultures. La lutte biologique est caractérisée par son innocuité, sa spécificité, son acceptabilité sociale

potentielle, et I’absence de développement de résistance chez les nuisibles (Lambert, 2010).
Récemment, les différentes applications des plantes médicinales prennent progressivement une place
tres importante dans les domaines agrobiologiques en raison de leur efficacité antibactérienne,
antifongique, insecticide et antioxydante (Armengol, 2021 ; Kumar et al., 2021 ; Tlak Gajger, 2021).

Cette thése est une contribution a la valorisation des ressources naturelles, pour une meilleure
connaissance de plusieurs plantes aromatiques en Algérie. Le travail est focalisé sur cing especes
végeétales autochtones de la région de Bouira, a savoir : le cyprés: Cupressus sempervirens L., le
genévrier : Juniperus phoenicea L., la menthe a feuilles rondes : Mentha rotundifolia (L.) Huds, le
genet jaune : Cytisus scoparius L. et I’asphodeéle a fleurs blanches : Asphodelus microcarpus Salzm &

Viv. Ce manuscrit est structuré en deux grandes parties :
La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique répartie en deux chapitres :

e Le premier chapitre traite les techniques de stockage de blé, les causes de ses altérations et les
différents moyens de lutte.

e Le second chapitre est consacré a la présentation des plantes médicinales et aromatiques.
La deuxieme partie est dediée a I’expérimentation qui est dévisée en quatre chapitres :

e Le premier chapitre renferme la présentation du matériel végétal utilisé ainsi que la préparation
des extraits phénoliques et des huiles essentielles, incluant I’étude phytochimique qualitative et
quantitative de nos extraits.

e Le deuxiéme chapitre est consacré a I’évaluation de la toxicité des extraits et des huiles
essentielles obtenus vis-a-vis de Rhyzopertha dominica (F.) et Tribolium castaneum Herbst.

e Le troisieme chapitre a traité I’isolement et la caractérisation microscopique de la souche
fongique de Fusarium verticillioides et I’étude de I’activité antifongique in vitro des extraits et
des huiles essentielles obtenus.

e Dans le quatrieme chapitre, I’effet des extraits végétaux aqueux, des huiles essentielles, et de

deux pesticides chimiques sur la germination des graines de blé dur et du blé tendre.

Cette thése se termine par une conclusion générale et par des perspectives.
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1.1 Culture de blé
I.1.1 Origine de blé

Les premieres céréales cultivées dans le monde étaient originaires de la région sud-est de la

Turquie, il s’agit des blés diploides et tétraploides ; la culture s'est propagée apres au Proche-Orient
lorsque le blé panifiable hexaploide a fait sa premiére apparition. Ces variétés sont sélectionnées par les
agriculteurs, essentiellement pour leur rendement supérieur et leur forme précoce (Bonjean, 2001 ;
Shewry, 2009).

La date de I’initiation de la culture des blés se situerait, selon les archéologues, entre 8900 et
7000 avant JC. Ceci correspond au début de la période de Dryas qui fut localement un épisode
climatique de sécheresse et de refroidissement, qui a pu aboutir a I’arrét progressif du mode de vie.

(Bonjean, 2001 ; Hayden, 1990 ; Wadley et Martin, 1993).

En Afrique, les blés se diffusaient par plusieurs vois, dont la route la plus ancienne gagna
I’Egypte et se poursuivit aprés vers le Soudan et I’Ethiopie au sud, et vers la Libye a I’est. D’autres
voies d’introduction furent maritimes, a partir de la Grece, de la Crete et d’autres, en provenance du
Sud de la péninsule italienne et de la Sicile, parvinrent aux cotes de la Tunisie, du Maroc et de
I’ Algérie (Bonjean, 2001).

1.1.2 Classification du blé
Selon Feillet (2000) et Clech (2000), la taxonomie de blé (dur et tendre) est établie comme

suit :
Tableau 1 : Classification du blé dur et blé tendre
Classe Angiospermes
Ordre Monocotylédones
Famille Poacées (Graminées)
Genre Triticum
Espéce Triticum durum Triticum aestivum
Nom commun BIé dur Blé tendre
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1.1.3 Différences entre blé tendre et le blé dur

Les différences existantes entre un blé tendre et un blé dur sont résumées dans le tableau

suivant :

Tableau 2 : Critéres de différences entre blé dur et blé tendre (Aidani, 2015)

Criteres Blé tendre Blé dur
Aspect Génétique 3 génomes 2 génomes
Prédominance Amidon Protéine
Feuilles trés étroites Feuilles larges
Aspect Maturation trés rapide Maturation trés longue moisson
tardive exigeante du point de vue
sol et climat
Morphologie Texture opaque Texture vitreuse
Obtention de la farine Obtention de la semoule
Utilisation Fabrication du pain et des | Fabrication de la galette, du
biscuites. couscous et des pates alimentaires

1.1.4 Cycle biologique de blé
Le cycle biologique annuel du blé se compose de plusieurs phases au cours desquelles la plante
passe par une sériec d’étapes séparées par des stades reperes (Fig. 1). Ceux-ci permettent de diviser le

cycle en deux périodes a savoir la période végeétative et la période reproductive (Ouanzar, 2012).

1.1.4.1 Période végétative
I.1.4.1.a Phase de germination

Le stade végétatif de la levee est noté lorsque 50 % des plantes émergent de terre. Le blé passe
par plusieurs étapes afin d'atteindre la phase de tallage (Fig. 2). La germination commence par la phase
intermédiaire (Semis-levée) entre la date de semis et la date de levée ; elle comprend la germination,
I’¢longation de la coléoptile, et la croissance de la premiére feuille qui perce en sommet la coléoptile.
La deuxiéme phase (Levée) est caractérisee par I’apparition de la 1lere feuille traversant la coléoptile,

enveloppée par une gaine rigide et protectrice. Un nombre de feuilles définie entassées en position
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alternée de la base jusqu’au tiers médian de 1’apex croissent et émergent les unes apres les autres selon

un rythme régulier (Stade 2 — 3 feuilles) (Gate, 1995 ; Henry et Buyser, 2000).

1.1.4.1.b Phase de tallage

Une nouvelle tige apparait sur le maitre-brin a I’aisselle de la feuille la plus agée. L’émergence
de cette premiere talle hors de la gaine de la premiere feuille constitue le repere conventionnel du stade
début tallage. Le nombre de talles émis par la plante est tres variable : il dépend notamment de la

densité de semis, des conditions climatiques et de la variété (Gate, 1995 ; Ouanzar, 2012).

1.1.4.2 Période reproductive

Le début de cette phase est marqué par une différenciation de I'ébauche d'épillet sur l'apex, ce
stade marque la transformation du bourgeon végétatif en bourgeon floral. Le stade suivant est repéré
par l'apparition de deux renflements latéraux qui apparaissent sur I'épillet, ce sont les ébauches des
glumes. Des le début de la montaison, une différenciation commence au niveau des piéces florales
(glumelles et organes sexuels). Au stade gonflement, l'inflorescence monte en grossissement dans les
gaines des différentes feuilles. La gaine de la derniere feuille s'allonge et se gonfle, ce qui conduit peu
aprées a ’apparition de I'inflorescence en forme d’épi qui sort de cette gaine. La fécondation et I'anthese

ont lieu de quelques jours apres I'épiaison (Belaid, 1996 ; Boufenar et Zaghouane, 2006).

Généralement, la production des céréales dépend des caractéristiques phénologiques,
physiologiques. En trés grande partie, des interactions des differents facteurs climatiques et
nutritionnels du milieu qui agissent sur le développement et le potentiel de croissance. Certaines
variétés de céréales accomplissent leur cycle de développement avant I’installation de la contrainte
hydrique afin d’éviter les périodes difficiles pour la croissance. Il est donc noté que la précocité
constitue un mécanisme important d’évitement de la sécheresse de fin de cycle (Hsissou, 1994 ; Slama

et al., 2005 ; Triboi et Ntonga, 1993).
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Figure 1 : Cycle biologique de blé

http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/biodiversite/dossiers-thematigues/poacees/ressources-

pour-le-dossier-ble/cycle-vie.jpa/image view fullscreen

1.2. Stockage des produits céréaliers

D’apreés Dupré (1991), les silos sont considérés comme les meilleurs lieux de stockage des
produits alimentaires solides tels que les céréales, pour une longue période de temps. En effet, ils sont
reconnus pour leur praticité, leur facilité d'utilisation et d'entretien. Le stockage des grains est une
opération complexe qui demande la prise en consédiration de tous les multiples paramétres de I’endroit
tels que I’humidité, la température et I’aération. D’ailleurs, il s'avére que durant le stockage, ces
denrées alimentaires peuvent subir des altérations plus au moins prononcées suite au métabolisme du

grain et des dépredateurs (Doukani, et al., 2013 ; Karima, et al., 2013).

1.2.1 Contraintes du stockage de céréales
Les altérations physiques des stocks de céréales peuvent résulter de la présence de diverses
impuretés, de débris et de grains endommagés, ou plusieurs facteurs peuvent étre a l'origine de cette

contamination (Bettahar, 2016).


http://acces.ens-lyon.fr/acces/thematiques/biodiversite/dossiers-thematiques/poacees/ressources-pour-le-dossier-ble/cycle-vie.jpg/image_view_fullscreen
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1.2.1.1 Maladies fongiques des céréales stockées

En général, le développement des champignons phytopatogénes est favorisé dans les pays aux
conditions climatiques chaudes et humides. Les moisissures causent a la fois des dégats quantitatifs et
qualitatifs en plein champ et dans les stocks, en développant des métabolites toxiques appelés des
mycotoxines, provoquant des maladies connues sous le nom de mycotoxicose dues a ’accumulation de
ces toxines dans les aliments. Les céréales sont les principaux vecteurs de mycotoxines car elles sont

universellement consommées par I'nomme et par les animaux (Bettahar, 2016).

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques sécrétés par des champignons
filamenteux, appartenant essentiellement aux genres Aspergillus, Fusarium et Penicillium, dans les
productions alimentaires d’origine végeétale. Par exemple, le Fusarium verticillioides, est un
champignon phytopathogéne et mycotoxinogéne qui peut causer des dommages importants aux
ceréales stockées. Cette souche est connue pour sa capacité a produire d’importantes quantités de
fumonisines potentiellement dangereuses pour la santé humaine et animale (Chelaghema, 2021 ;
Leslie et Summerell, 2008).

1.2.1.2 Insectes ravageurs des céreales stockées

Le processus de réchauffement des grains de céréales mal conserveés peut favoriser I’installation
et le développement des insectes ravageurs. En effet, ces derniers consomment le grain et peuvent
provoquer des montées de température en raison de leurs activités métaboliques. La prolifération
d'insectes représente un danger non seulement en termes d’hygiene mais aussi pour celui de la
conservation des grains (Bettahar, 2016 ; Fourar, 2013 ; Moule, 1971).

Il existe environ 900 espéces d'insectes dans le monde qui appartiennent a cette catégorie. 1l
s’agit d’insectes qui nuisent aussi bien aux denrées et produits dérivés entreposés d’origine végétale,
ainsi qu’a une multitude de produits manufacturés. Les pertes les plus importantes sont infligées par
différentes especes appartiennent aux plusieurs ordres. Beaucoup de travaux font référence a l'attaque
et a la déperdition des stocks de céréales et de legumineuses par les insectes (Adjalian et al., 2014 ;
Benlameur, 2016).

Les insectes ravageurs primaires sont les plus dangereux, car ils peuvent endommager les
graines intactes, ce qui permet aux larves de se développer a l'intérieur de ces graines. Ils permettent
également [l'infestation du stock par les ravageurs secondaires et tertiaires qui s’alimentent

essentiellement des graines endommagées. Les graines qui présentent de petits trous peuvent contenir

7
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des larves de ravageurs primaires, et les laisser dans un silo revient & y introduire des insectes adultes

(de Groot, 2004).

Le tableau 3 résume les différents ordres d’insectes ravageurs les plus abondants dans les

produits céréaliers stockeés :

Tableau 3 : Insectes ravageurs fréquents en silos de stockage (Benlameur, 2016)

Ordre Famille Nom commun Nom scientifique
Tribolium brun Tribolium confusum
Tenebrionidae
Tribolium rouge Tribolium castaneum
Bostrichidae | Capucin des grains Rhyzopertha dominica
Silvain Oryzaephilus surinamensis
Silvanidae
Oryzaephilus mercator
Coléoptére
Cucujidae Petit ver des grains Cryptolestes ferrugineus
Bruchidae Bruche Callosobruchus maculatus

Curculionidae

Charancon des grains
Charancon du riz
Charangon du mais

Sitophilus granarius
Sitophilus oryzae

Sitophilus zeamais

Lépidoptere

Tineidae

Teigne de blé

Nemapogon granella

Pyralidae

Teigne de la farine

Anagasta kuehniella

Pyrale de la farine

Pyralis farinalis

Psocopteres

Liposcelididae

Psoque

Liposcelis sp
Liposcelis paetus

Liposcelis entomophilus
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1.2.2 Gestion des silos de stockage

1.2.2.1 Prévention
Selon de Groot (2004), il est donc essentiel de mettre en place des mesures préventives

d’hygiéne pour minimiser les risques et garantir une qualité optimale des stocks de céréales :

e Les murs des zones de stockage doivent étre blanchis car la couche de la peinture
bouche les tres petits trous qui servent de cachette aux insectes.

e Les sols doivent étre lavés régulierement et les résidus doivent étre immédiatement
détruits.

e Lanouvelle récolte ne doit jamais étre stockée avec les restes de la récolte précédente.

e Le séchage des semences fraichement récoltées prévient la germination des graines, la
croissance des bactéries et des moisissures et réduit les conditions favorables au

développement des insectes.

1.2.2.2 Lutte chimique

Les pesticides chimiques sont couramment utilisés pour protéger les grains en stockage contre
les insectes ravageurs et les moisissures. Les produits de contact sous forme de poudr contiennent des
faibles concentrations des matieres actives qui peuvent étre mélangées au grain au moment du
stockage. D’autre part, les produits fumigatoires sous forme de gaz se diffusent dans I'ensemble du
conteneur pour éliminer les nuisibles. Le choix du pesticide et de la méthode d'application dépend du

type de grain et du conteneur utilisé (de Groot, 2004).

Bien que les pesticides soient efficaces et économiques, ils ont entrainé des effets secondaires
inattendus tels que I'épuisement de I'ozone, la pollution environnementale, la résistance des ravageurs,
ainsi que la nocivité pour ’organisme. En Afrique, environ 30% des produits commercialisés ne
répondent pas aux normes de qualité internationale en raison du manque de moyen de contrdle efficace
(Boileau, 2015 ; Cissokho et al., 2015 ; Isman, 2006).

1.2.2.3 Lutte physique

Il existe diverses méthodes de lutte physique utilisées depuis longtemps pour le stockage des
grains. Parmi celles-ci, le chauffage par convection est employé pour combattre les insectes des grains,
comme l'ont souligné Bareil et Crépon (2018) ainsi que Tilley et al., (2007). Par ailleurs, le chauffage

par ondes électromagnétiques repose sur le transfert d'énergie d'une onde vers un matériau diélectrique,
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induisant ainsi la production de chaleur par la rotation de molécules polaires ou d'ions, selon I'étude

menée par Tang et Wang (2007).

1.2.2.4 Lutte biologique
1.2.2.4.a Définition

La lutte biologique en agriculture peut étre definie comme une méthode de lutte contre les
nuisibles au moyen d'organismes naturels antagonistes ou substances d’origine naturelle synthétisée par
ces derniers, et plus généralement tout produit de protection des plantes qui n’est pas issu de la chimie.
Les biopesticides comprennent les agents de contréle des insectes auxiliaires, et des bactéries
entomophages, ainsi que les insecticides d’origine végétale et les molécules de synthése biologique tels
que les phéromones et les molécules allélochimiques (Caron et al., 2006 ; Ndzana Abanda, 2012 ;
Van Lenteren, 2012).

1.2.2.4.b Biopesticides végétaux

Les plantes produisent des substances actives ayant des propriétés insecticides, aseptiques ou
encore régulatrices de la croissance. Le plus souvent, ces substances actives sont des meétabolites
secondaires qui, a 1’origine, protégent les végétaux des herbivores (Deravel et al., 2013). Les extraits
vegétaux et les huiles essentielles sont les produits les plus évalués actuellement, présentant plusieurs
avantages par rapport aux composes synthétiques a cause de leur biodégradation rapide et la réduction

des risques pour I'environnement (Basaid et al., 2021 ; Tavares et al., 2021).

Les extraits de plantes ont peu d’impacts négatifs sur les auxiliaires par rapport a Ceux
occasionnés par les pesticides d’origine chimique. En effet, leur application permet de maintenir un
équilibre écologique entre ravageurs et auxiliaires, qui est beaucoup plus en faveur de la lutte
biologique que le déséquilibre écologique causé par l'usage des pesticides d’origine chimiques

(Mochiah et al., 2011 ; Wainwright et al., 2013 ; Yarou et al., 2017).

Dans 1’étude effectuée par Amoabeng et al., (2013), il y est constaté que la population de
certains auxiliaires et des araignées prédatrices était plus importante sur les parcelles traitées avec des
extraits végétaux comparées a celles traitées par des insecticides de synthese. De plus, la faible
rémanence est I’avantage des extraits végétaux ce qui les rend moins dangereux que les pesticides de
synthese, méme si certains extraits de plantes comme la nicotine peuvent étre toxiques a certaines doses

sur les organismes vivants (Slotkin et al., 2016 ; Wainwright et al., 2013).

10



Chapitre |

Céréaliculture

Des nouvelles stratégies attractives et trés avantageuses commencent a émerger. Par

conséquent, plusieurs tests biologiques (Tab. 4 et 5), ont examiné I'efficacité des extraits végétaux et

huiles essentielles de plantes médicinales en tant qu'agents bioactifs (insecticide et fongicide)

susceptibles d'étre intégrés dans le programme de la lutte intégrée contre divers ravageurs des produits

stockés (Pandey et Singh, 2017).

Tableau 4 : Efficacité des plantes vis-a-vis des insectes ravageurs des denrées stockées

Famille Espéce Organe | Huile/ Ravageur cible | Auteurs
végeétale utilisé extrait
Achillea Parties Huile T. castaneum Nenaah (2014)
biebersteinii arienne essentielle
Achillea Fuille Huile T. castaneum Khani et
wilhelmsii Essentielle and C. Asghari (2012)
maculatus
Artemisia Partie Huile S. zeamais Liuetal.,
Asteraceae | gjoversiana aerienne | essentielle (2010)
Dittrichia Partie Extrait R. dominica Lampiri et al.,
viscosa aérienne | aqueux S. oryzae (2020)
T. confusum
Tithonia Feuilles | Extrait C. maculatus Green et al.,
diversifolia méthanolique (2017)
Lavandula Feuille Huile S. zeamais, Cosimi et al.,
hybrida essentielle (2009)
Ocimum Feuille Huille T. granarium Tripathi et
basilicum essentielle Kumar (2007)
Rosmarinus Feuilles | Huille S. zeamais. Nerio et al.,
officinalis tiges essentielle (2009).
fleurs
Lamiaceae | Thymus Feuilles | Huile L. decemlineata | Taghizadeh-
daenensis essentielle Sarikolaei et
al., (2014).
Agastache Partie Huile O. surinamensis | Ebadollahi et
foeniculum airenne | essentielle L. serricorne al., (2010).
M. arvensis Feuilles | Huile C. chinensis Kumar et al.,
essentielle (2009).
M. longifolia Feuilles | Huile S. zeamais Odeyemi et al.,
(L.) Huds. essentielle (2008).
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Cytisus Partie Extrait T. castaneum Djidel et al.,
Fabacae | Triforys aérienne | aqueux (2018).
Juniperus Feuille Extrait S. oryzae Dane et al.,
Cupressaceae | phoenicea méthanolique (2016).
Solanum Graines | Extrait T. Hamouda et al.,
Solanaceae | elaeagnifolium | et méthanolique | castaneum (2015).
feuilles
Cymbopogon | Feuilles | Huile U. dermestoides | Plata-Rueda et
citratus essentielle al., (2020).
Cymbopogon Feuille Huile C. maculatus Nyamador et
Poacées giganteus essentielle C. subinnotatus | al., (2010).
Cymbopogon | Partie Extrait T. castaneum, S. | Ali et al.,
nardus L aérienne Oryzae (2019).
D.
Melanogaster
Eucalyptus Partie Huile C. maculatus, S. | Negahban et
camaldulensis | aerienne | essentielle oryzae Moharamipour
Myrtaceae T. castaneum (2007)
Eucalyptus Feuilles | Exrait T. castaneum Sahi (2016)
citriodora méthanolique
Feuilles | Huile C. maculatus Nouri et al.,
essentielle T. castaneum (2016).
Tableau 5 : Efficacité des plantes vis-a-vis des champignons phytopathogenes
Espeéce Huile/ extrait Organe utilis¢ | Agent pathogéne Référence
végétale
Origanum spp | Huile essentielle Partie aérienne | Fusarium Pizzolitto et al.,
verticillioides (2020).
Eucalyptus Huile essentielle Feuilles Fusarium spp Gakuubi et al.,
camaldulensis (2017).
Citrus sinensis | Huile essentielle Ecorce Penicillium expansum | Van Hung et
al., (2013).
Fusarium
proliferatum
Pimpinella Huile essentielle Graines Aspergillus sp Bluma et
anisum Etcheverry
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(2008).
Salvia offinalis | Extrait éthanolique | Feuilles Aspergillus sp Satish et al.,
(2007).
Cinnamomum | Huile essentielle Ecorce Fusarium culmorum Perczak et al.,
zeylanicum and F. graminearum | (2019).
Juniperus Extrait aqueux Feuilles Aspergillus fumigatus | Webster et al.,
communis (2008).
Citrus sinensis | Huile essentielle Feuilles Aspergillus niger Gogoi et al.,
(2008).
Lavandula Huile essentielle Partie aérienne | Trichoderma spp Mohammedi et
stoechas Atik (2012).
Linum Extrait acid-methyl | Graines Aspergillus sp Abdelillah et
usitatissimum al., (2013).
Citrullus Extrait aqueux Feuilles Aspergillus Flavus Gacem et al.,
Colocynthis (2013).

Aspergillus
Ochraceus
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Chapitre 11 : Plantes médicinales et aromatiques

I1.1 Plantes médicinales et aromatiques en Algérie

L’ Algérie bénéficie d’une situation géographique particuliere et d’une large gamme trés variée
de climats, favorisant le développement et I’apparition d’une végétation diversifiée d'un point de vue
taxonomique et écologique. En effet, le territoire Algérien renferme d’importantes ressources végétales
réparties sur les cotes, les plaines, les montagnes, la steppe et le Sahara (Bruneton, 1999 ; Khalkhal,
2014).

Selon les résultats des enquétes ethnobotaniques, la majorité des espéces végétales utilisées
pour des intéréts thérapeutiques en Algérie appartiennent aux familles d’Apiacées, Fabacées, Liliacées,
Térébinthacées, Solanacées et les Rutacées (Chehma et Djebar, 2008 ; Lazli et al., 2019 ; Yasser et
al., 2018).

11.1.1 Conditions de la recolte des plantes médicinales
11.1.1.1 La saison

La saison de récolte des plantes médicinales dépend généralement de la partie de la plante que
I'on souhaite utiliser. Ainsi, pour les racines, la récolte se fait souvent en automne ou en hiver, lorsque
la plante a stocké le maximum de nutriments. En revanche, pour les feuilles et les fleurs, la récolte se
fait souvent au printemps ou en été, lorsque la plante est en pleine croissance et que sa teneur en
principes actifs est la plus élevée. Il est donc important de respecter la saisonnalité des plantes pour en

récolter les parties les plus riches en principes actifs (Schneider, 2013).

11.1.2 Métabolites secondaires des plantes

Les plantes médicinales représentent une source immense de molécules chimiques complexes, a
la fois de métabolites primaires impliqués dans leur développement et leur croissance, et de métabolites
secondaires qui contribuent a leur adaptation a I'environnement, a leur tolérance aux chocs thermiques
et hydriques, ainsi qu'a leur résistance aux bioagresseurs (Herms et Mattson, 1992 ; Sarni-Manchado
et Cheynier, 2006).

Pratiguement, les métabolites secondaires sont utiles dans une large gamme d'applications et
sont classés selon leur appartenance chimique en terpenoides, alcaloides et composés phénoliques
(Cuendet, 1999 ; Vermerris et al., 2006). D’ailleurs, ces derniers en particulier les flavonoides sont
essentiellement connus pour leurs nombreuses activités biologiques (Mayouf, 2019 ; Medina-Torres
et al., 2017).
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11.1.2.1 Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des metabolites secondaires produits par les plantes qui se
retrouvent dans leurs organes, des racines aux fruits. Ces molécules, spécifiques du regne végétal,
jouent un réle crucial dans les interactions de la plante avec son environnement. Les composés
phénoliques interviennent notamment dans la défense contre les bioagresseurs, la tolérance aux
conditions climatiques extrémes, la rhizogenése, la germination des graines, la régulation de la
croissance et du développement de la plante, ainsi que dans la pigmentation et la saveur des fruits et
légumes. Les principales classes de composants phénoliques sont : les flavonoides, les tanins, et les
coumarines (Fig. 2) (Achat, 2013 ; Crozier et al., 2006 ; King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002).

11.1.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques présents dans les plantes et ils sont constitués
de deux ou plusieurs cycles aromatiques relies par un pont carboné. Les flavonoides peuvent se
présenter sous forme libre (aglycone) ou sous forme de glycosides (hétérosides), ou une ou plusieurs

groupes hydroxyles sont liées a un ou plusieurs sucres (Heller et Forkmann, 1993).

Les flavonoides peuvent étre exploités de plusieurs manieres dans l'industrie pharmaceutique,
cosmétique et alimentaire en raison de leurs proprietés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antibactériennes et antivirales. De plus, ils jouent un rdle important dans la protection des tissus contre
les effets nocifs du rayonnement UV (Bovy, 2004 ; Iserin et al., 2001 ; Saija et al., 1995 ; Wichtl et
Anton, 2009).

11.1.2.3 Les tanins

Bien que la composition chimique des tanins est variable selon leur origine, ils partagent une
caractéristique commune de I’hydrosoluble. Leur intérét medicinal réside principalement dans leur
propriété de coagulants des albumines, des muqueuses et des tissus, qui peut créer une couche de
coagulation isolante et protectrice, ce qui réduit I'irritation et la douleur. Des études ont montré que de
nombreux tanins présentent des propriétés anti-inflammatoires, antifongiques, anti tumorales, antivirale
et antidiarrhéique (Blot et Bernard, 2012 ; Maiga et al., 2005).

Les tanins condensés sont des oligomeres ou polymeres de flavan-3-ols qui ont la capacité de
libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la liaison inter monomérique.
Cependant, les tanins condensés peuvent former des composés insolubles appelés "rouge de tanins"

lorsqu'ils sont chauffés a ébullition en milieu acide. Ce phénomene est di a la réaction entre les tanins
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condensés et les acides, ce qui conduit a la formation de pigments rouges insolubles (Guignard, 1998 ;

Porter et al., 1986).

Les tanins hydrolysables sont des composes estérifiés de glucides ou de dérivés d’acides
phénols. Le glucose est généralement la molécule glucidique la plus courante, mais dans certains cas,
les tanins hydrolysables peuvent étre constitués de polysaccharides. Ce groupe de tanins est
caracteristique des plantes dicotylédones et se retrouve dans tous les organes de la plante, tels que les
racines, les tiges, les feuilles et les fruits avant leur maturité. Ces tanins en raison de leurs nombreux
groupements OH se dissolvent plus ou moins dans l'eau, en formant des solutions colloidales
(Guignard, 1996 ; Ribereau, 1968).

11.1.2.4 Les saponines

Les saponines sont des composés fréquents dans les plantes médicinales, contenant un groupe
glucidique. Elles sont des glycosides stéroidiques ou triterpéniques qui ont la particularité de produire
des moussantes en présence d’eau. Les saponines peuvent étre hydrolysées par des acides pour donner
un aglycone appelé sapogénine. Certaines saponines contiennent également des stéroides et des amines
stéroidiques qui sont considérées par certains comme des alcaloides stéroidiques (Bruneton, 1999 ;
Malne et al., 1980). Les saponines possédent une grande variété d’activités biologiques, comme
I’antipyrétique, I’antalgique, I’'immuno-modulatrice, ’anti-inflammatoire et I’anticoagulante. En raison
de leurs propriétés tensioactives importantes, les saponines sont utilisées dans des domaines variés, tels

que l'industrie, la pharmacie et la cosmétologie (Lautrette, 2004).

11.1.2.5 Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques azotés avec une structure moléculaire complexe et
variée, possédant des propriétés alcalines (Badiaga, 2012 ; Judd et al., 2002). Ces métabolites sont des
composeés relativement stables, synthétisés par les végétaux et stockés dans différentes parties de la
plante principalement dans les jeunes feuilles et racines en croissance, mais également dans les fleurs,
les fruits et les graines (Krief, 2003 ; Mauro, 2006 ; Omulokoli et al., 1997).

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en
medecine, dont plusieurs études ont évalué leur efficacité en tant qu’agents biologiques qui dépend
souvent de la fonction amine qui est transformée en un systéeme quaternaire par ionisation aux pH
physiologiques (Dellile, 2007 ; Dewick, 1999 ; Guignard, 2000).
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11.1.2.6 Les huiles essentielles

Une huile essentielle est un produit odorant obtenu a partir de matieres végétales par plusieurs
méthodes d'extraction. Sa composition complexe est due a deux groupes principaux de composes
caracterisés par leurs origines biogénétiques : les terpénoides et les composés aromatiques dérives du

phénylpropane (Bruneton, 1999 ; Teisseire, 1991).

Les terpénoides dans les huiles essentielles, sont celles qui ont la masse moléculaire la plus
volatile et portent dans la plupart des cas la formule générale (CsHg) n. Selon les valeurs de n,
différents groupes des terpénes sont distingués, tels que les hémiterpenes, les monoterpénes, les
sesquiterpénes, les triterpénes, les tétraterpénes et les polyterpénes. En revanche, les composés
aromatiques présents dans les huiles essentielles sont beaucoup moins fréquents que les terpénes, leur
biogenese étant totalement différente (Paris et Hurabielle, 1981 ; Teisseire, 1991). Les composés
d’origines diverses sont des produits issus de la transformation de molécules non volatiles pouvant étre
entrainées par la vapeur deau. La volatilité des huiles essentielles dépend généralement de la
température et de la composition chimique. Il convient de noter qu’une huile essentielle riche en
monoterpenes est plus volatile que celle riche en sesquiterpenes (Bruneton, 1999 ; Jacques et
Francis, 2012).

Les huiles essentielles sont connues pour leurs propriétés thérapeutiques en medecine tels que
leur effet anticancéreux, anti-nociceptif, anti-inflammatoire, antiviral, antibactérien et antioxydant
(Bruneton, 1999 ; Buchbauer, 2010 ; Jacques et Francis, 2012). Des études précédentes ont
démontré que les monoterpenes ont la capacité d’inhiber le cholinestérase, tandis que les composés
soufrés agissent sur les canaux potassium de la blatte sans avoir d’effet cholinergique (Dugravot,
2000 ; Ngamo et Hance, 2007).
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Figure 2 : Structures chimiques de principaux composés phénoliques (Macheix et al., 2005)
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11.1.3 Procédés d’extraction

L'extraction de composés bioactifs est une procédure de séparation qui permet de récupérer des
matieres végétales utiles dans diverses applications (Joana GilChavez et al., 2013). Le choix du
solvant d'extraction est un facteur déterminant dans cette procédure, car il dépend de la nature des
composés recherchés. Par exemple, la récupération des composés phénoliques est fortement influencée
par la polarité et la concentration du solvant utilisé lors de l'extraction (Ezez et al., 2021 ; Herrera-
Pool, 2021 ; Ma et al., 2021).

11.1.3.1 Méthodes de préparation des extraits végétaux
11.1.3.1.a Infusion

La préparation des extraits végétaux par infusion consiste a verser de I'eau bouillante (& une
température d'environ 100 °C) sur une quantité spécifique de matiére végétale, seche ou fraiche, puis a
laisser reposer la mixture pendant un temps qui peut s'étaler de 10 a 15 minutes (Sofowora, 2010).

Il. 1.3.1.b Macération

Le principe du processus de maceération consiste a placer la matiere végetale brute dans un
récipient contenant le solvant et de la laisser reposer a température ambiante pendant une période
pouvant aller jusqu'a 72h tout en agitant fréquemment pour permettre la dissolution des composeés
solubles. Le mélange est ensuite filtré pour éliminer la matiere solide humide et les liquides récuperés

sont clarifiés par filtration ou décantation (Handa et al., 2008).

11.1.3.1.c Soxhelt

L'extraction par I'appareil de Soxhlet est une technique d'extraction en continu utilisée pour
extraire des composés solubles d'un solide insoluble ou peu soluble dans un solvant (Fig. 3).
L'installation de Soxhlet est composée d'un ballon, d'un réfrigérant, d'une cartouche en verre ou en
papier et d'un siphon. Cette méthode consiste a placer le matériel en poudre dans la cartouche poreuse
et le solvant dans le ballon, puis portés a ébullition. La vapeur de solvant passe ensuite a travers un
réfrigérant situé en haut de l'installation, ou elle se condense et s'accumule autour et a l'intérieur de la
cartouche. Lorsque le solvant atteint le niveau supérieur du siphon, il est renvoyé dans le ballon par
différence de pression, ou il est a nouveau évaporé pour éliminer le solvant et récupérer les composés
solubles (Haunold, 1991 ; Rachel, 2007).
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Figure 3 : Montage de Soxhlet (Rachel, 2007)

11.1.3.1.d Extraction assistée aux ultrasons

Les ondes mécaniques ultrasonores peuvent améliorer I'efficacité de I'extraction des composes
solubles des matrices végétales en raison des effets de cavitation produits par les bulles, qui agissent
sur les parois cellulaires du végétale, augmentant ainsi les phénoménes de transfert de masse entre le
solvant et le soluté (Chemat et al., 2011; Dias et al., 2021). En effet, I'optimisation des parametres
d’extraction assistée par ultrasons tels que la fréquence, la puissance des ultrasons, le temps
d’extraction, la température, la distribution d'ondes ultrasonores et le solvant utilisé, peut grandement
améliorer le rendement d’extraction. Cependant, il est important de noter que la température doit étre
inférieure a la température du solvant pour éviter son évaporation (Ma et al., 2008 ; M'hiri, 2015 ;
Wang et Weller, 2006).

11.1.3.2 Techniques d’extraction des huiles essentielles
11.1.3.2.a Hydrodistillation

Dans le processus d'hydrodistillation, les matiéres végétales sont chauffées dans de I'eau, ce qui
entraine la libération des molécules volatiles a partir des tissus cellulaires (Fig. 4). La vitesse de
vaporisation des composeés volatils dépend de la solubilité des molécules volatiles dans I'eau (AFNOR
1980 ; Hernandez, 2005). Cette technique consiste @ immerger la matiére végétale dans un bain d’eau

puis I’ensemble est porté a ébullition sous une pression atmosphérique. La vapeur qui se dégage de la
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matiére vegétale est entrainée dans un condenseur, ou elle se condense en un mélange d'eau et d'huile

essentielle. Les eaux aromatiques obtenues sont mises a une décantation, afin de récupérer les huiles

essentielles brutes (Farhat, 2010).

DNictillat

Figure 4 : Montage de I’hydrodistillation (Hamdani, 2015)

11.1.3.2.b Entrainement a la vapeur

Dans ce procédé le matériel végetal n'est pas en contact direct avec lI'eau (Fig. 5), mais il est
place dans un récipient perforé au-dessus de la chaudiere. La vapeur d'eau produite par la chaudiére est
ensuite injectée dans le récipient, traversant la matiere végétale de bas en haut et entrainant avec elle les
composes volatils. La vapeur d'eau saturée en composés volatils est ensuite dirigée vers un tube
réfrigérant, ou elle se condense en un mélange hétérogene d'huile essentielle et d’hydrolat (Bruneton,

1999 ; Marrouf et Tremblin, 2009).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huille essentelie

Huile essentielie
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
Chaleur huile essentielie
Essencier

(VAVAVAVAVAY

Figure 5 : Montage de I’entrainement a la vapeur (Goudjil, 2016)
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11.1.3.2.c Expression a froid

Contrairement a la distillation, aucune source de chaleur n'est utilisée dans cette méthode, ce qui
laisse a I'huile une odeur trés proche de l'original. La technique est réservée a I’extraction des essences
volatiles contenues dans les péricarpes tels que les écorces des agrumes ou les parties du végétal sont
pressées mécaniquement a froid afin de libérer les poches d’huiles essentielles situées a la surface en
utilisant des rouleaux ou des éponges. L’huile essentielle est ensuite recueillie par un courant d’eau
(Boukhatem et al., 2019 ; Bruneton, 1999 ; Marrouf et Tremblin, 2009).

11.1.3.2.d Hydrodistillation assistée par ultrasons

L'extraction par ultrasons des huiles essentielles provoque la désorganisation de la structure des
parois des plantes et des tissus cellulaires, due aux ondes ultrasonores et aux micro-cavitations générees
(Fig. 6). Ces changements favorisent la diffusion de I’eau dans les tissus cellulaires, ce qui peut
¢galement influer sur la cinétique d’extraction des molécules aromatiques des huiles essentielles. Les
principaux avantages de ce procédé sont I’accélération de la cinétique d’extraction et I’amélioration du

rendement (Herzi, 2013).

Générateur
Cuve en acier -
inoxydable
<« Convertisseur
= Emetteur
Lx | ol L
Chauffage Mélange
optionnel a traiter

Tranedusrtonne

Figure 6 : Schéma du procédé de I’extraction assistée aux Ultrasons (Achat, 2013)

11.1.3.2.e Hydrodistillation assistée par micro-ondes

L’extraction assistée aux micro-ondes est une technique récente développée dans le but
d’extraire des produits naturels comme les huiles essentielles et les extraits aromatiques. La plante est
chauffée par les micro-ondes dans une enceinte (Fig. 7), dont la pression est réduite progressivement

pour permettre I'évaporation des molécules volatiles. Ces derniéres sont ensuite entrainées dans un
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mélange azéotropique formé avec la vapeur d'eau produite par la plante traitée (Herodez, et al., 2003 ;

Marrouf et Tremblin, 2009 ; Wang et al., 2006). En effet, la distillation assistée par micro-ondes est
une technique en constante évolution qui présente de nombreux avantages, tels que la réduction de la
dégradation thermique et hydrolytique des produits, ainsi que des économies d'énergie et de temps
(Lucchesi, 2004 ; Olivero-Verbel, et al., 2010).

Y

Condenseur J L]
Huile essentielle
Phase aqueuse

Four a micro-onde

Matériel vegétal
Réacteur
Eau

OCT)D

Figure 7 : Schéma du procédé de I’extraction assistée aux micro-ondes (Chenni et El abed, 2017)

11.1.3.3 Comparaison entre les méthodes d’extraction conventionnelleset innovantes

Les techniques d'extraction conventionnelles utilisées pour obtenir des extraits bioactifs
impliguent souvent une forte consommation de solvants organiques, ce qui limite leur application en
raison de la toxicité de ces solvants. De plus, ces méthodes nécessitent des durées d'extraction
prolongées, entrainant une consommation énergétique importante et des codts élevés. Pour remédier a
ces problemes, de nouvelles technologies d'extraction sont mises en place, notamment I'extraction
assistée par ultrasons. Des études récentes ont démontré que cette méthode innovantes est une
technologie durable qui permet de réduire la consommation d'énergie par rapport aux méthodes
conventionnelles, tout en préservant les propriétés bioactives des extraits obtenus (Da Porto, 2013;
Khadhraoui et al., 2021; Medina-Torres et al., 2017).
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Le tableau ci-dessous détaille une comparaison des critéres entre une extraction convontionnelle

et une extraction innovante :

Tableau 5 : Comparaison entre une méthode d’extraction conventionnelle et une méthode innovante

(Chenni et El abed, 2017)

Méthode d’extraction conventionnelle

Extraction assisstée aux miro ondes

Le mécanisme de chauffage dans le
récipient réactionnel se produit a partir de sa

surface interne

Le contenu du réacteur est chauffé simultanément

entrainant un chauffage volumétrique.

Le récipient doit étre en contact physique

avec la source de chaleur.

Le réacteur n’a pas besoin d’un contact physique

avec la source de chaleur.

Le chauffage s’effectuec par la source

thermique.

Le chauffage s’effectue par des ondes

électromagnetiques.

Le mecanisme de chauffage est la

conduction suivie par convection a

I’intérieurdu récipient.

Le mécanisme de chauffage est la polarisation

diélectrique et la conduction ionique.

Le transfert d’énergie se produit depuis la
surface du récipient au mélange pour faire

réagir les espéeces.

Le noyau du contenu est chauffé directement
tandis que la surface agit en tant que moyen de

perte thermique.

Tous les composants du mélange
réactionnel recoivent la méme quantité

d’énergie thermique.

Les différents composants du mélange réactionnel
peuvent étre chauffés a des températures différentes
en fonction de leur capacité a absorber les micro-

ondes.

Le taux de chauffage est minime.

Le taux de chauffage est tres élevé.

La température la plus élevée qui peut étre

atteinte est contr6lée par le point

d’ébullitiondu mélange.

La température du melange peut étre beaucoup
plus élevée que son point d’ébullition, elle est donc

indépendante du point d’ébullition des solvants.

L’extraction nécessite plusieurs heures.

L’extraction nécessite quelques minutes.
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Chapitre | : Préparation, extraction et analyses phytochimiques

I.1 Matériel et méthodes
1.1.1 Matériel végétal biologique
1.1.1.1 Présentation des especes végétales étudiees

Les feuilles du Cypres Cupressus sempervirens L., du genévrier Juniperus phoenicea L. et de la
menthe Mentha rotundifolia (L.) Huds, ainsi que les gousses de genet jaune Cytisus scoparius et les
fleurs blanches de 1’asphodéle Asphodelus microcarpus Salzm& Viv. sont récoltées dans différentes
zones de la région de Bouira en Algérie (Fig. 8, Tab. 7). Les espéces végétales sont identifiées au
niveau del’herbier a I’Ecole Nationale Superieure d’ Agronomie, El-Harrach, Algérie.

I.1.1.1.a Menthe a feuilles rondes M. rotundifolia (L.) Huds
Les menthes a feuilles rondres sont des plantes herbacées qui ne dépassent généralement pas un

meétre de hauteur. Elles se caractérisent par des tiges quadrangulaires et des feuilles pétiolées ou
sessiles, arrondies et plus ou moins dentées. Leurs fleurs, de couleur mauve et presque réguliéres, sont
regroupées en inflorescences en téte arrondie. Les fruits de la menthe sont composes de quatre parties
ovoides, parfois verruqueuses, et dégagent une forte odeur agréable, plus ou moins fine. Les tiges de la
menthe sont fortifiées pour supporter le poids des inflorescences (Benayad, 2008, Iserin et al., 1997).
La classification botanique de la menthe a feuilles rondes est comme suit :

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous embranchement : Angiospermes.

e Classe : Dicotylédones

e Sous classe : Gamopétales.

e Famille : Lamiaceae

e Genre : Mentha

e Espece : Mentha rotundifolia (L.) Huds

1.1.1.1.b Cypres Cupressus sempervirens L.

Le cyprés est caractérisé par son feuillage perpétuellement vert et peut atteindre une hauteur
allant jusqu'a 25 metres. Son tronc droit est revétu d'une écorce sombre, tandis que son bois dur et
odorant est de couleur jaune rougeéatre. La configuration de ses branches lui donne une silhouette
conique élancée avec une cime pyramidale étroite. Les feuilles persistantes sont trés petites et de

couleur gris-vert foncé. Les fleurs sont regroupées en groupe et donnent naissance a des fruits appelés
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"noix de cypres" (Monteuuis, 1985 ; Moussaoui, 2014). La classification taxonomique pour l'arbre

communément appelé cypres méditerranéen est comme ci-dessous :

o Embranchement : Spermaphytes

o Sous embranchement : Gymnospermes
o Classe : Pinopsida

o Ordre : Cupressales

o Famille : Cupressaceae

o Genre : Cupressus

J Espece : Cupressus sempervirens L.

1.1.1.1.c Genévrier Juniperus phoenicea L.

Le genévrier est un arbuste de forme touffue et élancée, pouvant atteindre une hauteur de six
metres. Ses baies ont une couleur brun-rougeatre foncée et ses feuilles sont persistantes écailleuses,
dégageant une odeur balsamique. Sa floraison a lieu de mars a avril, et ses baies restent sur l'arbre

jusqu'a leur maturation. Sa position systématique est comme suit : (Quezel et Santa, 1962).

o Embranchement : Spermaphytes

o Sous Embranchement : Gymnosperme
o Classe : Pinopsida

o Ordre : Pinales

o Famille : Cupressaceae

o Genre : Juniperus

o Espéce : Juniperus phoenicea L.

1.1.1.1.d Asphodeéle a fleurs blanches Asphodelus microcarpus Salzm& Viv.

Les caractéristiques distinctives de I’A. microcarpus comprennent des feuilles cylindriques ou
semi-cylindriques et creuses, des fleurs blanches ou rosées mesurant jusqu’a 15 mm de long, des
tépales en forme de carene avec une couleur allant du vert au pourpre, et des capsules oblongues,
ovoides ou subglobuleuses de 6 a 14 mm de long, présentant des valves nettement ridées
transversalement. Cette plante posséde également des fruits sous forme de petites capsules et des
racines qui sont fortement renflées, prenant la forme de tubercules cylindriques (Kaddem, 1990).

D’aprés Ghileb (1987) la taxonomie d’asphodéle est configurée comme suit :
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e Embranchement : Spermaphytes

e Sous-embranchement : Angiospermes
e Classe : Monocotyledones

e Ordre : Liliiflorae

e Famille : Liliaceae

e Genre : Asphodelus

e Espeéce : Asphodelus microcarpus Solzm&Viv.

I.1.1.1.e Genet jaune Cytisus scoparius L.

Le Cytisus scoparius est un arbuste a feuillage caduc et persistant, pouvant atteindre jusqu'a 4 m
de hauteur, et pouvant étre glabre ou pubescent. Les tiges sont inermes et vertes, avec des angles
prononcés qui deviennent ligneux a mesure que la plante mdrit. Les feuilles alternes sont trifoliolées a
la base des rameaux, devenant simples vers le haut et apprimées preés des rameaux. Les folioles
mesurent entre 4 et 8 mm de long, sont obovales et ont un bout aigu ou mucroné. Les feuilles
supérieures sont sessiles et n‘ont pas de stipules. Les fleurs sont parfaites, de couleur jaune vif, parfois
rouge ou violacée, et mesurent environ 2 cm de long. Elles peuvent étre solitaires ou groupees par deux
ou trois a l'aisselle des feuilles, ou en grappes feuillées terminales allongées. Cette éspéce est classée en
botanique dans : (Peterson et Prasad, 1998).

e Division : Tracheophyta

e Subdivision : Spermatophytina
e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Fabales

e Famille : Fabaceae

e Genre : Cytisus

e Espece : Cytisus scoparius L.

1.1.1.2 Préparation des poudres

Au niveau du laboratoire les echantillons récoltés ont subit une série d’analyse avant de tester
leurs effets insecticides et antifongiques. Les parties des plantes utilisées pour I’extraction sont separées
des autres parties manuellement et rincées deux fois par I’eau distillée afin d’éliminer le maximum des
impuretés, ensuite elles sont découpées avec un sécateur stérile en petits fragments. Les parties
sélectionnées sont séchées a I’air libre (25+ 2 °C) pendant 7 & 20 jours selon la plante, dans une piéce

de laboratoire. Apres la phase de séchage les maticres végétales sont mises en broyage a I’aide d’un
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hachoir €lectrique jusqu'a I’obtention des poudres fines avant de les faire passer par un tamis de 200pum

de diamétre. Les poudres sont conservées dans des flacons en verre hermétiques stériles a 4 °C.
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Altitude : 525 m

Figure 8 : Zones de récolte des espéces végétales

Tableau 7 : cordoonnées géographiques des zones de récolte

Espeéce vegétale Région Longitude Latitude

« Hamam 36.186308° 3.960193°
Mentha rotundilfolia (L.) Huds frakssa »

Sour EI-Ghozlane

Cupresus sempervirens L. Foret d’Errich 36.398014° 3.885802°
Juniperus phoenicea L. Foret Tikejda 36.1492231° 3.6901552°
Asphodelus microcarpus Ain turk 36.394774° 3.803448°
Salzm&Viv.

Cytisus scoparius L. M’chedallah 36.354868° 4.265525°
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Figure 09 : Parties de plantes utilisées
A: Mentha rotundifolia, B: Cupresus sempervirens, C: Juniperus phoenicea
D: Asphodelus microcarpus, E: Cytisus scoparius
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1.1.2 Préparation, étude phytochimique qualitative et quantitative des extraits végétaux et des

huiles essentielles
1.1.2.1 Extraction des huiles essentielles

La technique d'hydrodistillation est largement utilisée pour extraire les huiles essentielles des
plantes. Elle implique I'utilisation d'un appareil de type Clevenger, tel que décrit par Clevenger (1928).
L'extraction est réalisée a une température de 100°C sous pression atmosphérique, ce qui permet de
libérer les molécules aromatiques emprisonnées dans les cellules végétales. La durée de chaque
extraction est de trois heures aprés la premiére goutte, pendant lesquelles 50 g de poudre sont mélangés
avec 500 ml d'eau distillée (Fig. 10). Les huiles essentielles sont condensées dans un réfrigérant,
recueillies dans des tubes ombrés et stockeées a 4°C dans un réfrigérateur pour une utilisation ultérieure.
Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport entre la masse d'huile
essentielle obtenue apres I'extraction (MH) et la masse de la matiere végétale utilisée (MV). Les HEs
sont collectées, pesées, et leur rendement est déterminé par rapport a la masse de matiére séche utilisée
par la formule suivante : (Zrira et al., 1995)

RHE(%) = (MH/MV) * 100

Figure 10 : Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

29



Chapitre | Préparation, extraction et analyses phytochimiques
1.1.2.2 Préparations des extraits phénoliques bruts

1.1.2.2.a Extraction par macération

La méthode d'extraction des composés végétaux suivie pour cette étude est basée sur la méthode
décrite par Xu et al., (2017), avec quelques modifications. Les extraits hydro-méthanolique, hydro-
éthanolique, hydro-acétonique et aqueux sont préparés en macérant 20g de matériau végétal en poudre
brute avec 200 ml de méthanol (50%), d'éthanol (50%), d'acétone (50%) et d'eau distillée séparément.
Les mélanges sont agités a l'aide d'une agitation magnétique silencieuse pendant 48h a une température
de 25+2°C et & une vitesse de 500 trs/min (Fig. 11).

Figure 11 : Extraction par macération

1.1.2.2.b Extraction assistée aux Ultrasons

La méthode d'extraction utilisée repose sur l'utilisation d'un bain a ultrasons, qui génére des
vibrations sonores a une fréquence de 50/60Hz et une puissance maximale de 195 W (Fig. 12). Pour
cette étude, 20 grammes de poudre végétale sont mis en contact avec 200 ml de méthanol (50%),
d'éthanol (50%), d'acétone (50%) et d'eau distillée, séparément, dans des béchers de 500 ml a une

température de 40°C pendant 20 min, en suivant la méthode décrite par Xu et al., (2017).

Figure 12: Extraction dans un bain a Ultrasons 30
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Les mélanges obtenus par les deux méthodes d’extraction sont filtrés a travers un papier

Wattman N°02 puis centrifugés par 3000 trs/min pendant 15 min. Les extraits sont séchés sous vide a
40°C jusqu’a l’obtention d’une matiere totalement séche. Aprés I’estimation de rendement sec
d’extraction, les extraits bruts sont conservés au frais a 4 °C jusqu’a leur utilisation. Les rendements
d’extraction sont déterminés par rapport a la quantité de la matiere seche végétale utilisée selon la
formule de Carré (1953).

R (%) = (Me/Ms) 100

Me : Masse de I’extrait obtenu sec

Ms : Masse de matiére végétale seche

1.1.2.3 Screening phytochimique qualitative des extraits végétaux

Il s'agit d'une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et de précipitation,
effectuée a l'aide de tests en tube utilisant des réactifs spécifiques pour chaque groupe chimique.
L'objectif de cette analyse est de déterminer, de maniére préliminaire, la présence de certains

métabolites secondaires dans les extraits étudiés.

11.1.2.3.a Caractérisation des alcaloides

Le test de Mayer (Memelink et al., 2001 ; Sofowora, 1982) est utilisé pour détecter la présence
des alcaloides. Pour ce faire, une quantité de 1 g de poudre végetale est macérée avec 10 ml d'HCI (1%)
pendant 24h. Ensuite, l'extrait est filtré et alcalinisé en ajoutant quelques gouttes d'ammoniaque
NHsOH (10%) jusqu'a ce que le pH atteigne 8. Le filtrat est ensuite extrait avec 5 ml de chloroforme,
évapore a sec et récupéré dans 5 ml d'HCI (1%). Pour réaliser le test, quelques gouttes du réactif de
Mayer sont ajoutées au précipité obtenu. La réaction est immédiatement lue pour détecter l'apparition

d'un précipité blanc, indiquant la présence d'alcaloides.

1.1.2.3.b Caractérisation des polyphénols

La caractérisation des polyphénols est effectuée en ajoutant une goutte de chlorure ferrique (I11)
(FeCl3) a 2% a 2 ml de I'extrait méthanolique préalablement préparé par macération pendant 24h.
L'apparition d'une coloration bleue-noiratre ou verte plus ou moins foncée indique la présence de

polyphénols (Wong et al., 2006).
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1.1.2.3.c Caractérisation des flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 2 ml d'extrait filtré obtenu par
macération 24 h de 5 g du matériel végétal en poudre avec 50 ml de HCI (1%) et en ajoutant quelques
gouttes de NH4+OH jusqu'a atteindre la basicité de la solution (pH 8). La présence des flavonoides est
mise en évidence si la coloration vire au jaune clair en milieu basique, ce qui peut indiquer la présence

d'anthocyanes parmi les flavonoides détectés (Benzahi, 2001).

1.1.2.3.d Caractérisation des tanins

De 2 a 3 gouttes de trichlorure ferrique (FeCls) dilué a 1% sont ajoutées a 1 ml d'extrait aqueux
déja préparé. Aprées quelques secondes d’incubation, le chlorure ferrique développe une coloration
bleue-verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleue-noiratre qui révéle I’existence

des tanins galliques (Trease et Evans, 1987).

1.1.2.3.e Caractérisation des saponines

Les saponosides peuvent étre détectés par l'indice de mousse (Bruneton, 1999). Dans cette
méthode, 5 g de matiére végétale seche sont mélanges avec 100 ml d'eau distillée dans un bécher, puis
la solution est portée a ébullition pendant 30 min. Aprés refroidissement, le filtrat est ajusté a 100 ml
avec de l'eau distillée. Ensuite, dans un tube a vis, un volume de 2 ml de I'extrait dilué est introduit et
une forte agitation horizontale est appliquée pendant 15 secondes. Aprés 15 min de repos, la hauteur de

la mousse résiduelle est mesurée en cm. L'indice de mousse est évalué comme suit :

Pas de mousse = test négatif
Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

Mousse de 1-2 cm = test positif

IR NEENERN

Mousse plus de 2 cm = test tres positif

1.1.2.3.f Caractérisation des quinones libres
Pour détecter la présence de quinones libres, sur un volume de I’extrait méthanolique préparé,
filtré et concentré au rotavapor, quelques gouttes de NaOH a 1% sont y ajoutées. L’apparition d’une

couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres (Oloyede, 2015).

1.1.2.3.g Caractérisation des anthraquinones
Pour confirmer la présence d'anthraquinones, 1 ml de KOH dilué avec de I'eau distillée a 10%
(v/v) est ajouté a 2 ml de I'extrait chloroformique, puis le mélange est agité pendant quelques secondes.

Si les anthraquinones sont présentes, la phase aqueuse devrait virer au rouge (Dohou, 2003).
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1.1.2.3.h Caractérisation des stérols

La détection des stérols consiste a récupérer I’extrait éthanolique sec dans 2 ml d’acide
sulfurique et y rajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. La réaction positive est marquée

par un changement de couleur vers un bleu ou vert (Edeoga et al., 2005).

1.1.2.3.i Caractérisation des terpénoides

Pour mettre en évidence la présence des terpénoides, il est recommandé de mélanger 2 ml de
I'extrait méthanolique préparé avec 1 ml de chloroforme, puis d'ajouter lentement et avec précaution 2
ml d'acide sulfurique concentré (H.SO.). La présence de terpénoides est mise en évidence par
I'apparition de deux phases et une coloration marron a l'interface (Edeoga et al., 2005).

1.1.2.3.j Sucres réducteurs

Le test pour les sucres réducteurs consiste a ajouter 1 ml de la liqueur de Fehling (0,5 ml de
réactif A et 0,5 ml de réactif B, mélange extemporane) a 5 ml d'extrait, puis a chauffer la solution dans
un bain-marie. Un test positif est indiqué par l'apparition d'un précipité rouge brique (Trease et Evans,
1987).

1.1.2.4 Analyse quantitative des extraits phénoliques
1.1.2.4.a Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur totale en composés phénoliques, le protocole décrit par Wong et al.,
(2006) est adapté. Tout d’abord, un volume de 500 pl de réactif Folin ciocalteu dilué a 10% dans l'eau
distillée (v/v) est ajouté a une aliquote de 500 pl diluée par le solvant d’extraction correspondant. Aprés
4 minutes d’incubation dans ’obscurité, une deuxieme addition de 800 pl de carbonate de sodium

(7.5%) y est faite. Les tubes a essai sont ensuite incubés pendant 30 min a une température ambiante.

La teneur totale en composés phénoliques est mesurée a 765 nm dans un spectrophotometre
UV-VIS model SP-3000nana et déterminée a partir de la courbe d’étalonnage (Y= 0,0932x + 0.0795 ;
avec R? = 0,996) (Fig. 13), tracée en utilisant I’acide gallique comme acide phénolique standard. Les

résultats sont exprimés en mg d'équivalent acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/ g).
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage acide gallique (pg/ml)

1.1.2.4.b Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est determinée selon la méthode d’Alara et al. (2018). Des volumes de

1 ml de chaque extrait dilué sont mélangés avec 1 ml de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 2% (preparé

dans le méthanol) dans des tubes. Les solutions obtenues sont incubées a I’obscurité et a une

température ambiante pendant 1h. La teneur en flavonoides de la solution est mesurée a une longueur

d’onde de 420 nm, et calculée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage (Y= 0,0123x - 0,1242 ; avec R? =

0,9994) (Fig. 14), tracée en utilisant la quercétine comme flavonoide standard. Les résultats sont

exprimeés en mg équivalent quercétine par gramme d'extrait (mg EQ /g).
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage quercétine (ug/ml)
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1.1.2.4.c Dosage des tanins

e Dosage des tanins hydrolysables
Cette méthode est basée sur une réaction avec le trichlorure de fer (FeCls) (Dif, 2015). Un
volume de 1 ml du filtrat est additionné a 3,5 ml d’une solution préparée a base de trichlorure ferrique a
0,01 M dans I’acide chlorhydrique (HCI) a 0,001 M. L’absorbance du mélange est lue dans 15
secondes apres l’addition du réactif a 660 nm sur spectrophotométre UV. La teneur en tanins
hydrolysables est exprimée en ug équivalent acide tannique par gramme de la matiere seche (ug
EAT/g) en utilisant la courbe d’étalonnage ci-dessous (0,1447x — 0.0921 ; avec R?= 0.9902) (Fig. 15).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage acide tannique (pg/ml)

e Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés est effectué selon la méthode de la vanilline décrite par
Julkumen-Titto (1985), avec quelques modifications. Un volume de 50 ul de chaque extrait est ajouté
a 750 pl de la solution vanilline 4% préparé dans le méthanol. Le mélange résultant est vigoureusement
agité puis un volume de 375 ul d’HCI concentré y est additionné. La solution obtenue est laissée en
incubation a température ambiante pendant 20 min pour réagir. Une courbe d'étalonnage (Y = 0,0052x
+ 0,201 ; avec R2 = 0,9918) (Fig. 16), est établie avec la catéchine utilisee comme standard de
référence afin d'estimer la quantité de tanins condensés exprimée en mg équivalent de catéchine par

gramme de matiere seche (mg EC/g).
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Figure 16: Courbe d’étalonnage catéchine (pug/ml)

1.1.3 Méthodes d’analyse statistique

Toutes les analyses effectuées sont triplées. La représentation graphique des résultats est
réalisée par le logiciel GraphPad Prism 8.0.2 et le Microsoft office Excel 2007. La valeur moyenne est
accompagnée des écarts types standards (Moyenne £ SD). La différence entre deux valeurs est
considérée comme significative lorsque P<0.05. L’analyse statistique des résultats est faite en utilisant

I’analyse des variances (ANOVA) et le test de comparaison Tukey.

1.2 Résultats et discussion
1.2.1 Rendement en huile essentielle

Le pourcentage de rendement en huiles essentielles des espéeces végétales examinées est calculé
en fonction de la quantité de matiére végétale seche utilisée pour l'extraction. Les valeurs

correspondantes sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8 : Rendement des huiles essentielles (%)

Espéce vegétale C. sempervirens L. J. phoenicea L. M. rotundifolia (L.)
Rendement en huile 1.9% 2.7% 0.8%
(%)

Le C. sempervirens utilisé a produit un rendement de 1.9%. Ce dernier est nettement supérieur
par rapport aux résultats obtenus par Boufares (2020) (0,91%) a Tiart. Le rendement noté pour cette

étude est supérieur aussi a celui obtenu par Tapondjou et al., (2005) au Cameron (1%) et par Argui
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(2021) en Tunisie (0.13%). Cependant, le rendement obtenu est inférieur a celui de Slim et al., (2014)

en Arabie saudite, qui a révelé un rendement en huile essentielle de 2.6%.

L’hydrodistillation des feuilles de J. phoenicea a fourni un taux de rendement en huile
essentielle de 2.7% plus élevé que ceux obtenus par d’autres études menées en Algérie par
Boufares (2020) (0.76%) et par Boukhaloua (2022) (0.8%). De meme, dans d’autres pays, ce
rendement peut étre considéré comme le plus élevé comparé a ceux obtenus au Maroc par Barrero et
al., 2016 (0.7%) et Ait-Ouazzou (2012) (0.5%), ainsi qu’en Tunisie par Aouadi (2021) (0.8%) et
Bozouita et al., (2008) (0.5%).

La plante M. rotundifolia a produit un rendement d’environ 0.8%. Ce méme rendement est
enregistré chez Brada et al., (2007) avec des échantillons collectés & Ain defla. Ce rendement est
supérieur a celui obtenu pour la méme espéce par Brahmi et al., (2016) de ’ordre 0.49% a Bejaia, de
Brada et al., (2006) a Chlef de 0.2% et de Baser et al., 2012 de 0.6% en Turquie. Cependant ce taux
de rendement en huile essentielle de est inferieur a celui obtenu par Leblalta (2018) et Yakhlef et al.,
(2020) qui ont estimé des taux de 1.27% et 1.2% pour les feuilles collectées a Sétif et Batna,
respectivement. D’autre part, ce rendement est également inferieur a ceux trouvés dans d’autres pays

cités par Derwich (2010) et Riahi et al., (2013).

Cette variation dans le rendement peut étre attribuée par les facteurs environnementaux (la
température et I’humidité), D’espéce végétale utilisée, 'organe végétal, la période et le lieu
géographique de récolte, le stade de la croissance et les conditions de culture de la plante (Benayed,
2008 ; Brada et al., 2007 ; Mansouri et al., 2011).

1.2.2 Rendement sec d’extraction

Les rendements secs des extraits phénoliques hydro-méthanoliques, hydro-éthanoliques, hydro-
acétoniques et aqueux obtenus par I’extraction assistée aux Ultrasons et la macération sont illustrés ci-
dessous (Fig. 17, 18).
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Figure 18 : Rendement sec en % des extraits phénoliques obtenus par macération

Pour I’extraction par macération, les meilleurs rendements secs (%) sont enregistrés chez les
extraits hydro-méthanoliques (17.0+ 0.3 %) et hydro-acétoniques (15.1+0.0%) comparés avec les
rendements obtenus par les extraits hydro-éthanoliques (12.5+ 0.2%) et aqueux (10.0+ 0.0%). Dans le
cas d’extraction assistée aux Ultrasons, les résultats montrent que les rendements des extraits aqueux et
hydro-méthanoliques, exprimés en pourcentage par rapport au poids de la matiere séche de M.
rotundifolia, sont significativement plus élevés (P < 0,05) que les rendements des extraits hydro-
acetoniques et hydro-éthanoliques. Les rendements des extraits aqueux et hydro-méthanoliques sont
respectivement de 18,9 + 0,9 % et 17,1 £ 1,0 %, tandis que les rendements des extraits hydro-

acéetoniques et hydro-éthanoliques sont de 15,0 £ 0,0 % et 15,1 + 0,6 %, respectivement.
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Ces résultats different de ceux enregistres chez Leblalta (2018) a Sétif, dont ’extrait aqueux de

M. rotundifolia préparé par macération a présenté un rendement le plus élevé (20,08 %) par rapport aux
extraits éthanoliques (2,2 %) et méthanoliques (9,15 %). A Bejaia, I’extraction par macération
effectuée par Brahmi et al., (2017) a révélé que I’extrait hydro-méthanolique (50 % v/v) a donné un
rendement de 12,4% plus éleve de celui récupéré avec 1’hydro-acétonique (50 % v/v) (11,9 %).

Les résultats obtenus démontrent que les meilleurs rendement secs sont trouvés chez les extraits
préparés 1’extraction assistée aux Ultrasons avec un ordre de : I’extrait aqueux (32,5 + 0,1 %) suivi par
I’extrait hydro-acétonique (24,3 + 0,0 %) puis I’extrait hydro-éthanolique (22,3+ 0,0 %) et en fin
I’extrait hydro-méthanolique (19,6 + 1,2 %) comparés aux rendements secs des extraits issus de la
macération avec un ordre compléetement inversé : extrait hydro-méthanolique (27,2+ 0,01 %), extrait
hydro-éthanolique (21,1 + 0,0 %), extrait hydro-acétonique (20,0+ 0,0 %) et extrait aqueux (16,6+ 0,3
%). Ces résultats sont cohérents avec ceux dans 1’étude menée par Tumen et al., (2012) qui ont signalé
que les extraits méthanoliques obtenus par macération a partir des cones et des feuilles de ’espéce C.
sempervirens récoltées en Turquie présentent les meilleurs rendements (9,50 %) et (9,21 %)
respectivement, par rapport aux extraits acetoniques. En revanche, laleff et al., (2021) ont révéle que
I’extrait aqueux donne un meilleur rendement de 25% par rapport aux extraits acétonique (14,96 %),

méthanolique (20,4 %) et éthanolique (11,48 %).

Contrairement aux résultats susmentionnes, chez le J. phoenicea les rendements les plus éleves
sont enregistrés pour les extraits hydro-méthanolique (25,0 + 0,6 %), hydro-ethanolique (24,7 £ 0,0
%), hydro-acétonique (19,9 = 0,3 %) et aqueux (19,2 + 0,2 %) obtenus par la macération. En
contrepartie, les extraits obtenus par extraction assistée aux Ultrasons ont permis d’établir 1’ordre
suivant : extrait aqueux (23,1 + 1,36 %), hydro-acétonique (21,3 + 1,1 %), hydro-méthanolique (18,8 +
0,4 %) et hydro- éthanolique (15,0 2,1 %). Dans des études antérieures effectuées en Tunisie la
maceration semblait plus efficace pour une meilleure récupération des extraits secs. Les résultats de
Bouzabata (2015) ont révélé des rendements trés importants obtenus dans 1’éthanol par macération.
Egalement, chez Hayouni et al., (2007), les meilleurs rendements sont enregistrés par les extraits
aqueux (10,8 %) et acétonigue (15,20 %) obtenus par macération, par contre les extraits obtenus par

reflux ont présenté des rendements faibles de 6,32% (Extrait aqueux) et 9,65% (Extrait acétonique).

Les extraits préparés a partir des gousses de C. scoparius par extraction assistée aux Ultrasons,
ont des rendements variables. Les extraits aqueux et hydro-acétonique présentent les rendements les
plus élevés de 12,4 + 1,5% et 12,1 + 2,0% respectivement, suivis par l'extrait hydro-méthanolique (11,4
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+ 0,5%). Alors que I’extrait hydro-éthanolique présente un faible rendement (8,6 £ 2,0%). Les résultats

de I’extraction par la macération ont révélé que I’extrait hydro-méthanolique assure les meilleurs
rendements secs, avec 12,7+ 0,6% par rapport aux extraits hydro-éthanolique (11,3 + 0,05%), hydro-
acétonique (9,1+0,02%) et aqueux (9,4+ 0,0%). Il est a noter que la discussion de ces résultats semble

difficile en raison de I’indisponibilité de données dans la littérature.

Les résultats de rendement des extraits exprimés par rapport au poids de la matiére seche d’A.
microcarpus, relevent un pourcentage plus élevé pour les extraits obtenus par macération qui est de
l'ordre de I’extrait hydro-acétonique, aqueux, hydro-méthanolique et hydro-éthanolique, avec des
rendements de 20,0 +2,3%, 19,2 +0,6%, 18,1 +0,0% et 18,0 +0,0%, respectivement. Les extraits
obtenus par extraction assistée aux Ultrasons ont des rendements inférieurs de 19,3 +0,0% (Extrait
aqueux), 18,0 +1,6% (Extraits hydro-acétonique), 15,0 £0,0% (Extrait hydro-methanolique) et 12,0
+0,0% (Extrait hydro-éthanolique). Ces resultats sont similaires a ceux cités par Mayouf (2019) pour
I’extrait aqueux des fleurs d’A. microcarpus récoltées a Souk Ahras, Algérie qui a donné un rendement
de 14,6 %. Par contre 1’extrait méthanolique preparé par infusion a donné un rendement de 7,92 %. 1l
est important de noter que ces pourcentages sont bien inférieurs a ceux enregistrés par Hosni et al.,

(2019), qui ont trouvé un rendement de 27,3 % avec les feuilles d’ Asphodéle récoltées au Maroc.

Bien que la maceération soit considérée comme l'une des méthodes traditionnelles efficaces pour
I’extraction des composés pheénoliques approuvée par differents auteurs (Cujic et al., 2016),
I’extraction assistée aux Ultrasons demeure la meilleure technique innovante car ses ondes sonores
perturbent la structure de la paroi ce qui assure la diffusion des molécules a travers les
membranes cellulaires, donc réduire considérablement le temps d'extraction et d’augmenter le
rendement d'extraction (Chemat et al., 2017). Ceci est en accord avec nos résultats qui révelent que la

plupart des rendements élevés sont obtenus par la méthode d’extraction assistée aux Ultrasons.

D’autre part, les rendements secs des extractions peuvent varier en fonction de différents
facteurs tels que la méthode d'extraction, la polarité et la nature des solvants utilisés, le lieu de la
récolte et la partie de la plante utilisée. Cela est en ligne avec les résultats présentés dans la présente
étude, qui ont montré des différences de rendement selon les méthodes et les solvants utilisés pour

extraire les composes.
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11.2.3 Etude phytochimique qualitative des extraits végétaux

Les extraits des especes végetales M. rotundifolia, C. sempervirens, J. phoenicea, C. scoparius
et A. microcarpus prepares par deux méthodes d'extraction et avec différents solvants, ont fait I'objet de
quelques tests phytochimiques basés sur des phénomenes de la précipitation et de changement de
couleur qui permettent de mettre en évidence la présence ou I’absence de certaines substances

recherchées.

Le tableau 9 représente les résultats du screening phytochimique classés en fonction des
observations a savoir une réaction positive (+) ou négative (-). Le screening phytochimique a permis
d’enregistrer la présence d’un groupe de métabolites secondaires majoritaires, comprenant des
alcaloides, des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des terpenoides, des saponines, des quinones

et des sucres réducteurs.

Tableau 9: Résultats du screening phytochimique des extraits de différentes especes vegétales

Espéces M. rotundifolia | C. sempevirens | J. phoeniceaL. | C. A. microcarpus
vegetales (L.) Huds L. scoparius L. | Salzm &Viv.
Alcaloides - - + ++ -
Polyphénols +++ +++ +++ ++ +
Flavonoides +++ + ++ + ++
Tanins +++ +++ +++ + +
Terpénoides ++ +++ +++ - -
Saponines + - - ++ ++
Quinons +++ +++ - ++ ++
Anthocyanes - - - - -
Stérols + - - - -
Composes +++ + +++ + +
réducteurs

+: Présence ++ Forte présence  +++ Tres forte présence ; - : Absence

Les résultats des tests phytochimiques obtenus ont révélé la présence moyenne des alcaloides
dans les feuilles de J. phoenicea et une forte présence dans les gousses de C. scoparius apres le test
positif de Mayer et 1’apparition d’un précipité blanc. En revanche, les autres especes vegeétales ne

présentent pas de traces d'alcaloides détectables.
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En effet, la forte présence des composés phénoliques dans les extraits de toutes les plantes

analysees pourrait justifier leur utilisation potentielle en thérapie pour I’entretien des neurones (Akter
et al., 2021). De plus, ces métabolites sont dotés d’un fort pouvoir antibactérien et antifongique
(Rashed et al., 2014).

Les résultats des tests de caractérisation des flavonoides ont indiqué une forte présence de
flavonoides dans les différents extraits préparés a partir de M. rotundifolia, de J. phoenicea et d’A.
microcarpus. En revanche, les réactions sont marquées comme faibles chez le C. sempervirens et C.

scoparius.

Les tanins sont connus pour leurs propriétés antiseptique, antibactérienne, antifongique,
antioxydante, anti-inflammatoire (Carvalho et al., 2018 ; Park et al., 2014). Les extraits de M.
rotundifolia, de C. sempervirens et de J. phoenicea sont estimés comme riches en tanins, d’ailleurs le
test a montré la présence d’une coloration brune verdatre trés intense en comparaison avec les extraits

de gousses de C. scoparius et les fleurs d’A. microcarpus qui n’ont pas changé de couleur.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques de térpénoides réalisés ont montré que
leur présence était fortement positive uniquement dans les extraits de M. rotundifolia, C. semprevirens
L. et J. phoenicea, en revanche des tests négatifs sont enregistrés pour les extraits de C. scoparius et
d’A. microcarpus. Quant aux saponines, ces metabolites étaient présents chez les feuilles de M.
rotundifolia, les gousses de C. scoparius et les fleurs d’A. microcarpus, et absentes chez les feuilles de

C. sempervirens et J. phoenicea.

Les précipités de couleur rouge brique présents dans les extraits de toutes les plantes étudiées
confirment leurs contenus en sucres réducteurs. D’un test a I’autre, I’absence des stérols et des
anthracyones est notée chez tous les extraits des plantes étudiées. Pour les quinones, un test trés positif

est observé dans toutes les plantes, sauf chez J. phoenicea.

Les résultats obtenus dans cette étude different de ceux des travaux antérieurs. Par exemple,
Leblalta (2018) a trouvé que la M. rotundifolia provenant de la région de Sétif contient des tanins,
flavonoides et des polyphénols, alors que les saponines et les quinones n'ont pas été détectées. De
méme, I’étude menée par Bounihi (2016), a révélé la présence de saponines, de tanins, de flavonoides
et de polyphénols dans I’extrait brut de cette espéce. En revanche, elle a noté I’absence des alcaloides

et des stérols.
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Cependant, nos résultats sont en accord avec ceux de Rahmani (2020), qui a révelé par ses tests

phytochimiques la présence des flavonoides, des tanins et des terpenoides, et par d’autres tests
I’absence des alcaloides et des saponines dans les extraits préparés a partir des feuilles de 1’espece C.
sempervirens. D’autre part, les résultats d’Azaz et al., (2019) ont montré que l'extrait méthanolique de
Cupressus contenait des tanins et des alcaloides, a l'exception des terpénes, des saponines, des
flavonoides et des résines. Par contre, I'extrait de chloroforme contenait des terpénes et des alcaloides,
a l'exception des tanins, des flavonoides, des saponines et des résines. Enfin, l'extrait éthanolique
contenait des tanins, des flavonoides, des alcaloides et était depourvu des terpénes, des saponines et des
résines.

Les résultats enregistrés par Khadri (2019) ont révélé que le Cytisus triflorus a une
composition riche en tanins, flavonoides, alcaloides et en saponines, par contre le test des stérols est
positif.

Contrairement a nos resultats, les tests réalises par El jemli (2019) et El sawi et al., (2014) ont
montré que les feuilles de J. phoenicea contiennent des saponines mais dépourvues des alcaloides.
Cependant, ces deux études ont indiqué que les flavonoides sont abondants. Chez Zouari (2018), le
screening phytochimique de 1’extrait hydro-éthanolique préparé a partir des feuilles de J. phoenicea a
révélé la présence d’un groupe chimique variant de métabolites secondaires a savoir les terpenoids,

tanins, saponins et les alcaloides.

Sur le plan phytochimique, nos resultats sont similaires a ceux obtenus par Hosni et al., (2020),
dont les tests de caractérisation des polyphénols, flavonoides et tanins se sont tous révélés positifs,
alors que cette étude a marqué I’absence des quinones et des saponines dans les extraits d’A.

microcarpus.

Ces observations peuvent étre expliquées par des différences au niveau de plusieurs parameétres,
tels que les parameétres géographiques, physicochimiques ou biologiques. 1l s'agit notamment du site de
récolte, y compris I'environnement de la plante, de la lumiére, des précipitations, de la saison, de la
période de récolte, de la procédure d'extraction utilisée et de la partie de la plante étudiée (Benayed,
2008).

1.2.4 Etude phytochimique quantitative des extraits phénoliques
Le criblage phytochimique qualitatif par réactions est suivi d’une confirmation par dosage des
contenus phénoliques, flavonoides et des tanins (hydrolysables et condensés). Ces quantifications sont
¢laborées pour I’ensemble des parties de plantes choisies, en vue de caractériser les substances
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chimiques qui peuvent étre exploitées pour leurs propiétés insecticides et antifongiques. Il est

necessaire de noter que I’étape d’extraction de ces différents composés est primordiale pour la

valorisation de la plante qui dépend de la méthode et du solvant approprié.

1.2.4.1 Dosage des polyphénols totaux
Les teneurs en polyphénols totaux des extraits obtenus a partir des feuilles de M. rotundifolia,
C. sempervirens, J. phoenicea, des gousses de C. scoparius et des fleurs d’A. microcarpus déterminées

en utilisant les courbes d’étalonnages sont illustrées sous forme d’histogramme dans la figure 19.

Chez M. rotundifolia, les résultats ont révélé de maniere significative (avec un P <0,05) que les
teneurs les plus élevées en polyphénol sont trouvées dans les extraits hydro-acétoniques obtenus par
I’extraction assistée aux Ultrasons (353,0 +10,74 mg EAG/qg) et par la macération (414,33 +11,08 mg
EAG/g). Cependant, les autres extraits hydro-methanoliques, hydro-éthanoliques et aqueux, ont
également présente des taux considerables en polyphénols de 339,60 £11,70 mg EAG/g, 233,0 £10,00
mg EAG/g et 313,0 £7,27 mg EAG/g par extraction assistée aux Ultrasons et de 377,66 +10,16 mg
EAG/g, 279,0 +4,2 mg EAG/g et 239,66 +10,9 mg EAG/g par maceration, respectivement.

Dans le cas de C. sempervirens les valeurs les plus élevées de polyphénols sont enregistrees
pour les extraits hydro-acétonique, hydro-méthanolique, hydro-éthanolique et aqueux obtenus par
extraction assistée aux Ultrasons avec : 566,5 £10,66 mg EAG/g, 502,1 +14,22 mg EAG/g, 423,8
+11,55 mg EAG/g et 453,8 +13,11 mg EAG/g, respectivement. Le méme ordre est note dans le cas
d’extraction par la macération avec des taux de 430,8 £12,44 mg EAG/g (Extrait hydro-méthanolique),
4145 +20,1 mg EAG/g (Extrait hydro-éthanolique), 509,0 £13 mg EAG/g (Extrait hydro-acétonique)
et 375,8 £20,1 mg EAG/g (Extrait aqueux).

Ces estimations étaient largement proches a celles trouvées chez le J. phoenicea, dont les
extraits hydro-méthanoliques, hydro-éthanoliques, hydro-acétonique et aqueux préparés par I’extraction
assistée aux Ultrasons ont donné les taux suivants : 486,1 +10,66 mg EAG/g, 441,1 £5,33 mg EAG/qg,
587 9,2 mg EAG/g, 469,1 £13,55 mg EAG/g, respectivement. En revanche, les extraits obtenus par la
maceration ont présenté des taux de 430,5 £17,99 mg EAG/g (hydro-méthanolique), 410,8 +17,57 mg
EAG/g (hydro-éthanolique), 498,1 +15,65 mg EAG/g (hydro-acétonique) et 311,8 +16 mg EAG/g

(aqueux).

L’extraction assistée aux Ultrasons faite & partir des gousses de C. scoparius a permis d’obtenir

des taux de polyphénols de 294,3 +10,3 mg EAG/qg, 117,3 +9,6 mg EAG/qg, 243,5 6,33 mg EAG/g,
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156,5 +6,5 mg EAG/g, chez les extraits hydro-méthanoliques, hydro-éthanoliques, hydro-acétonique et

aqueux, respectivement. Par contre l’extraction par la macération a donné des valeurs moins
importantes qui varaient selon le solvant d’extraction utilisé de 171,8 +10,01 mg EAG/g a 80,5 £21,3
mg EAG/g.

En revanche, aucune différence significative (P > 0,05) n'est enregistrée chez les extraits
obtenus avec les fleurs d'A. microcarpus, avec des valeurs qui varient entre 39,33 +10,61 mg EAG/g a
69,1 +8,0 mg EAG/g.
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Figure 19 : Teneurs des extraits végetaux en polyphénols exprimées en mg EAG/g

La préparation des extraits phénoliques est réalisée en utilisant les parties aériennes de nos
plantes seléctionnées, qui sont généralement les plus utilisées pour leurs activités biologiques
(Benabdallah et al., 2016 ; Chassagne et al., 2020; Malmir et al., 2018 ; Redhouane et al., 2020). Le
but était d'éviter le déracinement des plantes et d'assurer leur régénération. Ainsi, afin de surmonter les
problemes associés au processus d'extraction solide-liquide, beaucoup d'efforts sont consacrés dans
notre étude pour améliorer le rendement en composés bioactifs en faisant varier certains parametres
fondamentaux. Dans ce cadre, quatre solvants de polarités différentes sont utilisés sous la forme de
mélange (solvant/eau) pour assurer une meilleure solubilité de ces composés bioactifs (Atégbo et al.,

2020 ; Ghasemzadeh et al., 2015 ; Hayouni et al., 2007).

Généralement, les niveaux considérables de biomolécules cités par certains auteurs sont le

résultat d'une extraction assistée aux Ultrasons par rapport aux niveaux obtenus par des méthodes
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conventionnelles (Deng et al., 2017 ; Momchev et al., 2020 ; Oroian et al., 2020). Ceci a incité a

adopter cette technique pour cette recherche.

De maniére globale, les résultats de cette étude ont montré que les extraits de nos plantes ont
des teneurs significativement variables en polyphénols totaux, méme pour les especes végétales
appartenant a une méme famille. L'extraction assistée aux Ultrasons a révélé les meilleurs taux de
polyphénols chez les deux essences forestieres de la famille « Cupressacees » a savoir le C.

sempervirens et J. phoenicea.

Ce résultat peut étre justifié par la similitude de leur structure végétale qui nécessite une action
mécanique accompagnée d'une température modérée, ce qui provoque l'‘éclatement des cellules
végétales et assure I'exsudation de ce type de molécules bioactives. De plus, les résultats de Klavins et
al., (2017) confirment I'efficacité de ce procédeé pour une meilleure récupération des polyphénols dans
le solvant lors de l'extraction. En revanche, l'analyse statistigue a montré que les extraits de M.
rotundifolia et A. microcarpus obtenus par la macérationont présenté significativement (P<0,05) les
meilleurs taux de polyphénols. Ces resultats sont en accord avec ceux retenus par Boussouf et al.,
(2017), Di Petrillo et al., (2016), Mayouf et al., (2019) et Nikavar et al., (2008), qui ont trouvé des

niveaux considérables de polyphénols par la macérationet 24h.

Cependant, il convient de noter que l'eau distillée utilisée comme solvant a donné les meilleurs
taux de polyphénols par la méthode assistée aux ultrasons dans toutes les plantes étudiées, par rapport a
ceux obtenus par la macération avec ce solvant. Cette observation peut s’expliquer par le fait que les
polyphénols sont des molécules sensibles aux effets extérieurs, et qu'ils se sont dégradés au contact de
I'eau distillée pendant une période prolongée de 48h a une température ambiante de 25°C (Osorio-
Tobon, 2020).

1.2.4.2 Dosage des flavonoides

Les résultats de l'estimation quantitative des flavonoides qui sont présentés dans la figure 20,
montrent que les extraits hydro-méthanoliques ont des niveaux significativement plus élevés de
flavonoides (P < 0,05) que les extraits hydro-acétonique, hydro-éthanolique et aqueux. Les teneurs les
plus élevées des flavonoides sont enregistrés chez le C. sempervirens (23,68 0,82 mg EQ/g), J.
phoenicea (25,8 +1,31 mg EQ/g) et M. rotundifolia (33,1 £0,32 mg EQ/g) pour les extraits hydro-

methanoliques obtenus par 1’extraction assisteée aux Ultrasons. En revanche, des valeurs de 58,85 0,23
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mg EQ/g, 37,0 +0,83 mg EQ/g et 40,9 £0,1 mg EQ/g sont enregistrées pour les extraits hydro-

méthanoliques obtenus par la macération pour les plantes mentionnées précédemment.

Contrairement aux résultats cités ci-dessus, chez le C. scoparius et I’A. microcarpus les extraits
hydro-acétoniques ont présenté significativement (P< 0,05) les meilleures valeurs des flavonoides de
8,8 +0,3 mg EQ/g (C. scoparius) et 28,41+ 3,24 mg EQ/g (A. microcarpus) par la macération et de
11,27 0,66 mg EQ/g (C. scoparius) et 6,65 0,39 mg EQ/g (A. microcarpus) par I’extraction assistée
aux Ultrasons (Fig. 20).
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Figure 20 : Teneurs des extraits végétaux en flavonoides exprimées en mg EQ/g

Les auteurs Redhouane et al., (2020) et Soltani et al., (2018) indiquent que les teneurs trouvees
dans les extraits méthanoliques sont supérieures a celles trouvées dans les extraits aqueux. Pour le
genévrier, l'estimation quantitative dans I’étude menée par Keskes et al., (2014) et Soltani et al.,
(2018) a dévoué un taux tres élevé de flavonoides, respectivement 98,36+ 6,27 mg EC/g et 176,0+ 0,52
mg EC/g, dans le méthanol par macération. Cependant, Ozturk et al., (2011) et Tumen et al., (2012)

ont déterminé que l'acétone est le meilleur solvant pour extraire les flavonoides.

Ces résultats sont en désaccord avec ceux rapportés par Di Petrillo et al., (2016) et Lazarova et
al., (2020), qui ont montré que les extraits préparés au méthanol et a I'éthanol donnent les meilleurs
taux de flavonoides par macération dans certaines espéces du genre Asphodelus, en notant que la
maceration de 48h a donné les niveaux les plus élevés de flavonoides dans toutes les plantes de notre
étude. Ces résultats confirment I'utilisation fréquente de cette méthode pour extraire les flavonoides de

plantes (Rani et al., 2021).
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1.2.4.3 Dosage des tanins

1.2.4.3.a Dosage des tannins hydrolysables

D'aprés la figure 21, les différents extraits des feuilles de C. sempervirens et de J. phoenicea
présentent des teneurs significativement intéressantes en tanins hydrolysables, avec des niveaux de
130,83 2,92 ug EAT/qg, 144,4 £1,0 ug EAT/g, 188,7 £0,1 ug EAT/g et 144,96 £1,2 ug EAT/g, chez
les extraits hydro-méthanolique, hydro-ethanolique, hydro-acétonique et aqueux respectivement, de C.
sempervirens obtenus par la macération, et des niveaux de 69,58 +0,98 ug EAT/g, 136,85 +4,92 ug
EAT/g, 177,96 +3,14 ug EAT/g et 81,04 +3,64 ug EAT/g dans les extraits hydro-méthanolique, hydro-
ethanolique, hydro-acétonique et aqueux respectivement, de J. phoenicea. D’autre part, des teneurs de
74,06 +0,88 ug EAT/g (hydro-méthanolique), 135,45 +6,59 ug EAT/g (hydro-ethanolique), 97,73
19,47 ug EAT/g (hydro-acétonique) et 55,08 +3,26 ug EAT/g (aqueux) sont notées pour le C.
sempervirens et de 67,96 +1,44 ug EAT/g (hydro-méthanolique), 131,78 +0,24 ug EAT/g (hydro-
ethanolique), 179,0 +4,31 ug EAT/g (hydro-acétonique) et 84,43 +1,2 ug EAT/g (aqueux) pour le J.

phoenicea avec les extraits obtenus par 1’extraction assistée aux Ultrasons.

En revanche, ces teneurs chez M. rotundifolia, C. scoparius et A. microcarpus sont plus ou
moins importantes selon le solvant d'extraction. Une augmentation significative (P <0,05) était
marquée dans les extraits aqueux qui ont révelé les plus fortes teneurs en tanins hydrolysables en les
comparants aux autres extraits. Malheureusement, aucune comparaison n'a pu étre établie du fait de

I'indisponibilité de travaux sur ce type de biomolécules par les plantes utilisées pour cette étude.
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Figure 21 : Teneurs des extraits végétaux en tanins hydrolysables exprimées en pg EAT/g.
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1.2.4.3.b Dosage des tanins condensés

La figure 22 indique que les niveaux des tanins condensées enregistrés chez C. sempervirens

dans les extraits hydro-acétoniques (84,33 +7,98 mg EC/g par extraction assistée aux Ultrasons et
86,47 + 0,37 mg EC/g par macération) et dans les extraits hydro-éthanoliques (78,0 £6,0 mg EC/g par
extraction assistée aux Ultrasons et 72,0+ 6,0 mg EC/g par macération) sont significativement plus

élevés que ceux enregistrés dans les extraits aqueux et hydro-méthanoliques.

Pour le J. phoenicea, les extraits hydro-acétoniques ont également donné significativement les
teneurs maximales en tanins condensés (161,0 £7,0 mg EC/g par extraction assistée aux Ultrasons et

120,0 £2,27 mg EC/g par macération)

Chez la M. rotundifolia les valeurs trouvées dans les extraits aqueux obtenus par extraction
assistée aux Ultrasons (8,7 +0,11 mg EC/g) et obtenus par la macération (7,89 +0,09 mg EC/g) sont

hautement significatives (P < 0,05) par rapport aux autres extraits.

Dans le cas d'A. microcarpus la teneur la plus élevée est notée chez I'extrait hydro-acétonique
(7,0 £0,1 mg EC/g) obtenu par extraction assistée aux Ultrasons et l'extrait aqueux (9,25 + 0,77 mg

EC/g) obtenu par la macération (Fig. 22).
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Figure 22 : Teneurs des extraits végétaux en tanins condenses exprimées en mg EC/g

Statistiquement, les extraits issus des especes végeétales étudiées ont présenté des niveaux
supérieurs de tanins condensés par rapport aux teneurs en tanins hydrolysables précédemment estimées.

L'analyse de ces métabolites a montré que les extraits hydro-acétonique et éthanolique dans le cas de C.
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sempervirens et J. phoenicea et les extraits aqueux de M. rotundifolia et A. microcarpus sont marques

par une différence significative (P <0,05), d’ailleurs les meilleurs taux sont enregistrés chez ces extraits

obtenus par les deux méthodes d'extraction.

Ces resultats sont supérieurs a ceux trouvés dans les extraits méthanolique et aqueux de C.
sempervirens préparés par macération par Rahmani et al., (2019) et Rguez et al., (2019). En revanche,
ils sont en accord avec ceux trouvés par Ennajar et al., (2009) et Soltani et al., (2018) qui ont
démontré que I’extrait éthanolique de 1’espéce J. phoenicea est riche en tanins condensés, avec des
teneurs de 122,66 +5,89 mg EC/g et 57,2 +2,8g EC/kg, par ordre. Par ailleurs, les résultats cités par
Redhouane et al., (2020) confirment que I'eau distillée donne les meilleurs niveaux de tanins
condensés chez M. rotundifolia. A notre connaissance, aucune recherche n'est effectuée sur les tanins

condensés chez l'espéce A. microcarpus et de C. scoparius.

Il est & signaler que la comparaison directe des résultats avec ceux fournis par la littérature est
quasiment difficile en raison des différentes maniéres, car les auteurs déterminent et expriment leurs
résultats. Ainsi, il convient de souligner que les niveaux des composants phénoliques peuvent varier
selon la méthode d'extraction adoptée (Momchev et al., 2020), la polarité du solvant utilise
(Benabdallah et al., 2016), I'espéce végétale, le lieu et la période de sa récolte (Ranjbar et al., 2020 ;
Redhouane et al., 2020), la partie de la plante récoltée (Mayouf et al., 2019), ainsi que son stade
phénologique (Rguez et al., 2019). Neanmoins, les facteurs extrinséques, génétiques et physiologiques
influence également le rendement de ces composés bioactifs (Ategbo et al., 2020 ; Chaouche et al.,
2015 ; Lama-Munoz et al., 2020)
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Chapitre 11 : Activité insecticide des extraits bruts et des huiles essentielles
I1.1 Matériel et méthodes
11.1.1 Matériel biologique animal

Le petit capucin des céréales, Rhyzopertha dominica (F.), inclus dans la famille des
Bostrichidae (Fisher, 1950), est le principal ravageur des céréales entreposées dans de nombreuses
régions du monde. Il se reproduit dans les Poaceae et d'autres substrats contenant de I'amidon tels que
les légumineuses (Chittenden, 1911 ; Potter, 1935). Les grains infestés par R. dominica ont une odeur
indésirable caractéristique, qui est due aux phéromones d'agrégation produites par les males. En plus,
les activités d'alimentation des adultes produisent de grandes quantités d'excréments qui contiennent
des exuvies de larves, des fragments d'insectes immatures et d'autres sous-produits, qui pourraient
affecter la qualité d'utilisation finale du grain infesté (Edde, 2012 ; Khorramshahi et Burkholder,
1981 ; Sanchez-Marinez et al., 1997).

Le Tribolium castaneum (Herbst) est un coléoptere appartenant a la famille des Tenebrionidae,
qui est considéré comme un ravageur majeur des grains entreposées et des matiéres farineuses. Cet
insecte est particulierement répondu dans les régions tempeérées chaudes et tropicales. Le controle a
long terme de cet insecte a genéralement été obtenu par l'utilisation d'une gamme d'insecticides a effet
rémanent ; mais il a développé une certaine résistance a la plupart des groupes chimiques d'insecticides
(Collins, 1990 ; Matthews, 1993).

L’élevage des insectes selectionnes est effectué dans un incubateur de type phytotron maintenu
a une température de 25 +2 °C et une humidité relative de 75 £5 % sur des grains de blé cultivé dans la
zone agricole de Bouira (Algérie) qui n'ont recu aucun traitement chimique lors de leur stockage. Les
adultes de Rhyzopertha dominica (F.) (Fig. 23) et de Tribolium castaneum Herbst (Fig. 24) sont
maintenus séparément dans des bocaux en verre, recouverts d'un filet perforé pour assurer I'aération.
Les adultes des deux espéces d’insecte nouvellement émergés et sans malformations sont transférés sur
un nouveau blé par tamisage, cette opération étant répétée tous les 30 jours pendant 14 mois. Seuls les
adultes sont utilisés dans les tests de toxicite, et toutes les expériences sont réalisées dans les mémes

conditions environnementales.
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4

Figure 23: Rhyzopertha dominica (F.) x40 Figure 24: Tribolium castaneum Herbst x40

11.1.2 Tests insecticides préliminaires

Des tests insecticides préliminaires sont effectués dans le but de déterminer ’intervalle des
concentrations utilisées pour les tests de toxicité par les extraits bruts et les huiles essentielles des
plantes étudiées contre les adultes de R. dominica (F.) et T. castaneum Herbst. Sur cette base les

concentrations sont choisies comme suit :

Les concentrations des extraits bruts secs sont préparées dans les solvants d’extraction (hydro-
méthanol, hydro-éthanol, hydro-acétone et aqueux) pour obtenir cing concentrations : 50 pg/ml, 100
pg/ml, 200 ug/ml, 300 pg/ml et 400 ug/ml. D’autre part, les huiles essentielles sont diluées dans
I’acétone pour préparer sept différentes concentrations : 2.5 pl/ml, 5 pl/ml, 10 pl/ml, 15 pl/ml, 20
pl/ml; 25 pl/ml et 30 pl/ml, utilisées pour le test de contact et de répulsion. Cependant, une série de

cing concentrations : 125, 187,5, 250, 312,5, 375 ul/l d'air est sélectionnée pour le test d’inhalation.

11.1.3 Effet insecticide par contact des extraits bruts hydro-méthanolique, hydro-éthanolique,
hydro-acétonique et aqueux

Le plan expérimental de test insecticide était completement randomisé avec quatre répétitions
par concentration de chaque extrait : hydro-méthanolique, hydro-éthanolique, hydro-acétonique et
aqueux. Vingt individus de chaque espéce (R. dominica (F.) et T. castaneum Herbst), conditionnés
expérimentalement de taille similaire et provenant du méme élevage, sont distribués dans des boites de
Pétri (Fig. 25). Les tests sont realisés selon la méthode décrite par (De Cassia, 2010), dans laquelle les
individus sont traités par les extraits de chaque plante a différentes concentrations. Chaque solution
(1pul) est appliquée topiquement sur la face dorsale des adultes a l'aide d'une micropipette. Ces

individus sont laissés a I’air libre pendent 10 min puis placés séparément dans des jars en verre d’une
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capacité de 75 g, recouverts d'un tissu d'organza et contenant 10 g de grains de blé stériles (Entiers pour
les R. dominica et concassés pour le T. castaneum) (Fig. 26). Pour chaque test de toxicité, des lots de
témoin sont traités avec les solvants d’extraction, utilisés pour déterminer les taux de mortalités
corrigées et d’estimer les concentrations létales (CLso). Le nombre d'insectes morts est enregistré toutes
les 24 h dexposition pendant 15 jours. Les insectes sont considérés comme morts lorsqu'ils ont
présenté des signes de paralysie et d'immobilité au toucher des poils d'une brosse en silicone pendant
60 secondes sous la lumiére d’une loupe binoculaire (Fig. 27 et 28). Les taux de mortalité sont calculés
et corrigés selon la formule d'Abbott (1925) :

Mo = o~ Mt 100
7100 — Mt

M : Taux de mortalité
Mo : Taux de mortalité dans les lots traités

Mt : Taux de mortalité dans les lots témoins

Figure 26 : Lots des tests de contact
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Figure 27 : Vérification de la mortalité Figure 28 : Vérification de la mortalité

chez les adultes de R. dominica (F.) chez les adultes T. castaneum Herbst

11.1.4 Effet insecticide des huiles essentielles de C. sempervirens, J. phoenicea et M. rotundifolia
11.1.4.1 Toxicité par contact

Les tests de contact sont effectués en suivant la méthodologie de Conti et al., (2011), les
individus sont traités avec les huiles essentielles de C. sempervirens, J. phoenicea et M. rotundifolia
diluées dans l'acétone (50%) a des concentrations de : 2,5, 5, 10, 15, 20, 25, 30 pl/ml. Un volume de 1
ul de chaque solution est appliqué sur la surface dorsale des adultes de T. castaneum (Herbst) et de R.
dominica (F.). Ensuite, les individus traités sont séchés a l'air libre pendant 10 min et placés séparément
dans des bocaux en verre contenant 10g de grains de blé stériles (Fig. 29). La conception expérimentale
du test insecticide est complétement randomisée avec quatre répétitions par concentration, et I'acétone
(50%) est utilisée comme contrdle négatif. La mortalité des insectes est enregistrée toutes les 24 h

d'exposition pendant 5 jours.

Figure 29 : Application des huiles essentielles sur la surface dorsale des insectes
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11.1.4.2 Toxicité par inhalation

La toxicité des huiles essentielles de M. rotundifolia et C. sempervirens et J. phoenicea par
inhalation est évaluée en adoptant la méthode de Huang et al., (2000), avec quelques modifications.
Des disques de 1 cm de papier filtre Whatman N°2 sont imbibés avec différentes concentrations de :
125, 187,5, 250, 312,5, 375 pl/l d'air, puis placés sous le bouchon des pots de coprologie a I’aide d’un
fil transparent. Vingt adultes de T. castaneum et R. dominica sont introduits avant la fermeture des pots
de coprologie. Quatre répliques sont utilisées dans tous les traitements (Fig. 30). Aprés 24h, les
insectes sont transférés dans des bocaux propres sans aucun traitement avec de la nourriture stérile, puis
incubés une seconde fois dans les mémes conditions. La mortalité des insectes est notée toutes les 24h
pendant cing jours.

Figure 30 : Test par inhalation des huiles essentielles

11.1.4.3 Test de répulsion

La répulsion est testée selon la méthode standard de McDonald et al., (1970). Pour ce faire, des
demi-disques de papier filtre sont préparés et un volume de 200 pl de chaque concentration d'extrait
vegeétal est appliqué separément sur la moitié du papier filtre de maniére aussi uniforme que possible
avec une micropipette, tandis que l'autre moitié est traitée avec 200 ul d’acétone. Apres 10min, chagque
demi-disque traité est ensuite attaché dans le sens de la longueur, bord a bord, sur un demi-disque de
contr6le avec un ruban adhésif et placé dans les boites de Pétri. Les adultes sont ensuite relachés au
hasard au milieu de chaque boite. Chaque concentration est répliquée quatre fois (Fig. 31). Les insectes
qui se sont posés sur chaque moitié du disque de papier filtre sont comptés apres 3h, 6h, 10h et 24h. La
moyenne des dénombrements est convertie en pourcentage de répulsion (PR%) en utilisant la formule
d’Abbott (1925). Sur la base de la valeur moyenne de répulsion, l'activité insecticide est classée selon

I'échelle proposée par Jilani et Su (1983) :
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e Classe 0 (PR =0,1%)
e Classel (PR =0,1-20%)
e Classe Il (PR =20,1-40%)
e Classe Il (PR =40,1-60%)
e Classe IV (PR =60,1-80%)
e Classe V (PR =80,1-100%)

Figure 31 : Test de répulsion

11.1.5 Analyse des résultats

L'activité insecticide des extraits hydro-méthanolique, hydro-éthanolique, hydro-acétoniques et
aqueux, ainsi que des huiles essentielles est exprimée en taux de mortalité (%) (Moyenne tEcart type).
Ces donneées sont soumises a des analyses d’Anova et aux tests de comparaison Turkey et Duncan en
utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.0.2 pour comparer les taux de mortalité des différents
traitements. A I’aide de logiciel SPSS 28, la régression des probits des taux de mortalités en fonction
des logarithmes de concentration et de temps est adaptée dans cette étude pour déterminer les valeurs
des CLso (Finney, 1971).

11.2 Résultats et discussions

11.2.1 Effet insecticide par contact des extraits bruts vis-a-vis des adultes de T. castaneum Herbst
L'évolution de la mortalité corrigée provoquée par les différents extraits apres 5, 10 et 15 jours

de traitement est présentée dans les figures 32, 33 et 34. La concentration maximale (400 pg/ml) a

présenté des mortalités chez les adultes de T. castaneum Herbst plus au moins importantes selon la
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plante au bout de 5 jours apres exposition aux traitements. En examinant ces résultats, il parait que les

extraits hydro-méthanolique et hydro-acétonique ont avérés comme les plus efficaces.

Des taux de 30,0 + 5,77%, 25,6 + 6,18%, 19,8 + 5,77%, 30,0 £ 0,00% et 17,5 £ 0,00% sont
enregistrés avec les extraits hydro-méthanoliques préparés par I’extraction assistée aux Ultrasons et des
taux de 20,0 +5,77%, 33,33 + 11,54%, 20,00 * 5,77%, 20,00 + 00% et 15,00 + 00 % enregistrés avec
les extraits hydro-méthanoliques obtenus par la macération de M. rotundifolia, C. sempervirens, J.
phoenicea, C. scoparius et A. microcarpus, respectivement. En revanche, les extraits hydro-acétoniques
issus de I’EAU ont présenté des taux de 34,5 + 5,77%, 40,0 + 6,41%, 32,0 £ 5,77%, 20,00 £0,5%, 10 £
5,77 %, tandis que les extraits hydro-acétoniques issus de la macération ont provoqué des taux de
mortalité de 30,00 + 5,77%, 42,85 + 5,77%, 20,00 + 5,77%, 30,00 £0,5% et 10,00 £ 0,0 %, chez les

especes végétales étudiées dans 1’ordre susmentionné (Fig. 32).

La toxicité par contact des extraits végeétaux testés a différentes concentrations a 1’égard des
adultes de T. castaneum (Herbst) a montré une augmentation dans les taux de mortalités en fonction de
concentation et au fils de temps. Les taux de mortalité corrigée aprés dix jours varient de 23,33 +
5,00% a 59,25 +6,14%, de 51,72 +11,54% a 23,00 + 5,77%, de 66,66 +5,77 a 40,00 +10,00%, de 30,00
+17,32 a 60,0 £0,00% et de 24,13 +5,77 a 10,00 £7,07%, respectivement pour les extraits de C.
sempervirens, J. phoenicea, M. rotundifolia, C. scoparius et A. microcarpus obtenus par EAU. En
revanche, les résultats des tests avec les extraits obtenus par ME allant de 42,85 +5,77% a 20,00
+10,00% pour le C. sempervirens, de 48,27+ 17,32 a 20,00+ 10,00% pour le J. phoenicea, de 62,95+
5,77 a 37,07 £ 5,77% pour la M. rotundifolia, de 30,0 £0,00 a 60,0 £10,00% pour le C. scoparius et de
33,33 £7,07 & 6,66 £0,00% pour I’A. microcarpus (Fig. 33).

La figure 34 montre que les taux de mortalité maximaux sont notés chez les extraits obtenus par
EAU avec 100,0 £0,00% (hydro-méthanolique), 69,87 +6,41 % (hydro-acétonique), 61,99 +11,54%
(hydro-acétonique), 100,00 +0,00% (hydro-méthanolique et acétonique) et 33,5 +0,00% (hydro-
méthanolique) de C. sempervirens, J. phoenicea, M. rotundifolia, C. scoparius et A. microcarpus

respectivement.
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Figure 32 : Taux de mortalité (%) chez les adultes de T. castaneum Herbst apres 5 jours d’exposition

(A) : Extraction assistée aux Ultrasons (B) : Macération
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Figure 33:

Taux de mortalité (%) chez les adultes de T. castaneum Herbst aprés 10 jours d’exposition

(A) : Extraction assistée aux Ultrasons (B) : Macération
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Figure 34 : Taux de mortalité (%) chez les adultes de T. castaneum Herbst apres 15 jours d’exposition

(A) : Extraction assistée aux Ultrasons (B) : Macération
(B)
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11.2.2 Toxicité par contact des extraits vis-a-vis des adultes de R. dominica (F.)

Selon les résultats représentés dans les figures 35, 36 et 37, il y est clair que les mortalités
enregistrées chez les adultes de R. dominica (F.) sont augmentées progressivement avec 1’augmentation
de concentration. Ainsi, ces mortalités sont évoluées au fur et a mesure de temps, ou les taux sont notés
de 16,2 +5,77 a 48,66 +10.00, de 10,00 +5,77 a 40,53 £5,77, de 12,5 +5,77 a 39,99 15,77, de 20,00
15,77 a 50,0 5,77 et de 6,66 5,77 a 17,5 £0,00 (%), respectivement pour la M. rotundifolia, C.
sempervirens, J. phoenicea, C. scoparius et A. microcarpus avec les extraits obtenus par I’extraction
assistée aux Ultrasons aprés 5 jours de traitement pour qu’elles atteignent apres les 10 jours de
traitement des taux qui s’étalent entre : 35,0 +5,77 et 90,0 £14,14, 30,0 +7,07 et 92,5 5,77, 37,5 +0,0
et 60,0 0,0, 50,0 £15,27 et 97,5 £5,77 et entre 12,5 +0,0 et 22,5 £0,00 (%) avec ’ordre des espéces

végétales mentionnées précédemment.

Quant aux extraits obtenus par macération les pourcentages de mortalité sont augmenté de :
10,66 £5,77% a 42,5 +10,0% (M.rotundifolia ), 21,5 £11,54% a 45,5 £5,77% (C. sempervirens),
10,00+11,54% a 39,09 £5,77% (J. phoenicea), 26,5 +5,66% a 45,5 £10,0% (C. scoparius) et entre 6,66
15,77% et 16,5 £2,66% (A. microcarpus) jusqu’aux des taux de 32,5 £14,14% et 90,0 +0,0% (M.
rotundifolia), de 30,00 £7,07% et 72,3 +5,77% (C. sempervirens), de 30,0 £0,0% et 56,66 +5,77% (J.
phoenicea), 40,0 £10,0% et 92,5 +5,77% (C. scoparius) et de 5,0 +517% et 17,5 +10,0% (A.

microcarpus).

Pareillement aux résultats de chez T. castaneum Herbst, les meilleurs taux de mortalités sont
marqués avec les extraits préparés par 1’extraction assistée aux Ultrasons selon la plante aprés 15 jours
de traitement. D’ailleurs des mortalités de 100,0 +0,00% sont trouvés par les extraits hydro-
méthanoliques de C. sempervirens et C. scoparius, suivi par des taux de 97,8 +5,77% (hydro-
acetonique) et 60,0 £0,0% (hydro-méthanolique) chez M. rotundifolia et J. phenicea respectivement, et

une mortalité de 22,5 +11,54% avec ’extrait hydro-acétonique d’A. microcarpus.
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Figure 35: Taux de mortalité (%) chez les adultes de R. dominica (F.) aprés 5 jours d’exposition

(A) : Extraction assistée aux Ultrasons (B) : Macération
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Figure 36: Taux de mortalité (%) chez les adultes de R. dominica (F.) aprés 10 jours d’exposition

(A) : Extraction assistée aux Ultrasons (B) : Macération

63



Chapitre 11

Activité insecticide des extraits bruts et des huiles essentielles

®

150

Corrected mortality (%)

Mentha rotundifolia

Corrected mortality (%)

o)

T T T T T
50 100 200 300 400
Doses (pg/mL)

Juniperus phoenicea

A
150

Corrected mortality (%)

T T T T T
50 100 200 300 400
Doses (pg/mL)

Cupressus sempervirens

(G

40
30
20

10

Corrected mortality (%)

T T T T
50 100 200 300 400
Doses (ug/mL)

Asphodelus microcarpus

1 -

150

100

50

Corrected mortality (%)

T T T T T
50 100 200 300 400

Doses (ug/mL)

Cytisus scoparius

o4

T T T T T
50 100 200 300 400
Doses (ng/mL)

-e- Hydro-methanolic

Corrected mortality (%) Corrected mortality (%) Corrected mortality (%)

Corrected mortality (%)

Corrected mortality (%)

-= Hydro-ethanolic —+ Hydro-acetonic

(B) Mentha rotundifolia
100
80
60
40
20
o——w T T T T T
o] 50 100 200 300 400
Doses (ug/mL)
(B) Juniperus phoenicea
100
80
60
40
20
0o ha T T T T T
0 50 100 200 300 400
Doses (ng/mL)
B .
pressus sempervirens
150
100
50
0o bl T T T T T
o] 50 100 200 300 400
Doses (pg/mL)
B) Asphodelus microcarpus
30
20
10 % ;
0o bl T T T T T
o] 50 100 200 300 400
Doses (ug/mL)
Cytisus scoparius
150
100
50
0]

T T T T T
0 50 100 200 300 400
Doses (ng/mL)

-+ Aqueous

Figure 37 : Taux de mortalité (%) chez les adultes de R. dominica (F.) aprés 15 jours d’exposition

(A) : Extraction assistée aux Ultrasons (B) : Macération
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Plusieurs recherches trouvées dans la littérature ont évalue la toxicité par contact des extraits
phénoliques de plantes contre les insectes ravageurs des denrées stockées de plusieurs familles (Kumer
et al., 2011 ; Oryzae, 2006).

Les résultats de cette étude indiquent que les extraits de plantes utilisés sont plus efficaces
contre les adultes de R. dominica (F.) que contre T. castaneum Herbst, qui a montré une tolérance aux
faibles concentrations. Une étude menée par Manzoor et al., (2011) a également montré que l'extrait
éthanolique des plantes présentait une légere toxicité contre T. castaneum Herbst, tandis qu'il était
efficace contre Oryzaephilus surinamensis L. et Callosobruchus chinensis.

D’autre part, I’évaluation de DI’effet insecticide par contact de I’extrait méthanolique de D.
hamiltonii par Rajashekar et al., (2010) a révélé que les taux de mortalité les plus élevés sont
enregistrés chez le R. dominica par rapport ceux enregistrés chez le Sitophilus oryzae et le
Callosobruchus chinensis. L’auteur Clemente et al., (2003) a signalé que 1’extrait de dichloromethane
de M. rotundifolia a donné une mortalité chez le T. castaneum plus élevée par rapport a celle

provoquée par I’extrait aqueux.

En outre, les résultats ont montré que l'activité insecticide varie en fonctionde type d’extrait,
avec des pourcentages de mortalité différents pour chaque extrait. Ces observations sont en accord avec
I’étude menée par Pugazhvendan et al., (2012) qui a examineé l'activité insecticide de certaines plantes
médicinales contre T. castaeneum et qui a constaté que le pourcentage de mortalité variait selon le
solvant utilisé, ou leurs données relatives a l'activité insecticide de différents extraits de solvants de T.
purpurea contre T. castaneum ont montré que le pourcentage de mortalité le plus élevé était de 52 % a
une concentration de 5 % d'extrait d'acétate d'éthyle. L'extrait au chloroforme de cette plante a montré
une mortalité de 48 % a une concentration plus élevée, tandis que l'extrait a I'nexane a montré une

faible activité.

L'étude menée par Daraban et al., (2021) a clairement montré que l'activité insecticide varie en
fonction de la méthode d'extraction utilisée pour la préparation des extraits. Les résultats de cette étude

ont confirmé ce qu’était conclut dans notre recherche.

Des études précédentes ont rapporté que la richesse des extraits en métabolites secondaires est
en corrélation positive avec leur efficacité en tant qu'agents insecticides (Al-Massarani et al., 2021 ;

Baliyarsingh et al., 2020). En général, il a été constaté que l'activité insecticide est significativement
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affectée par la méthode d'extraction utilisée et le solvant utilisé. En particulier, les extraits hydro-
acétoniques et hydro-méthanolique des espéces végétales utilisées obtenus par extraction assistée aux
Ultrasons ont donné les pourcentages de mortalité les plus élevés par rapport aux autres extraits
obtenus par macération. Cette conclusion a également été rapportée par Hasaballah et al., (2018) et par
Hernandez-Trejo et al., (2021).

11.2.3 Evaluation de Pactivité insecticide des huiles essentielle de C. sempervirens et J. phoenicea
et M. rotundifolia
11.2.3.1 Toxicité par contact

Selon la figure 38, les résultats du test de contact montrent que les taux de mortalité les plus
élevés sont enregistrés apres 120 h de traitement, avec des pourcentages de 97,5 +5,00% et 82,5
+9,57% observés pour R. dominica (F.) et T. castaneum (Herbst) respectivement, a la concentration de
30 pl/ml de C. sempervirens.

Daprés la figure 39, les resultats du test de contact montrent qu’aprés 120 h, une forte
concentration de 30 pul/ml d'huile essentielle de J. phoenecia a provoqué une mortalité de 100,0 £0,00%
chez les adultes de R. dominica (F.). Pour T. castaneum (Herbst), une mortalité maximale de 90,0

+14,00 % est enregistrée a la méme concentration.

La figure 40 montre qu'apres 120 h de traitement, des mortalités maximales de 85,0 £6,00 et
67,5 £17,07% sont notées chez les lots traités par I’huile essentielle de M. rotundifolia de R. dominica

(F.) et T. castaneum (Herbst) respectivement, a la concentration élevée de 30 pl/ml.

Les effets insecticides des huiles essentielles évalués par contact ont entrainé des taux de
mortalités considérables qui sont augmentées significativement (P<0.05) avec I’augmentation des
concentrations appliquées : (C. sempervirens X R. dominica: F 7 120 = 46,58, P<0,0001 ; C.
sempervirens X T. castaneum : F 120 = 32,38, P<0,0001; J. phoenicea X R. dominica : F 120 = 139,3,
P<0,0001 ; J. phoenicea X T. castaneum : F 120 = 66,65, P<0,0001 ; M. rotundifolia X R. dominica :
F 7120 = 63,09, P<0,0001; M. rotundifolia X T. castaneum F " 120 = 71,39, P<0,0001).

Ces taux de mortalités sont augmentés également au fil du temps (C. sempervirens X R.
dominique : F 4120 =5401, P <0,0001 ; C. sempervirens X T. castaneum : F 120 = 52 53 P<0,0001 ;
J. phoenicea X R. dominica : F%2°= 88,41, P<0,0001 ; J. phoenicea X T. castaneum : F 4120 = 5914,

66



Chapitre 11

Activité insecticide des extraits bruts et des huiles essentielles

P<0,0001; M. rotundifolia X R. dominica :

castaneum F 4120 = 187,7, P<0,0001).

F 4 120 = 114,4, P<0,0001; M. rotundifolia X T.
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Figure 40 : Taux de mortalité enregistrés par le test de contact de 1’huile essentielle de M. rotundifolia
chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.)

11.2.3.2 Toxicité par inhalation

Les figures 41, 42 et 43 illustrent I'activité insecticide des huiles essentielles par inhalation. Les
résultats montrent que 'huile essentielle de J. phoenicea a provoqué des taux de mortalité élevés chez
R. dominica (F.) et T. castaneum (Herbst) avec des valeurs de 90,0 +5,8% et 82,5 £15,3%,
respectivement. De méme, des mortalités de 75,0 +15,3% et 65,0 £20,8% ont été observées chez ces
deux especes avec l'huile essentielle de C. sempervirens et des mortalités de 82,5 +17,3% et 67,5
+7,3% avec I'huile essentielle de M. rotundifolia, a une concentration de 375 pl/l d'air apres 120h

d'exposition.

Les taux de mortalité enregistrés chez les adultes des deux espéces utilisées ont augmentés
significativement (P<0.05) lors de la fumigation avec les huiles essentielles par rapport aux lots témoin
avec les concentrations croissantes (C. sempervirens X R. dominica F > % = 5557, P <0,0001 ; C.
sempervirens X T. castaneum : F > % = 28,80, P< 0,0001; J. phoenicea X R. dominica : F >% = 72,66,
P<0,0001 ; J. phoenicea X T. castaneum : F> %= 72,84, P<0,0001 ; M. rotundifolia X R. dominica : F
590 = 73,13, P<0,0001 ; M. rotundifolia X T. castaneum : F>%°= 34,29, P<0,0001).

Les pourcentages de mortalité ont présenté une augmentation significative en fonction du
temps : (C. sempervirens X R. dominica : F* % = 42,06, P<0,0001 ; C. sempervirens X T. castaneum :
F 4% = 14,06, P<0,0001 ; J. phoenicea X R. dominica : F %0 = 49,71, P<0,0001 ; J. phoenicea X T.
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castaneum : F 4% =55 00 P<0,0001 : M. rotundifolia X R. dominica : F *°° = 14,37, P<0,0001 : M.
rotundifolia X T. castaneum : F 40 = 12 44 P<0,0001).
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Figure 41 : Taux de mortalité enregistrés par le test d’inhalation avec 1’huile essentielle de C.

sempervirens L. chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.)
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Figure 42: Taux de mortalité enregistrés par le test d’inhalation avec 1’huile essentielle de J. phoenicea

L. chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.)
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Figure 43 : Taux de mortalité enregistrés par le test d’inhalation avec I’huile essentielle de M.

rotundifolia (L.) chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.)

Les concentrations qui provoquent les 50 % de mortalité au sien des populations des insectes
utilisés sont presentées dans les tableaux 10 et 11 suivants :

Tableau 10 : Estimation des valeurs de CLso (pl/ml) des huiles essentielles par contact

Plant Insect CLso 95% confidence ®Slope | “Intercept | 9Chi- square
species limits (X?)
Min Max
J. phoenicea R. dominica 3.74 1.677 5.666 1.29 -0.76 8.979
T. castaneum | 20.0 | 15.484 28.649 0.88 -1.14 7.884
C. sempervirens | R. dominica 16.1 | 13.403 19.999 1.19 -1.43 5.399
T. castaneum | 35.8 | 24.698 70.494 0.76 -1.19 7.963
M. rotundifolia R. dominica 12.3 | 10.123 15.633 1.67 -1.20 6.365
T. castaneum | 22.5 | 16.881 26.987 0.33 -0.99 7.777

2 La concentration causant 50 % de mortalité

bPente de la droite de régression concentration-inhibition
¢ Interception de la droite de régression

dChi valeur au carré
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Tableau 11 : Estimation des valeurs de CLso (ul/l d’air) des huiles essentielles par inhalation

Plant Insect %CLso 95% confidence | "Slope | “Intercept | “Chi- square
species limits (X?)
Min Max
J. phoenicea R. dominica 296.0 255.309 | 370.290 | 1.76 -4.36 1.591
T. 339.7 294,204 | 428.938 | 2.02 -5.13 3.460
castaneum
C. R. dominica | 366.497 | 312.344 | 483.985 | 1.96 -5.02 3.52
sempervirens
T. 3994 341.039 | 524.305 | 2.28 -5.94 1.341
castaneum
M. R. dominica | 325.823 | 300.153 | 410.236 | 2.03 -6.03 1.223
rotundifolia
T. 356.666 | 320.69 | 500.321 | 1.11 -5.53 2.876
castaneum

2 La concentration causant 50 % de mortalité

bPente de la droite de régression concentration-inhibition
¢ Interception de la droite de régression

dChi valeur au carré

11.2.3.3 Test de répulsion

Les pourcentages de 1’activité insectifuge par les huiles essentielles de C. sempervirens, de J.
phoenicea et de M. rotundifolia contre les adultes de R. dominica et de T. castaneum sont résumés dans
les figures 44, 45 et 46. Les huiles essentielles de M. rotundifolia et de J. phoenicea se sont montrées
tres répulsives (Classe 1V) envers les R. dominica et les T. castaneum, en revanche modérément
répulsives pour ’'HE de C. sempervirens avec les R. dominica (Classe I11) et les T. castaneum (Classe

I1), 3h aprés l'introduction des insectes.

Les résultats de cette étude ont montré que la répulsion a augmenté significativement avec la
concentration des huiles essentielles : C. sempervirens (R. dominica: F ¢ 8= 9,960 P<0,0001 ; T.
castaneum : F 8 = 17,67, P <0,0001), de J. phoenicea (R. dominica : F & & = 13,28, P<0,0001 ; T.
castaneum : F © 8 = 44,82, P <0,0001) et de M. rotundifolia (R. dominica : F ¢ = 17.23, P<0,0001 ;
T. castaneum : F %8 =12.20, P <0,0001).

Alors que, l'activité répulsive atteint les 100% d’efficacité au fil de temps avec la concentration
de 30 pl/ml des huiles essentielles de C. sempervirens : (R. dominica : F * 84 = 46,16, P<0,0001 ; T
castaneum : F 38 = 78,37 : P<0,0001), de J. phoenicea (R. dominica : F 38 = 2771, P=0,0466 ; T.
castaneum : F 384 =50,78, P<0,0001) et de M. rotundifolia (R. dominica : F *8 = 11,25, P<0.0001 ;

T. castaneum : F 384 = 49,09, P<0,0001).
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Figure 44 : Pourcentage de repulsion chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.) par

I’huile essentielle de C. sempervirens (L).
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Figure 45 : Pourcentage de répulsion chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.) par

I’huile essentielle de J. phoenicea L.
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Tribolium castaneum (Herbst) Rhyzopertha dominica (F.)
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Figure 46 : Pourcentage de repulsion chez les adultes de T. castaneum Herbst et R. dominica (F.) par
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I’huile essentielle de M. rotundifolia (L.)

Dans notre étude, des taux de mortalité considerables sont enregistrés a différentes
concentrations avec les tests de contact et de d’inhalation contre les adultes de R. dominica (F.) et de T.
castaneum (Herbst). La nature lipophile des huiles essentielles végétales facilite leur interférer avec les

fonctions meétaboliques, biochimiques, physiologiques et comportementales de base des insectes
(Brahmi et al., 2016).

Des études antérieures ont démontré l'efficacité des huiles essentielles de la famille des de
lamiacées (Brahmi et al., 2016 ; Kumer et al., 2011 ; Ncibi et al., 2020) et des Cupressacees (Abou-
Taleb et al., 2016 ; Ncibi et al., 2019 ; Papanikolaou et al., 2022 ; Sabrine et al., 2018) contre divers
ravageurs du stockage. Cependant, en examinant les valeurs de CLso, il est indéniable que la toxicité

des HEs exercées par contact sur les insectes est la meilleure méthode pour atteindre des taux de
mortalité significatifs.

Dans le méme ordre d'idées, des recherches antérieures ont montré que les huiles essentielles
réagissent mieux a la toxicité de contact que d'autres méthodes, par exemple ; dans le résultat de da
Silva Bomfim et al., (2015), les huiles essentielles de C. macrocarpa et de C. sempervirens ont
présenté des DLso de 30,34 mg/l et 17,16 mg/l respectivement, par fumigation et de 0,32 mg/cm? et
LCso >0,6 mg/cm? par contact vis-a-vis de Sitophilus oryzea. De plus, les chercheurs Filomeno et al.,

(2020) ont constaté que l'effet insecticide de I'HE de J. phoenicea contre R. dominica par test de contact
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présentait un pourcentage de mortalité d'environ 20 % meilleur que par fumigation qui a donné une

mortalité inférieure a 20 %.

D’aprés les résultats d’Abou-Taleb et al., (2016), le pouvoir insecticide de deux huiles
essentielles de C. sempervirens et C. macrocarpa a donné respectivement des CLso de 35,81 mg/l et
38,11 mg/m par le test de fumigation, et des CLso de >0,6 mg/cm? et 0,16 mg/cm? par contact. Cela
peut étre justifié par le contact direct des huiles essentielles avec la surface corporelle des insectes.

Selon les résultats de cette étude, les taux de mortalité augmentent significativement avec le
temps d'exposition pour les tests de toxicité de contact et de fumigation. Ces résultats sont en accord
avec d'autres etudes similaires menées avec ces huiles essentielles, qui ont confirmé une corrélation

positive entre le pourcentage de mortalité et le temps d'exposition au traitement insecticide.

Par exemple, I'étude effectuee par Tapondjou et al., (2005) a montré que la mortalité atteint
100% apres 5 jours d'exposition au traitement. Une autre étude de Papanikolaou et al., (2022) montre
l'augmentation marquée des taux de mortalité causés par I'huile essentielle de J. phoenicea envers T.
castaneum et T. granarium aprés 7 et 14 jours. Par conséquent, il est probable que du temps soit
nécessaire a la bonne pénétration des composants des huiles essentielles a travers les barriéres cutanees

ou respiratoires externes des insectes.

Les valeurs X? (Chi square) indiquent la corrélation positive entre les concentrations des huiles
essentielles appliquées et la réponse des populations testées. Cela signifie que la mortalité des insectes
est augmentée en fonction des concentrations testées comparees a celle du témoin. Ce résultat est
renforcé par les résultats de Labbafi et al., (2021) qui ont montré que le taux de mortalité chez
Sitophilus oryzae causé par I'huile essentielle de C. sempervirens augmente avec l'augmentation des
doses a savoir 4% de mortalité avec 71,5 pl/l d'air et de 100% avec la dose la plus élevée 428,5 pl/l
dair. Langsi et al., (2020) ont également indiqué que les effets des insecticides dépendaient de leurs

concentrations exercées.

Les coléoptéeres utilisés dans cette étude ont réagi difféeremment aux huiles essentielles des
especes végétales étudiées. Une analyse probit est utilisée pour estimer la CLso des huiles essentielles
de M. rotundifolia, J. phoenicea et C. sempervirens, dont les résultats ont montré que les adultes de T.
castaneum (Herbst) sont plus résistants que les R. dominica (F.). Dans le méme contexte, les valeurs
trouvées de CLso par I’étude de Yakhlef et al., (2020) sont de 0.195 ul/ml d’air pour le Sitophilus
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granarius et de 0.561 pl/ml d’air pour le Tribolium confusum apres 3h d’exposition a I’huile essentielle
de M. rotundifolia. De plus, chez Pang et al., (2020), la valeur de DLsg de I’huile essenticlle de M.
piperita enregistrée par le test de fumigation chez les adultes T. castaneum (18.1 mg/l d’air) était
supérieure par celle notée chez les adultes de L. botrychophila (0.6 mg/L).

L'activité insecticide menée par Sabrine et al., (2018) sur trois insectes ravageurs des denrées
stockées montre que les adultes de T. castaneum étaient les plus tolérants a I'huile essentielle de C.
sempervirens avec un taux de mortalité de 3 % par rapport aux adultes de R. dominica et de S. oryzea
11 %, 41 % respectivement. De plus, Ncibi et al., (2019) ont enregistré des valeurs de CLso trés élevées
chez T. castaneum par rapport a celles de R. dominica obtenues par un test de fumigation avec un
groupe variable d'espéces végétales. Cela peut étre justifié par la forte résistance développée par ces
coléoptéres. Cette estimation est confirmée par les recherches de Richards et al., (2008) qui ont estimé
que Tribolium s'adapte rapidement aux changements de son environnement grace a des modifications

géneétiques spécifiques.

Le test de répulsion de ces huiles essentielle a montré une activité significative vis-a-vis des
insectes utiliseés dans cette étude. Des résultats similaires sont rapportés par Brahmi et al., (2016), dont
I’huile essentielle de M. rotundifolia a présenté une activité répulsive modérée (Class I11) de 47.54%
envers les adultes de R. dominica aprés 30 min d’exposition. Par ailleurs, 1’huile essenticlle de M.
rotundifolia a révélé des pourcentage de répulsion de 63.75 +8.69% (Classe 1V) et 81.25 +4.84%
(Classe V) chez les adultes de Sitophilus gramarius et T. confusum, respectivement (Yakhlef et al.,
2020).

En outre, Labbafi et al., (2021) ont cité que 1’huile essentielle de C. sempervirens a montré le
taux de répulsion le plus élevé (80,61%) par rapport aux autres especes utilisées. Chez Tapondjou et
al., (2005) I'HE de C. sempervirens appartient a la classe V par rapport a son effet répulsif contre S.
zeamais (98 £4%) et T. confusum (90 £10%).

Dans la présente etude, T. castaneum a présenté des pourcentages plus élevés dés la premiére
dose appliquée. Cela peut étre di a la mobilité rapide de ces individus, mais cet insecte est également le
premier a se retenir et a s'adapter a l'odeur des huiles essentielles. Ce résultat est cohérent avec une
étude menée par Ncibi et al., (2019), dans laquelle le taux de répulsion variait fortement dans le temps
chez les 14 plantes aromatiques étudiées. Les résultats ont montré que ces plantes aromatiques

exercaient un pourcentage de répulsion plus élevé contre T. castaneum par rapport a R. dominica, et
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que le taux de répulsion diminuait aprés 24 heures d'exposition au traitement, particulierement chez T.
castaneum. Toutes ces remarques peuvent s'expliquer par l'augmentation des récepteurs olfactifs chez
cette espéce (Richards et al., 2008).

Il existe de nombreux rapports antérieurs sur la constitution des huiles essentielles de M.
rotundifolia, de J. phoenicea et de C. sempervirens, qui montrent leur richesse en composés chimiques,
notant l'a-pinéne (Barnawi et al., 2021 ; Fadel et al., 2021). Par conséquent, ces composés sont
rapportés comme étant responsables de 1’activité insecticide des huiles essentielles contre les insectes
ravageurs des denrées stockées (Abdelgaleil et al., 2021 ; Allenspach et Steuer, 2021 ; Tapondjou et
al., 2005).

Certains chercheurs comme Labbafi et al., (2021) et Ncibi et al., (2019) ont souligné que la
composition chimique des huiles essentielles varie en fonction de divers facteurs tels que I'espece, la
situation géographique, le climat et de la méthode d'extraction. Cette variation peut expliquer les
différences de résultats obtenus dans cette étude et les résultats rapportés par d'autres auteurs dans la
littérature.
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Chapitre 111 : Activité antifongique des extraits végétaux bruts et des huiles

essentielles

I11.1 Matériel et méthodes

111.1.1 Matériel fongique

I1.L1.1.1 Isolement et purification de la souche fongique phytopathogene « Fusarium
verticillioides »

L’espece fongique « Fusarium verticillioides » est isolée en suivant la méthode de Larran et
al., (2007). Pour cela, une dizaine de grains de blé local sont aléatoirement choisis, désinfectés, puis
placés dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA additionné de I’antibiotique « Chloramphenicol
». Cing grains sont utilisés par boite et plusieurs répliques sont effectuées pour chaque échantillon. Les
boites de Pétri sont ensuite incubées a 27°C et a une humidité relative de 70 + 5% pendant sept jours.
Aprés cette période, la purification des souches est realisée en prélevant I'hyphe terminal des tapis

mycéliens cultivés en boite de Pétri sur un milieu PDA neuf sans antibiotique (Fig. 47).

Afin de verifier I'apparition de contaminations, des observations quotidiennes sont effectuées a
partir du deuxiéme jour d'incubation. Apres le repiquage, les cultures sont conservees a 27°C pendant
une semaine, puis stockées a 4°C pour favoriser la viabilité et limiter I'apparition d'autres genres

fongiques.

Figure 47 : Purification de la souche fongique

111.1.1.2 Identification de la souche fongique purifiée
Une étude approfondie est menée sur la souche fongique issue de I’isolement effectué

précédament. L observation macroscopique (Fig. 48) est réalisée en utilisant une loupe binoculaire qui
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a servi a ’examen a I’ceil nu pour examiner 1’échantillon sur les milieux solides en boite de Pétri et

identifier ses caractéristiques culturelles (telles que le diamétre, la couleur et la forme de la colonie).

D’autre part, un microscope optique a différents grossissements est utilise pour les observations
microscopiques (Fig. 49). Pour cela, il est nécessaire de préparer un montage de préparations
microscopiques, une coloration du matériel a examiner et de réaliser des mesures micrométriques afin
de déterminer les caractéristiques d’hyphes (cloisonnés ou non), la forme de mycélium et le type de
spores sexuelle (Botton et al., 1990, Guiraud, 1998). L’identification de la souche fongique utilisée
pour est réalisée avec Dr Mabdoua samira au niveau du laboratoire phytopathologie de dépertement

Sciences Agronomiques, Faculté SNV/ST Université de Bouira.

Figure 48 : Caracteres macroscopiques de la colonie fongique

A : Face supérieure B : Face inférieure

Figure 49 : Observation microscopique (GX40)
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111.1.2 Evaluation de ’activité antifongique des extraits bruts de C. sempervirens, J. phoenicea,

M. rotundifolia, C. scoparius et A. microcarpus

L'activité antifongique in vitro est évaluée selon la méthode de dilution en gélose (Sharma et
Trivedi, 2002) sur le milieu semi sélectif « PDA » (Fig. 50). Les extraits bruts secs hydro-
méthanolique, hydro-éthanolique, hydro-acétonique et aqueux préparés auparavant par les deux
méthodes d’extraction de C. sempervirens, J. phoenicea, M. rotundifolia, C. scoparius et A.
microcarpus, sont dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) pour donner des dilutions en série de
concentrations : 12,5 pug/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml et 200 pg/ml pour chaque extrait.

Sous des conditions environnementales stériles, le milieu PDA est additionné de ces différentes
concentrations des extraits. Ensuite, les mélanges sont inoculés dans des boites de Pétri d’'une moyenne
de 20 ml par boite, puis laissés solidifier. Un diamétre de 6 mm de la souche d'essai F. verticillioides
est préleve a partir de la marge d’une culture dgée de sept jours a I’aide d’une pipette pasteur stérile.
Les boites de Peétri sont incubées pendant dix jours a une température de 25 +2 °C. La croissance du
mycélium radial est mesurée quotidiennement apres chaque 48h, et la toxicité fongique des extraits est
exprimée en pourcentage d'inhibition de la croissance du mycélium. Pour chaque concentration, quatre

répétitions sont préparées afin de minimiser 1’erreur expérimentale.

Figure 50 : Préparation des boites de Pétri avec les différentes concentrations

111.1.3 Evaluation de Pactivité antifongique des huiles essentielles de C. sempervirens, J.

phoenicea, M. rotundifolia
L’évaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles extraites de C. sempervirens, J.
phoenicea, M. rotundifolia est étudiée sur la méme espéce de F. verticillioides. La toxicité des HEs est
mésurée en utilisant la méthode de contact direct adaptée par Gakuubi et al., (2017). Différentes
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concentrations sont utilisées : 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm et 2000 ppm. Pour améliorer la

solubilité des huiles essentielles dans le milieu de culture, 50 pl de Tween20 sont ajoutés a chaque

concentration.

Les mélanges préparés sont coulés en quantité de 20 ml dans des boites de Pétri de 9 cm de
diamétre. Ensuite a 1’aide d’une pipette pasteur stérile, un fragment de culture fongique de 6 mm de
diamétre est prélevé a partir d’un tapis mycélien agé de sept jours, puis déposé au centre de chaque
boite de Pétri contenant concentration d’huile essentielle différente. Cette opération est répétée pour
chaque concentration, et les boites de Pétri sont fermées hermétiquement avec un parafilm avant d'étre
incubées a 25 +2°C pendant dix jours. Pour minimiser les erreurs expérimentales, cing répétitions et

des boites témoins sont préparées pour chaque concentration.

Selon da Silva Bomfim et al., (2015), les taux d’inhibition de la croissance mycélienne par
rapport aux boites témoins, sont calculés selon la formule suivante :
DC - DE

TI (%) = D—C* 100

T1 : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
DC : Diametre de la zone de croissance du témoin

DE : Diamétre de la zone de croissance de 1’essai

111.1.4 Analyse statistique

Les activités antifongiques des extraits bruts hydro-méthanolique, hydro-éthanolique, hydro-
acetonique et aqueux ainsi que des huiles essentielles présentées en moyenne zecart type sont
statistiquement analysées en utilisant le test de comparaison de Tukey apres une Anova a deux facteurs
(Two way Anova). Toutes les analyses statistiques sont réalisées a l'aide du logiciel Graphpad Prism
8.0.2.

I11.2 Résultat et discussion
111.2.1 Effet des extraits bruts de C. sempervirens, J. phoenicea, M. rotundifolia, C. scoparius et A.
microcarpus vis-a-vis de F. verticillioides

Selon les données présentées dans la figure 51, les pourcentages d’inhibition augmentent avec
I’augmentation des concentrations. En comparant les résultats, il est clair que tous les extraits de C.

sempervirens obtenus par l'extraction assistée aux ultrasons sont les plus efficaces contre le F.

80



Chapitre 111_Activité antifongigue des extraits végétaux bruts et des huiles essentielles
verticillioides. Cependant, les extraits hydro-méthanolique et hydro-acétonique de C. sempervirens

issus de I’extraction assistée aux Ultrasons et la macération ont donné les meilleurs taux d’inhibition de
la croissance mycélienne de F. verticillioides qui varaient respectivement entre 48,58 +2,7% et 52,77
+14,4% avec la concentration 200 pg/ml aprés dix jours d’incubation.

En revanche, I’espéce fongique étudiée s’est avérée moins sensible aux extraits hydro-
éthanoliques avec des taux d’inhibition de 32,44 +7,8% (Macération), de 40,54 +7,8% (Extraction
assistée aux Ultrasons) et aux extraits aqueux 20,0 £11,6% (Macération) ,29,63 +5,77% (Extraction

assistée aux Ultrasons) avec la concentration 200 pg/ml apreés dix jours d’incubation.

Macération 48h Extraction assistée aux Ultrasons

B Hydro-methanolique
a ¢ B Hydro-éthanolique
a a | b Hydro-acetonique
40- b b ¢ B Agueux

Taux d'inhibition (%6)
o
g

Taux d'inhibition (%0)

125 25 50 100 200 12.5 25 50 100 200

Concentration (ug/mL) Concentration (ug/mL)

Figure 51 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne par les extraits bruts de C. sempervirens L.

La figure 52 illustre I'efficacité antifongique des différents extraits de feuilles de J. phoenicea
contre le F. verticillioides aprés dix jours d'incubation. Les résultats varient en fonction des

concentrations examinées, mais dans l'ensemble, les extraits ont montré des propriétés antifongiques
comparables.

Les extraits hydro-méthanolique et hydro-acétonique préparés par I’extraction assistée aux
Ultrasons ont produit les niveaux les plus élevés d'inhibition de la croissance mycélienne avec des
pourcentages de 62,03 +1,78% et 60,68 +1,47% respectivement, et avec 72,97 +0,00% et 60,35 +6,24%

avec les extraits obtenus par la macération a la concentration 200 pg/ml.

Cependant, il est nécessaire de noter que les extraits hydro-éthanoliques préparés par les deux

méthodes d’extractions ont présenté une action non négligeable sur le F. verticillioides en provocant
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des taux d’inhibition de 49,66 +1,2% (Extraction assistée aux Ultrasons) et de 41,46 +1,72%

(Macération). D’autre part, en utilisant les extraits aqueux la souche fongique F. verticillioides était
plus résistante aux concentrations avec des taux d’inhibition de <20%. Selon la figure 52, les extraits

aqueux I’extraction assistée aux Ultrasons atteignent un taux de 31,54 +0,5% par et un taux de 29,63

15,77% par I’extrait de la macération.

Macération 48h Extraction assistée aux Ultrasons
80 807 .
a - B Hydro-methanolique
s a b S .
S 60 a a b I e 60 Bl Hydro-éthanolique
T c
s a b [ I 2 Hydro-acetonique
a c a
2 a0 o I ¢ P £ 40 m Agueux
£ - c T ¢ £
o T ¢ . T °
% 20fc ¢ Ng I % 20
® ; C ®
- 1 i =

o
I

12.5 25 50 100 200

Concentration (pug/mL) Concentration (ug/mL)

Figure 52 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne par les extraits bruts de

J. phoenicea L.

Quant aux résultats de 1’activité antifongique obtenus a partir des extraits de la M. rotundifolia
(Fig. 53), les extraits hydro-méthanolique et hydro-éthanolique obtenus par I’extraction assistée aux
Ultrasons a partir des feuilles de cette plante ont présenté des pourcentages d’inhibition
significativement (P <0,05) elevés allant de 74,20 £5,83% a 71,05 £1,51% respectivement, avec la
concentration la plus élevee 200 pg/ml apres dix jours de traitement, en les comparant avec ceux

obtenus par les extraits hydro-acétonique (67,56 +0,1%) et aqueux (58,97 +3,91%) issus de la méme

méthode d’extraction.

En revanche, les extraits hydro-méthanolique et hydro-acétonique obtenus par la macération ont
révélé des fortes inhibitions de 65,99 +4,23% et 74,35 £7,4%, respectivement ; et les extraits hydro-

éthanolique et aqueux ont donné des taux de 60,0 +0,0 % et 45,28 +2,93 %, respectivement.
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Extraction assistée aux Ultrasons
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Figure 53 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne par les extraits bruts de M. rotundifolia (L.)

En examinant les résultats de la figure 54, le F. verticillioides est apparu tres sensible a toutes
les concentrations des extraits de gousses de C. scoparius avec des pourcentages d’inhibition tres
importants qui varient selon le solvant et la méthode d’extraction. D’ailleurs, des taux de 87,6 +6,34 %,
de 80,22 £2,5 %, de 50,7 +0,86 % et de 53,8 £1,8 % sont enregistrés avec les extraits par la méthode
assistée aux Ultrasons hydro-acétoniques, hydro-méthanolique, aqueux et hydro-éthanolique
respectivement. Les extraits préparés par maceration ont également donné des taux d’inhibition
considérables de 74,55 +2,5 % (hydro-méthanolique), 77,5 £4,34 % (hydro-acétonique), 63,88 +0,86 %
(hydro-ethanolique), et 53,8 £2,8 % (aqueux).

Macération 48h Extraction assistée aux Ultrasons
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° a o )
SN2 a a1 S 80 a B Hydro-éthanolique
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Figure 54 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne par les extraits bruts de C. scoparius L.
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Contrairement aux résultats susmentionnés, de fortes inhibitions de la croissance mycélienne de

F. verticillioides sont notées par les extraits hydro-acétoniques et aqueux obtenus par I’extraction
assistée aux Ultrasons (33,33 +6,34% et 30,35 +0,80%) et par la macération (44,44 +6,34% et 36,35

+0,80%) a 200 pg/ml aprés dix jours d’incubations dans les tests antifongiques avec les fleurs d’A.
microcarpus (Fig. 55).

oo Extraction assistée aux Ultrasons
Macération 48h

60
B Hydro-methanolique

| B Hydro-éthanolique
a aa b Hydro-acetonique
[ o 0 ¢ B Aqueux

404

20 a [a b

Taux d'inhibition (%6)
8
1
o
o
Taux d'inhibition (%0)

Cencentration (ug/mL) Cencentration (ug/mL)

Figure 55 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des extraits bruts d’A. microcarpus.

Le pouvoir antifongique des extraits hydro-méthanolique, hydro-éthanolique, hydro-acétonique
et aqueux préparés par 1’extraction assistée aux Ultrasons et par la macération est évalué in vitro sur la
souche fongique F. verticillioides. Les résultats obtenus ont indiqué que les extraits hydro-
méthanolique et hydro-acétonique des plantes se sont avérés les plus efficaces quasiment dans tous les
tests, sachant que ces deux types d’extraits ont présenté les taux maximaux des composés phénoliques
dans les sessions précédentes (Voir chapitre 1). Donc, il est évident de constater que l'activité

antifongique est en corrélation positive avec la présence de certains métabolites dans les extraits
utilisés.

Selon les résultats de notre €tude, il est clair que les solvants d’extraction utlilisés peuvent étre
plus efficaces que d'autres pour extraire des composés ayant une activité antifongique, ce qui peut
influencer l'efficacité de l'extrait végétaux dans l'inhibition de la croissance fongique (Castillo et al.,
2010). Chez Ortiz et al., (2010), l'extrait hexanique des parties aériennes de Juniperus lucayana a
présenté une activité antifongique plus élevée que I'extrait éthanolique contre le champignon Botrytis

cinerea. En revanche, les résultats de Ameziane et al., (2007) ont rapporté que les extraits
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méthanoliques d’Eucalyptus globulus et de Citrus villosus étaient plus actifs contre les souches

fongiques Penicillium digitatum et Geotrichum candidum que les extraits chloroformiques. En Algérie,
dans I’étude établie par Khalfaoui et al., (2021) le pouvoir antifongique des extraits de chloroforme,
d’acetate d’ethyl et de butanol s’est avéré différent envers les trois espéces de genre candida selon
I’extrait. De plus, les résultats de Sudarez-Jiménez et al., (2007) indiquent que les extraits
méthanoliques de Baccharis glutinosa et Larrea tridentata parraient tres efficaces contre le F.

verticillioides.

Par ailleurs, la souche fongique testée est un facteur important, car elle peut avoir des
sensibilités différentes aux extraits végétaux. Par exemple, une souche fongique résistante a un extrait
végetal peut étre sensible a un autre extrait provenant du meme plante. Thembo et al., (2010), ont
rapporté que les extraits au méthanol et a I'nexane de V. unguiculata et A. spinosus paraient les plus
actifs contre les isolats de Fusarium spp avec des valeurs de concentration minimale inhibitrice
inferieur a 0.5 mg/ml apres 48h, en revanche aucune inhibition de I'Aspergillus spp testée n’est
observée. Dans Okla et al., (2021), les resultats ont montré que parmi les extraits d’Avicennia marina
obtenus par les différents solvants, une activité antifongique est observée uniquement par I'application

d'extrait éthanolique sur 1’Aspergillus fumigatus et Candida albicans.

De plus, les résultats de Rosas-Burgos et al., (2009) ont montré que l'extrait de Baccharis
glutinosa réparti dans l'acétate d'éthyle inhibait completement (100%) la croissance mycélienne de F.
verticillioides a 0,8 mg/ml, alors que la croissance radiale de A. flavus et A. parasiticus est inhibé

uniquement a 70 % a 1,5 mg/ml.

Pareillement, I'espéce végétale utilisée et la méthode d'extraction sont des facteurs importants a
prendre en compte. Les espéces végétales peuvent avoir des proprietes différentes en termes de
composition phénolique et de propriétés antifongiques. La méthode d'extraction peut également
influencer la composition de I'extrait et son efficacité antifongique. Dans le travail de Satish et al.,
(2007), des extraits aqueux de 52 plantes de différentes familles sont testés pour leur potentiel
antifongique contre huit espéeces importantes d'Aspergillus telles que A. candidus, A. columnaris, A.
flavipes, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. ochraceus et A. tamarii, ’activité antifongique obtenue

était variable selon la souche fongique.

Chez Ertirk et al., (2006), les extraits de M. officinalis, P. nigrum, C. annum et C. cyminum

ont montré une activité antifongique contre I’A. niger et C. albicans avec une plage de diameétre de
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zone d'inhibition 10 & 16 mm et ceux de M. piperita et E. arborea ont montré un pouvoir antifongique

plus élevé avec des diametres de zone d'inhibition de 18 a 23 mm, alors que les extraits de L. nobilis,
D. coryophyllum, de J. oxycedrus et de C. arborescens ont donné le meilleur effet antifongique contre
ces deux espéces avec des diametres de 20 a 32 mm.

En résumé, le comportement des extraits végétaux vis-a-vis des champignons phytopathogénes
pourrait étre lié principalement a la différence de la composition phénolique de chaque extrait étudié, la
souche fongique testée, I’espece végétale utilisée ainsi que la méthode et le solvant d’extraction utilisé.
Donc tous ces facteurs doivent étre pris en compte lors de la sélection d'extraits végétaux pour une

utilisation dans le contrdle des champignons phytopathogenes.

111.2.2 Evaluation de I’effet antifongique des huiles essentielles de C. sempervirens et J. phoenicea
M. rotundifolia, vis-a-vis de F. verticillioides

Les pourcentages d'inhibitions de la croissance mycélienne de F. verticillioides induites par les
huiles essentielles des espéces végétales examinées variaient significativement avec le temps ( C.
sempervirens : F4°=86,92 , P<0,0001 ; J. phoenicea : F*°=92,78 , P< 0,0001 ; M. rotundifolia : F
4% = 80.48, P<0,0001), ainsi qu’avec les concentrations incorporées (C. sempervirens : F *° = 23,08,
P<0,0001 ; J. phoenicea : F *° = 41,41, P <0,0001 ; M. rotundifolia : F *°* = 42,16, P <0,0001).

Les figure 56 et 57 montrent une inhibition totale de la croissance mycélienne (100%) de F.
verticillioides chez les boites contenant les huiles essentielles de C. sempervirens et de J. phoenicea,
aux concentrations de 250ppm, 500ppm, 1000ppm et 2000ppm apres les premiers 48h du test. A la fin
du test des taux d’inhibitions considérables sont enregistrés de 60,35 £1,5 % (C. sempervirens) et 55,86
17,03 % (J. phoenicea) a la concentration 1000ppm et des taux de 72,07 +1,55 % (C. sempervirens) et
67,36 +3,92 % (J. phoenicea) a la concentration 2000ppm.

Quant au M. rotundifolia (Fig. 58), apres deux jours de traitement, I’huile essentielle s’est
montrée tres active contre le F. verticillioides qui est completement inhibé (100%). Aucune croissance
n'est observée aux concentrations administrées (0 cm de diameétre) en comparaison avec les boites
témoins. Une croissance légére du champignon est notée au 4°™ jour du test avec les concentrations de
125ppm et 250ppm. Cependant, les concentrations de 500ppm, 1000ppm et 2000ppm ont présenté une
inhibition totale de la croissance a ce temps la. En effet, les pourcentages d’inhibition provoqués par
I’huile essentielle de M. rotundifolia variaient de 55,21 +1,4% & 83,75 +9,3% a la fin du test (Apres dix

jours).
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Figure 55 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne par I’huile essentielle de C. sempervirens L.
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Figure 56 :

Taux d’inhibition de la croissance mycélienne par I’huile essentielle de J. phoenicea L.
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Figure 57 : Taux d’inhibition (%) de la croissance mycélienne par 1’huile essentielle de M. rotundifolia
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Dans I’étude de Rguez et al., (2018), I'évaluation de l'activité antifongique de I'huile essentielle

de C. sempervirens contre Botrytis cinerea de la tomate a révélé un taux d'inhibition de 0% a la
concentration 25 pg/ml pour atteindre les 100% d'inhibition a la dose 1000pg/ml. L'étude de Mazari et
al., (2010), a mis en évidence l'activité antifongique de J. phoenicea et C. sempervirens sur le
Fusarium oxysporium, des taux d'inhibition de 47,1 % et 55,7 % respectivement, sont rapportés avec la
dose de 25 pl/ml.

En outre, I'effet antifongique obtenu par Abu-Darwish et al., (2013) et Politi et al., (2022) est
présenté par I'huile essentielle de J. phoenicea contre plusieurs especes fongiques du genre Aspergilus,
Trichophyton, Arthroderma et Candida. En revanche, Amri et al., (2013) ont révélé un effet important
produit par I'huile essentielle de C. sempervirens sur la germination de Fusarium verticillioides de
79,16 +2,16%, 66,73 +8,5% et 52,81 +5,63% avec cone, feuilles et branches, respectivement.

El Ajjouri et al. (2010), ont expliqué que la composition chimique des huiles essentielles doit
étre prise dans sa totalite. En effet, il ne faut pas négliger ’effet synergique entre différents
constituants, y compris les constituants minoritaires. D'apres les travaux consultés dans la littérature,
I'étude des activités biologiques a révelé que les espéces les plus riches en composés monoterpéniques,
sont les mémes espéces qui ont le plus defficacité inhibitrice, ce qui suggére la corrélation entre le

composant majoritaire des huiles essentielles et leur activité antifongique (Amri et al., 2013).

Le groupe chimique des huiles essentielles présente un pouvoir antifongique en provoquant des
altérations et des destructions au niveau des membranes mycéliennes, en perturbant I'équilibre
osmotique qui conduit a un blocage de la croissance cellulaire, et elles sont également capables
d'inhiber la production de fumonisine (LoOpez et al., 2004 ; Yamamoto-Ribeiro et al., 2013). Selon
Mann et al., (2000), le pouvoir antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d’une rupture de cette derni¢re entrainant une fuite du

contenu cytoplasmique.

L'activité antifongique des huiles essentielles est influencée par plusieurs facteurs tels que leur
composition chimique, la durée d'exposition et la sensibilité des souches fongiques aux cencentration
appliquées. En général, une concentration plus élevée et une exposition plus longue améliore
I'efficacité des huiles essentielles. Cependant, la sensibilité des souches fongiques aux huiles
essentielles peut varier considérablement, il est donc important de prendre en compte tous ces facteurs

pour optimiser leur utilisation comme agents antifongiques.
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Chapitre IV Effet des traitements sur la germination des graines et sur la croissance des plantules
Chapitre 1V : Effet des traitements sur la germination des graines et sur la

croissance des plantules
IV.1 Matériel et méthodes
1VV.1.1 Echantillons de semences

Quatre variétés de blé sont utilisées pour ce test, le blé dur (Sémito et Chen's) et le blé tendre
(ARZ et HD1220), récoltées lors de la campagne agricole 2020/2021 (Fig. 59). Les semences de blé
ont été fournies par la CCLS de la wilaya de Bouira avec l'assurance qu'elles n'ont subi aucun
traitement chimique pendant la période de stockage.

Figure 59 : Semence de ble utilisé

1VV.1.2 Preparation des extraits végetaux et des huiles essentielles

Cing extraits phénoliques aqueux obtenus a partir des feuilles de C. sempervirens, de J.
phoenicea et de M. rotundifolia, des fleurs d'A. microcarpus, ainsi que des gousses de C. scoparius,
sont préparés a l'aide d'un bain a Ultrasons (voir chapitre 1) et utilisés dans cette partie de I'¢tude. De
plus, trois huiles essentielles de C. sempervirens, de J. phoenicea et de M. rotundifolia sont récupérées
par hydrodistillation (voir chapitre 1) et utilisées. D'autre part, deux produits phytosanitaires chimiques,
a savoir le fongicide Tébuconazole et I'insecticide Pirimiphos-methyl, fournis par la CCLS de Bouira,

sont employeés dans I'étude.

1V.1.3 Traitement des semences aux extraits aqueux, aux huiles essentielles et aux pesticides

Les semences de blé dur et de blé tendre saines, intactes et de la méme taille, sont immergées
séparément dans les filtrats végétaux aqueux, dans les huiles essentielles et dans le Tébuconazole et le
Pirimiphos-methyl d’une maniere réguliére et homogene pendant 24h (Fig.60). Des semences
immergées dans l'eau stérile (Témoin) sont préparées paralléelement afin de comparer les résultats. Le

traitement des semences est réalisé a partir d’une solution de :
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e 1 ml/l de Tébuconazole et Pirimiphos-methyl

e 0.1 mg/ml des extraits

e Huile essentielle brute

Figure 60 : Traitement des graines par les extraits et les huiles essentielles

1V.1.4 Test de germination des semences

La méthode consiste a disposer les graines (Fig. 61) a intervalles réguliers dans des boites de
Petri en verre sur un papier Wattman N°5 préalablement imbibés d'eau distillée stérile puis les placer
en incubation dans un phytotron a une température de 25°C pendant 7 jours (Siddiqui et al., 1999).
Selon Malcolm et al., (2003), La vitesse et la durée de germination des graines ne sont pas
significativement affectées par des températures ambiantes allant de 15 a 25°C. Trois répétitions sont
éffectuées pour chaque variété et traitement avec environ de 50 graines par répétition. L'évaluation
consiste a compter le nombre de graines germées, dont le taux de germination est exprimé en
pourcentage (TG%) :

Nombre de graines germées

TGC% = 100
o Nombre total de grains semées ’

Figure 61 : Test de germination
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IV.1.5 Influence des traitements sur la croissance et la vigueur des plantules

L'essai en terreau est réalisé dans des barquettes en plastique comportant des alvéoles (Fig. 62).
Cing graines sont semées par alvéole avec sept répétitions par traitement. Les plantes sont laissées a
incuber pendant 15 jours, avec un arrosage tous les trois jours. Les plantules qui ont poussé, sans
déformation ni dommage, sont soigneusement prélevées du terreau et rincées a l'eau distillee pour
enlever les résidus de terre (Fig. 63). Les longueurs des tiges et des racines des plantules sont ensuite

mesurées avec une regle graduée en cm.
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Figure 62 : Semence de graines de blé Figure 63 : Récupération des plantules

Pour comparer les effets des traitements sur la croissance de chaque variétés, les mesures des
LRs et LTs sont converties en pourcentages d’inhibition. Les conversions sont effectuées selon la

formule utilisée par Benmeddour (2009) et Dhima et al., (2006) :
1% = [(Témoin - Extrait) / Témoin] x 100

| %: Pourcentage d’inhibition
Témoin : Moyenne des répétitions du témoin
Extrait : Pourcentage de la longueur des LTs et LRs

IV.1.6 Teneur moyenne en eau des parties racinaires et aériennes

Les tiges des plantules obtenues sont séparées des racines a 1’aide d’un ciseau, puis placées dans
des boites de Pétri en verre individuellement. Les boites sont ensuite transportées dans une étuve a
45°C pendant 5h. Le poids des boites est pris avant et apres le séchage afin de déterminer la teneur

moyenne en eau (TME %) qui est exprimée selon la formule de Monneveu (1991) :
TME(%) = (PF — PS/PF) « 100

PF : Poids frais des racines ou des tiges

PS : Poids sec des racines ou des tiges
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IV.1.7 Analyse des résultats

Touts les résultats sont exprimés en pourcentages sous la forme de Moyenne *écart type. Les
traitements sont comparés pour leur signification a l'aide des tests d’Anova. Les comparaisons des

moyennes sont réalisées a l'aide des tests statistiques de Dunnett et Tukey.

IV.2 Résultats et discussion
IV.2.1 Taux de germination

Les taux de germination des variétés de blé dur (Sémito et Chen’s) et blé tendre (ARZ et HD
1220) traitées avec les extraits aqueux, huiles essentielles et produits chimiques (Tébuconazole et
Pirimiphos-methyl) sont comparés aux taux de germination des blés non traités. Les résultats sont
illustrés graphiquement dans les figures 64 ,65 et 66.

Le taux de germination des différentes variétés de blé traitées et les témoins était supérieur a
50%, avec le développement d'une radicule et d'une tigelle pour toutes les graines. Les résultats des
tests de germination des échantillons traités avec les extraits aqueux des plantes étaient similaires a
ceux des échantillons témoins. Néanmoins, I'application de I'extrait aqueux des gousses de C. scoparius

a entrainé une diminution significative du taux de germination des graines (Fig. 64).

Le pourcentage de germination exprimé par le nombre des graines germees par rapport au
nombre total des graines semées était de 80,0 +20,0% a 100, £0,0% pour le C. sempervirens, 77,14
+7,55% a 100,0 £0,0% pour le J. phoenicea, 80,6 +7,5% a 100,0 £0,0% pour la M. rotundifolia, 65,14
19,75% a 80,0 +20,0% pour le C. scoparius et 77,4 £7,35% a 88,57 £15,7% pour I’A. microcarpus.
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Figure 64 : Taux de germination des variétés de blé traitées aux extraits aqueux
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L'effet des huiles essentielles sur le taux de germination comparées aux témoins est résumé dans

la figure 65. D'une maniere générale, les taux de germination ont varié selon la variété de 71,42
+19,51% (HD 1220), 82,0 +4,89% (ARZ), 97,14 +7,55% (Chen’s) et 97,0 +0,0% (Sémito) pour le C.
sempervirens, de 60,0 +20,0% (Sémito), 74,28 +15,11% (Chen’s), 57,14 +13,8% (HD 1220), 80
+17,99% (ARZ) pour le J. phoenicea, et de 94,28 +9,75% (HD 1220), 100,0 +0,0% (Sémito), 100,0
+0,0% (Chen’s), 97,14 +7,55% (ARZ) pour la M. rotundifolia.

Le traitement des semences aux huiles essentielles des especes végétales étudiées, n'a pas
entrainé des effets significatifs sur leurs taux de germination comparativement aux témoins, a
I’exception de I’huile essentielle de J. phoenicea qui a influencé sur les paramétres de germination

uniquement de la variété de blé dur « Sémito ».
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Figure 65 : Taux de germination des variétés de blé traitées aux huiles essentielles

Les résultats montrent que le traitement au Tébuconazole a entrainé des taux de germination
supérieurs par rapport aux valeurs témoins, indiquant que les effets de ce fongicide sont moins néfastes
sur la germination que ceux du pirimiphos-methyl, un insecticide qui a également réduit
significativement (P<0,0001) le taux de germination des graines de blé comparativement aux témoins
non traités. En examinant les résultats de la figure 66, il est noté que le traitement des semences avec le

Tébuconazole a augmenté le taux de germination par rapport aux témoins non traités.
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Figure 66 : Taux de germination des quatre variétés de blé traitées aux Tébuconazole et Pirimiphos-
methyl

1VV.2.2 Influence sur la croissance des plantules
Les résultats d’inhibition de la croissance des tiges (ILT) et des racines (ILR) exprimés en
pourcentage (%), sont retrancheés des valeurs témoins. Les illustrations graphiques des taux de

réduction ou d’augmentation par rapport aux témoins sont présentées dans les figures 67, 68 et 69.

La figure 67 montre que la croissance des tiges dans le cas des traitements avec les extraits
aqueux a présenté une augmentation de la longueur des semences de blé dur (Sémito et Chen’s) par
rapport aux semences témoins. En revanche, les tiges des semences de blé tendre (ARZ et HD 1220)
ont présenté des longueurs légérement inférieures a celles des témoins. Les inhibitions de la croissance
des tiges les plus élevées sont enregistrées avec I’extrait de J. phoenicea avec des valeurs de 3,34
+10,57% (pour ARZ) et 3,08 +16,3% (pour HD 1220) et avec I’extrait d’A. microcarpus de 14,84
+13,74% (ARZ) et 8,06 £7,83% (HD 1220).

Dans le cas des racines, les inhibitions des longueurs étaient variantes selon 1’extrait végétal
(Fig. 67), mais il est a noter que ces taux ne dépassent pas les 10%. Les extraits aqueux de C. scoparius
et d’A. microcarpus ont provoqueé des inhibitions selon la variété de 4,68 +8,9 % a 10,0 £13,4 % et de
4,02 £10,18 % a 9,44 +2,44 % respectivement.
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Figure 67 : Pourcentage d’inhibition de la longueur des tiges (ILT) et des racines (ILR) rapporté pour
les semences traitées par les extraits végétaux.

Contrairement aux résultats des extraits aqueux, les semences de blé dur semble plus sensibles a
I’huile essenticlle de J. phoenicea, en provoquant une inhibition de 24,16 +11,33 % (pour la variéte
Sémito) et de 14,93 £13,29% (pour la variété Chen’s). Cependant, des taux d’inhibitions de 10,25
+15,8% et de 15,07 +20,01% sont notés chez les semences de blé tendre des variétés ARZ et HD 1220
respectivemnt (Fig. 68).

D’autre part, la majorité les racines des semences n’ont pas ¢té infleuncées par les huiles
essentielles, a I’exeption des variétés de Sémito et Chen’s qui ont présenté des taux d’ihnibtions de 6,72

+ 8,27% et 20,13 £8,9% par ordre au fait de traitement par 1’huile essentielle de J. phoenicea (Fig. 68).
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Figure 68 : Pourcentage d’inhibition de la longueur des tiges (ILT) et des racines (ILR) rapporté pour

les semences traitées par les huiles essentielles.
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Selon la figure 69, I’application de fongicide (Tébuconazole) et d’insecticide (Pirimiphos-

methyl) a entrainé des taux d’inhibition au niveau des longueurs de tiges des deux varités de ble tendre
avec des pourcentages importants de 37,29 +8,6% (ARZ) et 22,09 +28,23% (HD 1220). En

contrepartie, la coissance des racines de semences n’est pas impactée par les produits chimiques.
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Figure 69 : Pourcentage d’inhibition de la longueur des tiges (ILT) maximal rapporté pour les

semences traitées par le Tebuconazole et le Pirimiphos-methyl

IV.2.3 Teneur moyenne en eau des parties racinaires et aériennes des variétés
L'étude évalue l'impact des extraits végétaux, huiles essentielles et produits chimiques sur la
teneur en eau des parties aériennes et racinaires des plantules de variétés de blé dur et blé tendre. Les

plantules traitées et les témoins sont cultivés pendant 15 jours sous des conditions controlées.

Selon la figure 70, les teneurs en eau different entre les cing extraits aqueux utilisés. Les taux
les plus élevés sont enregistrés chez les variétés traitées par I'extrait aqueux de C. sempervirens, avec
des taux de 12,33 £ 0,01% (Sémito), 12,8 + 0,02% (Chen's), 10,11 + 0,2% (ARZ) et 6,5 + 0,01% (HD
1220), ainsi que chez les variétés mises en contact avec l'extrait d'A. microcarpus, avec des taux de
10,15 £ 0,8 % (Sémito), 13,9 + 0,6 % (Chen's), 8,35 £ 0,3 % (ARZ) et 7,88 + 0,44 % (HD 1220).

En ce qui concerne les parties racinaires des plantules, tous les taux sont proches et s'étalent
entre 2,2 £0,09% a 4,40 = 0,23 % (C. sempervirens), 3,07 = 1,6% a 4,58 % (J. phoenicea), 2,36 + 0,1
% a 5,12 +£0,23% (M. rotundifolia), 2,3 + 0,02 % a 4,66 + 0,12% (C. scoparius), et entre 1,75+ 0,4 % a
3,71 £0,03% (A. microcarpus).
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Figure 70 : Teneur en eau des plantules de blé dur et blé tendre, témoin et traitées au extraits aqueux

des plantes

Les teneurs en eau des plantules traitées aux huiles essentielles sont illustrées dans la figure 71.
Les meilleurs taux sont notés pour les plantules du blé tendre, dont les teneurs en eau des parties
aeriennes sont variantes de 9,08 +0,09 a 11,66 +0,3% (C. sempervirens), 4,55 +0,32 a 8,25 +0,5% (J.
phoenicea), et de 6,9 £0,21 a 10,9 +0,22% (M. rotundifolia). En revanche, les teneurs des parties
racinaires etaitent plus au moins déffirentes et s’¢talent de 2,02 £0,6 a 4,78 £0,18%, de 2,07 £0,02 a
3,74 +0,3 %, et de 2,13 +0,33 a 4,03 +0,02% chez les plantules issues des semences traitées par les

huiles essentielles de C. sempervirens, J. phoenicea et M. rotundifolia, respectivement.
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Figure 71 : Teneur en eau des plantules de blé dur et blé tendre, témoin et traitées aux huiles
essentielles des plantes

98



Chapitre IV Effet des traitements sur la germination des graines et sur la croissance des plantules
Les résultats de la figure 72 mettent en évidence des teneurs en eau des tiges et des racines de

plantules inférieures a celles des témoins pour. En effet, les taux vont de 1,11 + 0,03% a 2,6 + 0,2%
(tiges) et de 1,11 +0,03% a 3,33 +0,55% (racines) pour le fongicide Tébuconazole, et de 0,29 + 0,6 % a
1,11 + 0,08 % (tiges) et de 0,29 + 0,1% a 4,3 +0,5% (racines) pour l'insecticide Pirimophos-methyl.

L'analyse de la variance révele une différence trés hautement significative (P<0,05) du facteur
matiere active, et le test de comparaison des moyennes des teneurs des plantules traitées par rapport
aux plantules témoins confirme les résultats selon lesquels les produits chimiques appliqués ont des
effets négatifs sur les taux d’humidité des plantules.

Tiges Racines
7 10+ ,
= Bl Tébuconazole
X =
Y S 8 EE Pirimiphos-methyl
E 107 % | EE Témoin
£ 26
2 =
= <y
T 54 o
= x
5 3
- s 2+
0- 0-
Sémito  Chen's ARZ HD 1220 Sémito  Chen's ARZ  HD 1220
Variété Variété

Figure 72 : Teneur en eau des plantules de blé dur et blé tendre, témoin et traitées au Tébuconazole et

au Pirimiphos-methyl

Ce chapitre a pour objectif d'étudier I'impact des extraits aqueux, des huiles essentielles ainsi
que de deux pesticides chimiques, a savoir le fongicide Tébuconazole et l'insecticide Pirimiphos-
methyl, sur différentes variétés de blé dur (Sémito et Chen's) et de blé tendre (ARZ et HD 1220).
L'objectif principal de cette étude est d'observer la germination des semences et les premiers stades de

croissance des plantules.

Les résultats obtenus laissent supposer que la plupart des extraits aqueux utilisés pour cette
étude ne présentent aucun effet sur les différents parametres de germination et de croissance de la
majorité des variétés testées. Ces observations sont en accord avec celles de Dabiré (2004) qui a trouvé
que le traitement des semences avec l'extrait aqueux des feuilles de Citronnelle et d'Eucalyptus, n'a pas
entrainé des effets significatifs sur les taux de germination comparativement aux témoins absolus. Par

contre, l'application de I'extrait aqueux de S. longepedonculata et d'E. alba sur les semences de mil a
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fait baisser significativement leur taux de germination. En revanche, l'extrait aqueux des feuilles de

Calotropis procera a sensiblement augmenté le taux de germination des semences par rapport aux

témoins non traités.

Par ailleurs, les résultats de Melakhessou et al., (2018) ont montré que le taux de réduction de
la germination augmentait avec l'augmentation de la concentration des extraits aqueux (20 g/l, 30 g/l et
40 g/l) de Cynodon dactylon L. De méme, Waheed Murad et al., (2016) ont signalé que
l'augmentation de la concentration de l'extrait aqueux de l'espece Silene villosa entrainait un effet
inhibiteur sur la germination, la longueur des racines et des pousses de blé. Nos résultats sont cohérents
avec ces précédents travaux et confirment que I'effet des extraits dépend de leur concentration.

Dans une étude récente menée par Ebrahimifar et al., (2021), I'effet inhibiteur de I'huile
essentielle de F. angulata sur la germination du blé a démontré que la germination des graines n’est pas
affectée par les concentrations testées. En revanche, Liu et al., (2006) ont constaté que les huiles
essentielles d'A. princeps et de C. camphora présentaient une toxicité sur la germination des graines de
blé.

D’apres Benarab (2021) et Zheljazkov et al., (2021), les différents effets des huiles essentielles
sur la germination des graines et sur le développement des plantules, peuvent étre expliqués par la
nature physico-chimique et la concentration de I'huile essentielle. D’ailleurs, les auteurs Nishida et al.,
(2005) et Singh et al., (2006) ont rapporté que l'exposition aux composants chimiques tels que le
pinene, b-pinéne, 1,8-cinéol et le camphre a empéché 1’¢longation des racines de Brassica campestris
en inhibant la prolifération cellulaire dans les méristémes apicaux des racines et diminuait l'indice

mitotique.

Une huile essentielle est un mélange de nombreux composés présents en proportions différentes.
Par conséquent, I'effet d'une huile essentielle sur la germination des graines et la croissance des semis
dépend également des interactions entre ces composés. De plus, a mesure que la concentration varie, la
dominance relative de ces composés change, ce qui détermine ainsi les propriétés globales de I'huile
essentielle (Chou et al., 2003 ; Darabi et al., 2011 ; Yun et Choi, 2002).

Ces résultats suggerent que l'effet des huiles essentielles sur la germination du blé dépend de
leur composition chimique et de leur concentration, ainsi que du temps d'exposition. Néanmoins, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre leurs effets pour déterminer les

concentrations et les méthodes d'application optimales.
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L’analyse de la variance a révélé des effets hautement significatifs des pesticides sur I’ensemble

des parametres de germination des semences, de la croissance des plantules ainsi que des teneurs en
eau. Les résultats ont révélé que le fongicide Tébuconazole a stimulé la germination des semences,
cependant I’insecticide Pirimiphos-methyl appliqué a provoqué des inhibitions considérables au cours
de la présente expérimentation. Des résultats pareils sont dévoilés par les pesticides (Captaf, Bavistin,
Blitox, Sitara et Domarck) appliqués dans 1’étude de Dhanamanjuri et al., (2013) qui ont montré un
effet inhibiteur ainsi qu'un effet favorisant de la germination et de la croissance des semis de la radicule
et de la plumule de Cicer arietinum et Zea mays.

Des éstimations semilaires sont trouvées chez Rangwala et al., (2013) lors de I’application du
fongicide Carbendazim a des concentrations élevées, qui a amélioré la germination des grains de blé.
Ces resultats sont en accord avec ceux déterminés par Taye et al., (2013) qui ont montré que les

traitements de semences avec certains fongicides pouvaient accélérer leur germination.

L’utilisation continue et répétée de familles identiques de fongicides peut avoir des effets
indésirables sur les plantes, qui se manifestent par des signes visibles sur la germination, y compris un
ralentissement de la croissance et une perturbation de I’activité biochimique, en particulier la synthése

des glucides et des acides aminés (Borjiba et Ketif, 2009 ; Dhanamanjuri et al., 2013).

Les concentrations élevées de certains pesticides chimiques nécessitent plus de temps pour se
dégrader et des rapports montrent que des concentrations plus elevées de pesticides ont des effets
nocifs sur les divers parameétres de croissance des plantes (Dhanamanjuri et al., 2013 ; Foster et al.,
1980 ; Reyes, 1975).

Les résultats ont souligné egalement que les différentes variétés de blé présentent des
différences dans leur sensibilité aux extraits aqueux, huiles essentielles et pesticide utilisés. En effet,
chaque variété possede une composition génétique unique qui peut influencer sa réponse aux stress
environnementaux. D’aprés Prasad (1995) et Zhu (2001), I’inhibition de la production d’auxines
traduisant une perturbation de [I’élongation des méristémes ce qui provoque une réduction de
I'allongement des racines. Egalement, les problémes de croissance peuvent étre dus a la conservation de
I’énergie par le systéme umminitaire du végétal pour la défense et pour réduire les risques de
dommages. Selon Aya et al., (2011), les variations des taux de la germination des semences dépend
essentiellement de leurs qualités physiques, physiologiques et sanitaires, ainsi que les conditions de

stockage.
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Conclusion

Conclusion

Dans le cadre de recherche de substances naturelles biologiquement actives, les espéces locales
traditionnellement utilisées dans la médcine thérapeutique sont choisies. Les essences appartiennent
aux familles des Lamiaceae: Mentha rotundifolia (L.) Huds, des Cupressaceae: Cupressus
sempervirens L. et Juniperus phoenicea L., ainsi que les Fabaceae : Cytisus scoparius L. et les
Asphodelaceae : Asphodelus microcarpus Salzm& Viv. Elles sont récoltées de stations a différentes
altitudes de la région de Bouira. Les extraits de ces plantes sont utilisés pour rechercher leurs effets
insecticides et antifongiques dans la présente étude.

Cette recherche consiste a analyser quantitativement certains métabolites secondaires a savoir
les polyphénols, les flavonoides, et les tanins hydrolysables et condensés, ainsi que des huiles
essentielles. L objectif de ce travail était de comparer les rendements secs d’extraction et les teneurs en
métabolites secondaires obtenus par quatre solvants de différentes polarités tels que 1’hydro-
méthanolique, 1’hydro-éthanolique, I’hydro-acétonique (Dilués a 50%) et aqueux. Chaque extrait de
plante est préparé par deux méthodes d’extractions a savoir la macération et I’extraction assistée aux

Ultrasons.

A la lumiere des résultats obtenus, il est clair que la technique d'extraction et les solvants
utilisés ont une incidence sur la teneur en constituants metabolites secondaires. Les solvants hydro-
acetoniques et hydro-méthanoliques semblent étre les plus recommandés et efficaces pour atteindre des
niveaux considérables de composés bioactifs. De plus, les extractions assistées aux Ultrasons peuvent
étre une alternative viable aux méthodes d'extraction conventionnelles, dans le but d’économiser le

temps et 1’énergie consommeée.

La mise en évidence de différentes classes des métabolites secondaires constituants les plantes
permet d’obtenir une meilleure compréhension de leurs activités biologiques potentielles. Les extraits
analyses ont présenté des taux élevés de composés phénoliques ainsi que des rendements satisfaisants
en huiles essentielles qui sont généralement des composés actifs. Par conséquent, les extraits obtenus

étaient utiliés pour divers tests insecticides et antifongique.

La présente étude a permis d’évaluer I’activité insecticide des extraits phénoliques hydro-
méthanolique, hydro-ethanolique, hydro-acétonique, et aqueux préparés par deux méthodes

d’extraction a partir d’un ensemble de plante récoltées a la région de Bouira sur différents sites.
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Conclusion
Il est important de souligner que les résultats obtenus lors de 1’évaluation de I’activité

insecticide par contact avec les extraits phénoliques ont prouvé clairement que leurs efficacités sont
influencées par la méthode d’extraction ainsi que par le solvant d’extraction utilisé. Les extraits hydro-
méthanoliques et hydro-acétoniques obtenus par I’extraction assistée aux Ultrasons ont présenté les
pourcentages de mortalité les plus élevés. Ces deux types d’extrait ont donnée les meilleures teneurs en
composeés phénoliques, cela permet de confirmer que I’activité insecticide des extraits est en corrélation

positive avec la richesse en métabolites secondaires en particulier les polyphénols.

Par ailleurs, les huiles essentielles issues des feuilles de la M. rotundifolia, C. sempervirens et J.
phoenicea sont testées pour leurs effets insecticides. Les résultats obtenus ont montré que ces huiles
essentielles présentaient un pourvoir insecticide qui a donné des pourcentages de mortalité
considérables chez les adultes de R. dominica et T. castaneum. Cependant ce dernier s’est avéré le plus
tolérant face aux huiles essentielles par rapport aux capucins des grains. Des valeurs importantes de
CLso sont éstimées pour les huiles essentielles de M. rotundifolia (12,3 ul/ml), J. phoenicea (3,74
pl/ml) et C. sempervirens (16,1ul/ml) chez les adultes de R. dominica.

Les huiles essentielles des especes aromatiques M. rotundifolia, C. sempervirens et J. phoenicea
testées pour leur effet insectifuge ont montré une activité répulsive tres importante aux différentes

concentrations employées.

L'utilisation d'extraits vegétaux et des huiles essentielles comme alternative aux insecticides
synthétiques dans les endroits de stockage peut contribuer a réduire l'usage de produits chimiques et,
par conséquent, diminuer les effets indésirables tels que les résidus, la résistance et la pollution

environnementale.

La détermination de I’activité antifongique est réalisée sur la souche fongique F. verticillioides
obtenue apres une série de purification et une identification microscopique. Les tests sont effectués par
la méthode de dilution en milieu gélose. Les résultats montrent que la croissance mycélienne variait en

fonction de temps et de concentrations introduites.

Les extraits végétaux de Mentha rotundifolia, Juniperus phoenicea et Cytisus scoparius se sont
révélés les plus efficaces contre le F. verticillioides avec des pourcentages allant jusqu’a 70% et 80%.
Pour la plupart de ces especes végétales, les extraits hydro-acétoniques et hydro-méthanoligque ont

présenté les plus fortes inhibitions de la souche fongique étudiée.
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Conclusion
Les huiles essentielles de M. rotundifolia, C. sempervirens et J. phoenicea ont montré une

activité fongicide importante a des concentrations faibles avec des taux de 83,75 +9,3%, 55,86 +7,03%
et 60,35 +1.5% respectivemnt. La différence de la sensibilité¢ de la souche fongique aux huiles
essentielles peut étre due a certains facteurs, a savoir la dose appliquée, le solvant et la méthode

d’extraction utilisés pour la préparation des extraits phénoliques.

Les huiles essentielles de M. rotundifolia, C. sempervirens et J. phoenicea de différentes
concentrations sont testées pour leurs effets sur la germination des graines et la croissance des plantules
de quatre variétés de blé stockées a la CCLS de Bouira (blé dur et blé tendre) sous les conditions de
laboratoire. Les extraits aqueux ainsi que les huiles essentielles testés n’ont pas présenté une activité
inhibitrice significative de la germination des graines ou sur la croissance aérienne et racinaire par

rapport aux semences traitées par le fongicide « Tébuconazole » et I’insecticide « Pirimiphos-methyl ».

A P’issu de ce travail, de nombreuses réflexions et recommandations sous forme perspectives de
recherche peuvent étre dégagées dans le but de poursuivre cette étude et d’une bonne exploitation des

résultats obtenus, de ce fait il serait intéressant de :

e Reéaliser des etudes approfondies et des investigations supplémentaires pour développer un
modéle mathématique permettant de contrbler et de prédire l'optimisation des paramétres du
processus d'extraction verte pour améliorer le rendement des extraits végétaux bruts avec des
activités insecticides et antifongiques intéressantes.

e Déterminer par des models numériques les conditions optimales de récolte des plantes afin
d’obtenir des rendements élevés en extraits utils.

e Etablir la composition chimique des extraits phénoliques et des huiles essentielles étudiés et
évaluer I’activité insecticide des composés majeurs sur le Rhyzpertha dominica (F.) et
Tribolium castaneum Herbst.

e Exploiter d’autres activités biologiques de ces espéces végeétales.

e Déterminer le mécanisme d’action de ces différents extraits et de ces huiles essentielles sur la
cible.

e Evaluer les effets synergiques ou antagonistes des huiles essentielles et des extraits bruts

insecticide et antifongique.
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Résumé

Les plantes Cupressus sempervirens L., Juniperus phoenicea L., Mentha rotundifolia (L.),
Cytisus scoparius L. et Asphodelus microcarpus Salzm& Viv., récoltées dans la région de Bouira sont
séléctionnées pour évaluer leurs activités insecticides, antifongique ainsi que leurs effets sur la
germination des grains de blé stockés. Les résultats des dosages ont montré que la technique
d'extraction et les solvants utilisés affectent la teneur en composes phénoliques, flavonoides et en tanins
(Condenses et hydrolysales), dont les solvants hydro-acétoniques et hydro-méthanoliques obtenus par
extraction assistée aux Ultrasons semblent étre les plus efficaces pour atteindre des rendements
considérables de ces métabolites. L’évaluation de I’activité insecticide des extraits par contact a montré
une corrélation positive avec la méthode et le solvant d’extraction utilisé. Les extraits hydro-
méthanoliques et hydro-acétoniques obtenus par I’extraction assistée aux Ultrasons ont présenté les
pourcentages de mortalité les plus élevés. D’autre part, les huiles essentielles extraites de M.
rotundifolia, C. sempervirens et J. phoenicea sont révélées comme des agents insecticide en provocant
des mortalités allant jusqu’a 100% chez les adultes de R. dominica et T. castaneum. Dans le test
antifongique in vitro les résultats montrent que les extraits de M. rotundifolia, de J. phoenicea et de C.
scoparius étaient les plus efficaces contre le F. verticillioides. Pour la plupart de ces especes végétales
les plus fortes inhibitions sont enregistrées avec les extraits hydro-acétoniques et hydro-méthanolique.
En revanche, les huiles essentielles de M. rotundifolia, de C. sempervirens et de J. phoenicea ont
présenté un pouvoir antifongique importantde 72,07 +1,85%, 67,36 £3,92% et 83,75 +9,3%
respectivement. Les extraits aqueux et les huiles essentielles testés n’ont présenté pas des effets
inhibiteurs significatifs sur la germination des graines et sur la croissance des plantules.

Mot clés: Plantes médicinales, Extraction, Composés phénoliques, Solvant, Activité insecticide,

activité antifongique, germination, blé, Bouira.



Abstract

The plants Cupressus sempervirens L., Juniperus phoenicea L., Mentha rotundifolia (L.),
Cytisus scoparius L. and Asphodelus microcarpus Salzm& Viv. collected in the Bouira region were
selected to evaluate their insecticidal and antifungal activities as well as their effects on the germination
of stored wheat grains. The assay results showed that the extraction technique and the solvents used
affect the content of phenolic compounds, flavonoids and tannins (condensed and hydrolysable), of
which hydro-acetonic and hydro-methanolic solvents obtained by Ultrasonic assisted extraction seem
to be the most efficient solvents to achieve considerable yields of these metabolites. Evaluation of the
insecticidal activity of the extracts by contact showed a positive correlation with the extraction method
and the extraction solvent used. The hydro-methanolic and hydro-acetonic extracts obtained by
Ultrasound assisted extraction showed the highest mortality percentages. On the other hand, the
essential oils extracted from M. rotundifolia, C. sempervirens and J. phoenicea were found to be
insecticidal agents, causing up to 100% mortality in adults of R. dominica and T. castaneum. The
results of in vitro antifungal test show that extracts of M. rotundifolia, J. phoenicea and C. scoparius
were the most effective against F. verticillioides. For most of these plant species the strongest
inhibitions were recorded with the hydro-acetonic and hydro-methanolic extracts. In contrast, the
essential oils of M. rotundifolia, C. sempervirens and J. phoenicea exhibited significant antifungal
activity: 72.07 +£1.85, 67.36 +3.92 and 83.75 £9.3 (%) respectively. The aqueous extracts and essential

oils tested showed no inhibitory effect on seed germination and seedling growth.

Keywords: Medicinal plants, Extraction, Phenolic compounds, Solvent, Insecticidal activity, antifungal

activity, germination, wheat, Bouira.
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Keywords:
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Secondary metabolites

Insecticidal activity

Medicinal plants represent an enormous potential source of chemical derivatives with many therapeutic prop-
erties whose variability is modified by exogenous factors. The present research focused on the evaluation of the
effects of solvents with different polarities (hydro-methanolic, hydro-ethanolic, hydro-acetonic, and aqueous)
and the extraction methods: maceration extraction (ME), and ultrasound-assisted extraction (UAE) on the total
phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC), and total condensed tannins (TCT) in Cupressus semper-
virens L., Juniperus phoenicea L., Mentha rotundifolia (L.) Huds, and Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. extracts.
The toxicity by contact of the plant extracts obtained against Tribolium castaneum (Herbst) adults was studied.
The quantitative characterization revealed significant differences (p <0.05) in the secondary metabolites of the
different extracts analyzed depending on the method and solvent used. The result of the contact test indicated
that the hydro-acetonic extracts obtained by ultrasound-assisted extraction exhibited the strongest insecticidal
power with a corrected mortality of 59.25 + 6.41% and 51.72 + 11.54% for C. sempervirens L. and J. phoenicea
L., respectively, and a mortality rate of 66.66 + 5.77% was recorded for the hydro-methanolic extract of
M. rotundifolia (L.) Huds. While in A. microcarpus Salzm. & Viv., the highest mortality rate (33.33 £+ 7.07%) was
registered in the hydro-acetonic extract obtained by maceration. The results show that there is a strong rela-
tionship between the efficacy of extracts as biopesticides and their abundance in biomolecules.

1. Introduction (Al-Snafi 2016; Bouyahya et al., 2017; Sola et al., 2014).

Previous studies have corroborated the proportional correlation be-

Currently, the different uses of medicinal plants are gradually taking
a very important place in the biological and agronomic fields, because of
their effectiveness as antibacterial, antifungal, insecticidal, and antiox-
idant agents. In particular, secondary metabolites are represented as
biomolecules of different structures that have several substantial effects
(Boussouf et al., 2017). However, it is necessary to use these metabolites
in a way that does not have adverse consequences for the environment
or human health; problems that some synthetic products of chemical
origin pose. As such, the research aspect of plant extracts is a scientific
theme that has continues to attract researchers from different disciplines

tween the biological activities and the content of phenolic compounds in
plant extracts (Cavar et al., 2021; Hasaballah et al., 2018). In general,
these secondary metabolites are significantly influenced by solvent and
extraction method, therefore, their choice is considered a crucial step
that need to be thoroughly studied to ensure the optimal dissolution of
bioactive agents (Ghasemzadeh et al., 2015; Hayouni et al., 2007).
The ultrasonic vibrations of the bath allow the extraction of specific
plant components by reducing the consumption of time and energy,
simplifying the handling, and guaranteeing the purity of the final
product (Chemat et al., 2017; Yong-guang et al., 2012). Despite the lack
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of some improvements in terms of efficiency and time constraints,
comparative studies of conventional and innovative extraction methods
have justified that the maceration process is the most commonly used in
the field of extraction (Cacique et al., 2020; Gori et al., 2021).

Several plants belonging to the families of Cupressaceae, Lamiaceae,
and Liliaceae have been previously evaluated for their pharmacological
effects (Barnawi et al., 2021; Boussouf et al., 2017; Mayouf et al., 2019).
Furthermore, the Agri-food sector can benefit from plant extracts
through their use in integrated pest management strategies as
bio-products with fungicidal and insecticidal effects to combat certain
crop pests and phytopathological fungi (Alharbi et al., 2021; Dane et al.,
2016).

To our knowledge, and according to literature data, there are few
previous works addressing the subject of ultrasound-assisted extraction
compared to conventional extractions of plant biomolecules from our
target plants, C. sempervirens L., J. phoenicea L., M. rotundifolia (L.) Huds,
and A. microcarpus Salzm. & Viv. Therefore, and with the main objective
of valorizing the plant heritage; the present study is interested in the
crude extracts of these plants, of which this research aims at extracting,
estimating, and comparing the contents of certain metabolite com-
pounds (phenolic, flavonoids, and tannins) obtained by four solvents
through two extraction methods. Secondly, to highlight the relationship
between the contents of bioactive compounds in plant extracts and their
activities as insecticides, in order to develop possible new biological
additives.

2. Materiel and methods
2.1. Plant materials

The aerial parts (Leaves) of «C. sempervirens L. » and « J. phoenicea L.
», « M. rotundifolia (L.) Huds », and « A. microcarpus Salzm. & Viv.»
flowers, were collected from different areas of the region of Bouira,
Algeria (36.2835299° N, 3.9878427° E), during March and May 2020.
All plant species used for this study were determined and confirmed with
the Herbarium of the department of botany of national high school of
agronomy El-Harrach (Algiers).

2.2. Preparation of extracts

The parts of each plant used for extraction were separated manually,
rinsed with distilled water and dried for 7-10 days depending on the
plant at 25 + 2 °C in a dark laboratory room. Then, they were ground
with an electric grinder until fine powders were obtained, which were
then passed through a 200 pm diameter sieve.

2.2.1. Preparation of extraction solvents

The extractions were carried out using different types of solvents
previously prepared in mixture with distilled water: 50% (v/v) methanol
(hydro-methanol), 50% ethanol (hydro-ethanol), 50% acetone (hydro-
acetone), and distilled water.

2.2.2. Maceration extraction (ME)

The different extracts were prepared by mixing 20 g of raw plant
material with 200 mL of hydro-methanol, hydro-ethanol, hydro-
acetone, and distilled water, separately in a glass vial; the mixtures
were left to macerate in the dark for 48 h at 25 + 2 °C under silent
magnetic stirring at 200 rpm/min (Xu et al., 2017).

2.2.3. Ultrasound assisted extraction (UAE)

The method adopted for this extraction was that of Xu et al. (2017),
with some modifications. The principle of this extraction method is to
use an ultrasonic bath with sound vibrations (J.P. SELECTA- Spain) of
50/60 Hz and a maximum power of 195 W. A mass of 20 g of plant
powder was mixed with 200 mL of hydro-methanol, hydro-ethanol,
hydro-acetone, and distilled water, separately, previously prepared, at
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40 C° for 20 min.

The mixtures obtained by these two extraction methods were filtered
and then centrifuged (Sigma- Germany 220-240V) at 3000 rpm/min for
15 min. The extracts were dried under vacuum until a completely dry
material was obtained. The crude extracts were stored at 4 °C until use.
All chemicals used in this study were of analytical grade and were all
purchased from Sigma-Aldrich (Germany) and BIOCHEM Chemo-
pharma (France).

2.3. Determination of total phenolic content (TPC)

The method described by Wong et al. (2006) was adopted to estimate
the total phenolic content. A volume of 500 pL of diluted aliquots was
placed in test tubes and 500 pL of Folin Ciocalteu reagent (10%) was
added, followed by the addition of sodium carbonate (7.5%) after 4 min
incubation in the dark. The test tubes were vortexed and incubated for
30 min at room temperature. The TPC was measured at 765 nm using a
UV-VIS spectrophotometer model SP-3000 Nano. The TPC rates were
expressed as mg gallic acid equivalents per g of dry matter (mg GAE/g).

2.4. Determination of total flavonoid content (TFC)

According to Alara et al. (2018), a volume of 1 mL of each diluted
extract was mixed with 1 mL of AlICl3 (2%, prepared in methanol) in a
test tube and incubated in the dark for 1 h at room temperature. The
flavonoid content of the extracts was measured at 420 nm using a
UV-VIS spectrophotometer model SP-3000 Nano. The TFC rates were
expressed as mg quercetin equivalents per g of dry matter (mg QE/g).

2.5. Determination of total condensed tannins content (TCT)

The condensed tannins content was determined according to the
vanillin method described by Julkunen-Tiitto (1985) with some modi-
fications. A volume of 50 pL of each extract was added to 750 pL of
vanillin (4%). The resulting mixture was shaken vigorously, and 375 pL
of concentrated hydrochloric acid was added and incubated to react at
room temperature for 20 min. The absorbance was measured at 550 nm.
The TCT rates were expressed as mg catechin equivalents per g of dry
matter (mg CE/g).

2.6. Contact toxicity

The experimental design of the insecticide test was completely ran-
domized with four replicates by a dose of the hydro-methanolic, hydro-
ethanolic, hydro-acetonic, and aqueous extracts obtained previously.
Ten experimentally conditioned individuals from permanent laboratory
rearing and newly emerged of T. castaneum (Herbst) of identical size
were distributed in glass Petri dishes. The tests were carried out ac-
cording to the methodology described by de Cassia Seffin et al. (2010),
in which the insects were treated with extracts prepared at different
doses (50, 100, 200, 300, and 400 ug/mL) separately. A volume of 1 pL
of each dose was applied topically to the dorsal surface of adults using a
micropipette. They were then left in the open air for 10 min before being
placed in 75 g glass vials, covered with organza cloth and containing 10
g of crushed sterile wheat seeds. The jars were incubated under
controlled conditions of 27 + 2 °C and 75% relative humidity. Using the
same toxicity test procedure, control lots were used to determine cor-
rected mortality (Abbott, 1925).

2.7. Statistical analysis

The graphical representation of the results was carried out by
GraphPad Prism 8.0.2. The mean value was accompanied by standard
deviations (means + SD). All extraction analyses were performed in
triplicate (n = 3). The statistical analysis of the results was performed
using the Two-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s
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comparison test. The difference between two values is considered sig-
nificant when P <0.05.

3. Results
3.1. Comparison of total phenolic content (TPC)

As shown in Fig. 1, significant differences (p <0.05) were recorded by
presenting the highest TPCs in the hydro-acetonic extracts obtained by
UAE (566.5 + 10.66 mg GAE/g in C. sempervirens L., 587.0 + 9.2 mg
GAE/g in J. phoenicea L., and 353.0 + 10.75 mg GAE/g M. rotundifolia
(L.) Huds), and obtained by ME (509.0 + 13.00 mg GAE/g in
C. sempervirens L., 498.1 + 15.7 mg GAE/g in J. phoenicea L., and 414.33
+ 11.08 mg GAE/g in M. rotundifolia (L.) Huds). On the other hand, no
significant difference (p > 0.05) was recorded for the A. microcarpus
Salzm. & Viv. extracts with values ranging from 39.33 + 10.61 mg GAE/
g to 69.1 + 8.0 mg GAE/g. The C. sempervirens L., J. phonicea L., and
M. rotundifolia (L.) Huds, TPCs varied significantly (p <0.05) in the same
solvents by changing the extraction method (Fig. 1. Table 1)

3.2. Comparison of total flavonoid content (TFC)

The results of the quantitative estimation of TFC illustrated in Fig. 2
show that the hydro-methanolic extracts were highly significant (p <
0.05) compared to the hydro-acetonic, hydro-ethanolic, and aqueous
extracts; and gave the highest levels on TFC in C. sempervirens L.,
J. phoenicea L., and M. rotundifolia (L.) Huds, with 23.68 + 0.82 mg QE/
g, 25.8 + 1.31 mg QE/g, and 33.1 + 0.32 mg QE/g respectively,
recorded for the extracts obtained by UAE, and 58.85 + 0.23 mg QE/g,
37.0 + 0.83 mg QE/g, and 40.9 + 0.1 mg QE/g recorded for the extracts
obtained by ME in plants in the same order mentioned previously. In
A. microcarpus Salzm. & Viv., the hydro-acetonic extract obtained by ME
significantly (p < 0.05) presented the best TFC value (28.41 + 0.3 mg
QE/g). In contrast, no significant difference (p >0.05) was indicated in
the extracts obtained by UAE. From Fig. 2 and Table 2, it is clear that the
yields of acquired flavonoids are significantly (p < 0.05) influenced by
the extraction methods.
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Table 1
Significant difference (p <0.05) between the of total phenolic content (TPC)
obtained by two extraction methods for the same solvent.

P value
C. J. phoenicea M. A.
sempervirens rotundifolia microcarpus
M. UAEXM.  0.0005%** 0.0045%* 0.0041%* 0,4727™
ME
E. UAE X E. 0.9926™° 0.3762"° 0.0006*** 0,2170™°
ME
Ac. UAE X 0.0041%* <0.0001****  <0.0001**** 0,2487™°
Ac. ME
Aq. UAE X 0.0002%** <0.0001****  <0.0001**** >0,9999 "
Aq. ME

*M: Hydro-methanolic extract, E: Hydro-ethanolic extract, Ac: Hydro-acetonic
extract, AqQ: Aqueous extract, UAE: Ultrasonic assisted-extraction, ME: Macer-
ation extraction.

3.3. Comparison of total condensed tannins (TCT)

Fig. 3 shows that the TCT levels registered in the hydro-acetonic
extracts (84.33 £ 7.98 mg CE/g by UAE, and 86.47 + 0.37 mg EC/g
by ME) and the hydro-ethanolic extracts (78.0 + 6.0 mg EC/g by UAE,
and 72.0 + 6.0 mg EC/g by ME) of C. sempervirens L. were significantly
(p <0.05) higher than in the aqueous and hydro-methanolic extracts.
Also, in J. phoenicea L. the hydro-acetonic extracts gave significantly (p
<0.05) the maximum contents of condensed tannins (161.0 + 7.0 mg
EC/g by UAE, and 120.0 + 2.27 mg EC/g by ME). In contrary, in
M. rotundifolia (L.) Huds, the values found in aqueous extracts obtained
by UAE (8.7 + 0.11 mg CE/g) and obtained by ME (7.89 + 0.09 mg CE/
g) were highly significant (p <0.05) compared to the rest of the extracts.
In the case of A. microcarpus Salzm. & Viv. the highest content was noted
on hydro-acetonic extract (7.0 + 0.1 mg CE/g) obtained by UAE and the
aqueous extract (9.25 + 0.77 mg CE/g) obtained by ME. Depending on
the plant, the TCT of the extracts vary significantly (p <0.05) according
to the extractions systems for the same solvents (Fig. 3. Table 3)
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Fig. 1. Effect of different solvents on the total phenolic content (mg GAE/g) of plant extracts obtained with Ultrasonic assisted extraction (UAE) and maceration
extraction (ME). The data are means =+ Standard deviation of three replicates. The histogram for the same extraction system with different letters indicates significant

differences at p <0.05.
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Table 2
Significant difference (p <0.05) between the total flavonoid content (TFC) ob-
tained by two extraction methods for the same solvent.

P value
C. J. phoenicea M. A.
sempervirens rotundifolia microcarpus
M. UAE X <0,0001 **** <0,0001 **** <0,0001 **** <0,0001 ****
M. ME
E. UAEXE. <0,0001**** <0,0001****  <0,0001**** 0.0015**
ME
Ac. UAE X <0,0001 **** <0,0001 **** <0,0001 **** <0,0001 ****
Ac. ME
Aq. UAE X <0,0001%*** <0,0001%****  <0,0001**** <0,0001 ****
Aq. ME

*M: Hydro-methanolic extract, E: Hydro-ethanolic extract, Ac: Hydro-acetonic
extract, Aq: Aqueous extract, UAE: Ultrasonic-assisted-extraction, ME: Macer-
ation extraction.

3.4. Contact toxicity of raw extracts

The evolution of dose-corrected mortality of the different extracts is
presented in Fig. 4. The contact toxicity of plant extracts tested at
different doses on T. castaneum (Herbst) adults showed variable rates
depending on the extraction and solvent used after 10 days of treatment.
The percentage of corrected mortality ranged from 23.33 + 5.00 to
59.25 + 6.14, 51.72 4+ 11.54 to 23.00 + 5.77, 66.66 + 5.77 to 40.00 +
10.00, 24.13 +5.77 to 10.00 + 7.07 (%), respectively for C. sempervirens
L., J. phoenicea L., M. rotundifolia (L.) Huds, and A. microcarpus Salzm. &
Viv. extracts obtained by UAE. In contrast, the insecticidal test results of
the extracts obtained by ME were from 42.85 + 5.77% to 20.00 +
10.00% for C. sempervirens L., 48.27 + 17.32 to 20.00 + 10.00% for
J. phoenicea L., 62.95 + 5.77 to 37.07 + 5.77% for M. rotundifolia (L.)
Huds, and 33.33 + 7.07 to 6.66 + 0.00% for A. microcarpus Salzm. &
Viv.

4. Discussion

In the present study, the extracts were prepared from the aerial parts
of the plants, which are the parts more studied for their biological ac-
tivities (Chassagne et al., 2020; Ennajar et al., 2009; Malmir et al., 2018;
Tumen et al., 2012). The aim is to prevent the plants from being
uprooted and to ensure their regeneration. Secondly, to overcome the
problems associated with the solid-liquid extraction process, much effort
has been devoted in the present study to improving the yield of bioactive
compounds by varying some fundamental parameters. In this context,
four solvents with different polarities were used in the form of a Sol-
vent/water mixture to ensure increased solubility of the bioactive
compounds (Klotoé et al., 2020; Hayouni et al., 2007).

The results show that the different plant extracts vary significantly in
content, even for species of the same family. The UAE method registered
the best TPC values in forest species of the family « Cupressaceae », this
result can be justified by the similarity of their plant structure, which
requires a mechanical action accompanied by a moderate temperature
that causes the bursting of plant cells and ensures the exudation of this
type of bioactive molecules. Moreover, the results of Klavins et al.
(2017) and Silva et al. (2021) confirm the effectiveness of this process on
the release of polyphenols into the solvent during extraction. On the
other hand, statistical analysis showed that extracts of M. rotundifolia
(L.) Huds and A. microcarpus Salzm. & Viv. obtained by 48 h maceration
presented significantly the best polyphenol contents. These findings are
consistent with those reported by Boussouf et al. (2017), Di Petrillo et al.
(2016), and Mayouf et al. (2019), who reported significant polyphenol
contents after 48 h and 24 h of maceration. On the other hand, it can be
noted that distilled water gave the highest TPCs using the UAE method
for all the plants studied compared to those obtained by ME using the
same solvent. It is therefore subjective that phenolic compound are
sensitive molecules to external effects, and they were degraded in con-
tact with water for 48 h at 25 °C (Osorio-Tobon 2020).

An order can be established for all phenolic extracts of the different
plant species studied as follows: hydro-acetonic, hydro-methanolic,
aqueous, and hydro-ethanolic, concerning the extracts obtained UAE.
While a different order was noted for the extracts obtained by ME:
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Table 3
Significant difference (p <0.05) between the total condensed tannins (TCT) ob-
tained by two extraction methods for the same solvent.

P value
C. J. phoenicea M. A.
sempervirens rotundifolia microcarpus
M. UAE X 0.0001 *** <0,0001****  <0,0001**** 0.0002%***
M. ME
E. UAE X E. 0.8715™ 0.8741™ 0.9964"° 0.0006***
ME
Ac. UAE X 0.9996" <0,0001****  <0,0001* 0.9973"
Ac. ME
Aq. UAE X >0.9999™° <0,0001 **** <0,0001 **** <0,0001 ****
Aq. ME

*M: Hydro-methanolic extract, E: Hydro-ethanolic extract, Ac: Hydro-acetonic
extract, Aq: Aqueous extract, UAE: Ultrasonic-assisted extraction, ME: Macer-
ation extraction.

hydro-acetonic, hydro-methanolic, hydro-ethanolic, and aqueous.
However, the results of the current study are not consistent with pre-
vious studies adopting 24 h maceration (Brahmi et al., 2017; Rita et al.,
2016).

In contrast to TPC, C. sempervirens L., J. phoenicea L., and
M. rotundifolia (L.) Huds, hydro-methanolic extracts presented the
highest TFC for both extraction methods. Moreover, Redhouane et al.
(2020) and Soltani et al. (2018) reported that the TFC recorded for the
methanolic extracts was higher than those recorded for the aqueous
extracts. In J. phoenicea, the quantitative estimation of flavonoids con-
tent reported by Keskes et al. (2014) and Soltani et al. (2018), revealed a
very high flavonoids content of 98.36 + 6.27 mg CE/g and 176.0 + 0.52
mg CE/g, respectively, on the methanolic extracts obtained by macer-
ation. In contrast, Ozturk et al. (2011) and Tumen et al. (2012)
concluded that acetone was the best solvent for extracting flavonoids.
However, this result disagrees with that of Di Petrillo et al. (2016) and
Lazarova et al. (2020), who reported that extracts prepared in methanol
and in ethanol by maceration present the highest flavonoids content in
some species of the genus Asphodelus. Statistical analysis revealed that
for all plants studied, the highest TFCs were recorded for extracts

obtained by ME. These results confirm the frequent use of this method to
extract flavonoids from the plants studied (Rani et al., 2021).

The statistical analysis of TCT shows that hydro-acetonic and hydro-
ethanolic extracts of C. sempervirens L. and J. phoenicea L., and aqueous
extracts of M. rotundifolia (L.) Huds and A. microcarpus Salzm. & Viv.
were significantly different. For C. sempervirens, the highest value of
108.9 + 8.35 mg CE/g was recorded in the hydro-acetonic extract, this
value is higher than that reported by Rahmani et al. (2019) and Rguez
et al. (2019) for the methanolic and aqueous extracts obtained by
maceration. On the other hand, for J. phoenicea L., the highest TCT
content was 165.0 &+ 0.5 mg CE/g. The result is broadly consistent with
the studies of Ennajar et al. (2009) and Soltani et al. (2018), who re-
ported that J. phoenicea species are rich in condensed tannins with
values of 122.66 + 5.89 mg EC/g and 57.2 + 2.8 g CE/kg, recorded for
the ethanolic extracts obtained by maceration. In addition, the results
reported by Redhouane et al. (2020), confirm that water gives the best
condensed tannins contents in M. rotundifolia extract. For A. microcarpus
Salzm. & Viv., the hydro-methanolic extracts presented the lowest TCT
contents; these results differ from those reported by Eddine et al. (2015),
in which the methanolic extract gave the best TCT content compared to
ethanol.

Overall, the phenolic components can vary depending on the
extraction method adopted (Momchev et al., 2020), the type of solvent
(polarity) used (Benabdallah et al., 2016), the plant species, place and
period of harvest (Ranjbar et al., 2020; Redhouane et al., 2020), the part
of the plant collected (Mayouf et al., 2019), as well as its phenological
stage (Rguez et al., 2019).

The evaluation of the corrected mortality expressed as a percentage
shows a moderate insecticidal activity by contact for the extracts of
C. sempervirens L. and J. phoenicea L. species, and high for the
M. rotundifolia (L.) Huds, and low for A. microcarpus Salzm. & Viv. ex-
tracts towards T. castaneum adults after 10 days of contact compared to
untreated controls. These results can be justified by the abundance of
phenolic compounds in the extracts, which may confirm the correlation
between the level of biochemical compounds and their effectiveness as
insecticidal agents (Al-Massarani et al., 2021; Baliyarsingh et al., 2020).
Globally, the extraction method as well as the solvent used significantly
affected the insecticidal activity. The hydro-acetonic extracts of
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Fig. 4. Corrected mortality (%) of plants extracts. The graphs with the capital letter (A) correspond to the results of the extracts obtained by Ultrasound assisted
extraction (UAE) and the other graph with the capital letter (B) correspond to the results of the extracts obtained by maceration extraction (ME).

C. sempervirens L., J. phoenicea L., and A. microcarpus Salzm. & Viv., and
hydro-methanolic extract of M. rotundifolia (L.) Huds obtained by UAE
presented the highest mortality percentages compared to the extracts
obtained by ME; the same information was reported by Hasaballah et al.
(2018) and Hernandez-Trejo et al. (2021).

5. Conclusion

In the light of the overall results, it can be concluded that the tech-
nique extraction technique and the use of solvents of varying polarities
affect the content of secondary metabolite constituents as well as the
insecticidal activity of plant extracts. Hydro-acetonic and hydro-
methanolic solvents seem to be the most recommended solvents to
achieve considerable levels of more effective and environmentally
friendly bioactive compounds for the biological activities of interest.
Furthermore, significant positive correlations were determined between
total bimolecular content and insecticidal activity. In addition, the ex-
tracts analyzed showed high levels of phenolic compounds which may
have other biological activities.
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