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Abstract

The insects Culicidaes are probably the best knaméhthe most feared for both parasitic
diseases they can inoculate during their blood neeal the nuisance their presence
constitutesThe distribution area of arthropods involved in trensmission of these diseases
has continued to expand, placing new human populksin areas at risk of infection. In order
to counter the spread of insects and epidemicmagrisere, several methods involving the use
of chemical insecticides were tested. The resistafthese insects to chemical pesticides and
bioaccumulation of toxic compounds in the environinieave directed research towards of

the bio-pesticides selective and biodegradableeapdcially extracts of aromatic plants.

Our study was carried out in order to evaluateldinacidal activity of the apolar extracts
of Rosmarinus officinalis aerial parts, againstulex pipiens in the region of Tebessa. Tow

aspects were determined.

v Yield of studied extracts: After extraction, the yields obtained from petrateether
(PE), dichloromethane (DM), ethyl acetate (EA), magiol (ME) and distilled water (DW)
and hydroalcoholic (HA) extracts are of the orde8.65%, 5.47 %, 2.35 %, 5.16 %, 13.58 %
and 21.06 % respectively.
v Evaluation of the Larvicidal Effect of RO-DM and RO-EA extracts on Culex
pipiens. results revealed that DM extract presents thbdsgpercentage of mortality [31.5-
40%] wich closed to that of the Edsmgmiextracts [30-37.5%)].

Results show a variable sensitivity of the larvaedf Culex pipiens to studied extracts.
The toxicity is well marked when the exposure tiofiehe larvae is longer. The extracts RO-
DM and RO-EA generates a mortality important ratieng at relatively low concentrations.

Key words: Culex pipiens, Rosmarinus officinalis, extracts larvicidal effect.



Résumé

Les Culicidaes, sont sans doute les insectes Usscpinnus et les plus redoutés tant par les
maladies parasitaires qu’ils peuvent inoculer pathda&ur repas sanguin que par le
désagrément et nuisance que constituent leur pésetaire de répartition des arthropodes
impliqués dans la transmission de ces maladiesce&sé de s'étendre, placant ainsi de

nouvelles populations humaines dans des zonegquerdinfection.

Afin de contrer la propagation des insectes et égislémies y découlant, plusieurs
meéthodes impliquant l'utilisation d’'insecticidesirtiiques ont été testées. La résistance de ces
insectes aux pesticides chimiques et la bioaccuionlade composés toxiques dans
I'environnement ont dirigé la recherche vers despleisticides sélectifs et biodégradables et

en particulier les extraits de plantes aromatiques.

Notre étude a été réalisée dans le but d’évalaetiVité larvicide des extrais apolaires des
parties aériennes dRosmarinus officinalis, a I'égard deCulex pipiens de la région de

Tébessa. Deux aspects ont été déterminés.

v Rendement des extraits d’étudeApres extraction, les rendements obtenus desitsxtra
éther de pétrole (EP), dichlorométhane (DM), aeétidthyle (AE), méthanolique (ME) et
eau distillée (ED) et hydroalcoolique sont de lrerde 3.65%, 5.47 %,2.35 %,5.16 % et
13.58 % et 21.06 % respectivement.

v Evaluation de I'effet larvicide des extraits de ROBM et RO-AE a I'égard de Culex
pipiens: les résultats obtenus révelent que I'extrait Rivhgmiprésente un pourcentage de
mortalité éleve [31.5-40%] et s’approche de cetul’éxtrait AE5 smgm[30-37.5%.

Les résultats montrent une sensibilité des landsidculex pipiens aux extraits d'étude,
La toxicité est bien marquée lorsque la durée d'sitppn des larves est plus longue. Les
extraits RO-DM et RO-AE de engendrent un taux detalite important en agissant a des

concentrations relativement faibles.

Mots clés :Culex pipiens, Rosmarinus officinalis, extraits, effet larvicide.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Les insectes représentent une grande partie dedavérsité de la faune terrestre comme
dans la faune aquatique. Depuis plusieurs annéssdiptéres constituent I'ordre le plus
répandue dans le monde entier, les moustiques tagpant a la famille des culicidaes
répandues dans plus de 100 pays et qui infectaatda 700 000 000 personnes chaque année
a travers le mond€El-Akhal et al ., 2016) . lls sont les vecteurs de multiples agents
pathogenes chez les animaux et tout autre grouparti@opodegBouderhem ., 2014) . Les
moustiques sont responsable de la transmissiotudeprs maladies telles que le paludisme,
la filariose, la dengue, I'encéphalite japonaiaesHikungunya et l'infection par le virus du Nil
occidentalEl-Akhal et al., 2016 ).

Pour cette raison, ’'Homme a mis en place des progres de lutte contre les moustiques
qui comprennent généralement des insecticides todgoes conventionnelDahchar et
al., 2016) comme les organophosphorés, les organochlorés etytéthrnoides et¢Zhang et
al., 2016).

L'utilisation intensive et abusive de ces prodgtidmiques a entrainé divers inconvénients
environnementaux et des effets secondaires swsrdasismes non cibi@kami et al., 2016)
telle que la pollution, l'atteinte des organismes rvisés et notamment l'apparition de
phénomene de résistanc®e ce fait, la principale préoccupation des sdigpies est les
impactes résiduels de ces insecticides ce qui siéeede développer nouvelles solutions
respectueux de l'environnement, plus sélectifsjdgoadables et présente une faible risque
pour les mammiferes tel que la lutte biologiqueiligattion des bio-insecticides)
(Pavela et al., 2016).

L'histoire des plantes aromatiques et médicinast associée a I'évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du mondstbire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médgdans la composition des parfums et
dans les préparations culinaires. L'utilisation @s$raits de plantes comme le pyrethre, la
nicotine et la roténone était connue, depuis langtedéja, comme agents de lutte contre les
insectes(Crosby et al., 1966), ainsi que les pyréthrines considérés comme decticides
naturels extraits de plantésligon et al. 2010).

La plante d'étude sélectionnée &stsmarinus officinalis L. faisant I'objet de récentes
recherches dans les domaines pharmaceutiques, tapsaséet agro-alimentaires. C’est une

herbe aromatique de la famille des Lamiacées, a@épour ses propriétés aromatiques,
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antioxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiquessiménagogues et anti-tumorales,

largement utilisée dans les produits pharmaceutigieen médecine traditionne(l@eghad,
2008).
Le but de cette étude est d’évaluer I'activité ieide deRosmarinus officinalis, vis-a-vis

des larves L4 nouvellement exuviéesQldex pipiens. Ainsi, notre travail sera structuré en

trois parties: synthese bibliographique, matératlsnéthodes, résultats et discussion et se
termine par conclusion et perspectives.






Présentation de Rosmarinus officinalis

2. PRESENTATION DE ROSMARINUS OFFICINALIS
2.1. La famille des Lamiacées

La famille desLamiacéesest décrite et nommée a l'origine par de Juqdiéd9) qui a
donné le nom de familleabiatag en raison des fleurs distinctives avec un pétdtieur
comme une levre proéminente. C'est une famille &veééstribution presque cosmopolite des
régions tempérées aux régions tropicales maiscipatement, le bassin méditerranéen
(Morris., 2011).

La famille ded.amiacéegLabiatée¥ semble étre une riche source d'especes végétales
possedent une activité anti-oxydante et qui ont ctascentrations élevées de composés
phénoliques. En raison de ces faits, les plantda tEmille ded_amiacéeont été largement
étudiées. Cependant, chaque plante contient gén#at différents composés phénoliques
qui présentent diverses quantités d'antioxydantdoeic, différentes capacités anti-oxydantes
(Jeyakumar., 2012).

2.2. Présentationrde Rosmarinus officinalis

Le nom latinRosmarinusest habituellement interprété, comme dérivé "ras'ladrosé et
"marinus" d'appartenir a la mer, bien qu’elle seeligppe habituellement en dehors de la mer.
On a affirmé que cette interprétation est un prodlétymologie traditionnelle, mais
probablement le nom original est dérivé du grdwps" arbuste et "myron" baurftéeinrich
et al .,2006).

Figure 01: Aspect morphologique deosmarinus officinaligLinnée 1758)

—————— 7
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2.2.1. Classification

* Reégne :Plantae

» Division : Magnoliophyta

» Classe: Magnoliopsida

* Ordre : Lamiales

* Famille : Lamiaceae

» Genre: Rosmarinus

» Espece Rosmarinus officinali€Zeghad ., 2008)

2.2.2. Difféerentes nomenclatures diRosmarinus officinalis
* Nom scientifique Rosmarinus officinalis L.
* Nom frangais Romarin Officinal Rose Marine.

* Nom arabe IKlil Aljabal.

* Appellations régionales en Algérie en plus souvent

» Reégion de I'Est :EKilil.

* Région de I'Ouest Helhal.

e Région du Centre :Yazir.

* Autres noms : Rose marine, Encensier, Romarin des troubadouespeHaux
couronnegBelkhiri., 2015).

2.2.3. Description botanique

Le romarin est un arbrisseau de la famille desksyi peut atteindre jusqu'a 1,5 métre de
hauteur, il est facilement reconnaissable en teai®on a ses feuilles persistantes sans pétiole,
coriaces beaucoup plus longues que larges, auxs Hége&rement enroulés, vert sombre
luisant sur le dessus, blanchatres en dessoudolaasbn commence dés le mois de février
(ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au awimai. La couleur des fleurs varie du bleu
pale au violet (on trouve plus rarement la vari@tBeurs blanche®osmarinus officinalis
albiflorus). Le calice velu a dents bordées de blanc, eltatept deux étamines ayant une
petite dent vers leur base .Comme pour la plugatldhmiacées, le fruit est un tetrakéne (de
couleur brunejZeghad ., 2008).

2.2.4. Composition chimique

Les principaux constituants du romarin responsatgssdifférentes propriétés sont :

* Les acides phénoliques :acide vanillique, acide caféique, acide P-counriq

- p—
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Présentation de Rosmarinus officinalis

» Les flavonoides : genkwanine, cirsimariting(lbafiezet al., 2003) ,ériocitrine,
hesperédine, diosmine, lutéoline et apigérfifeng et al.,2008).

2.2.5 les effets de romarin

* Rosmarinus officinalisen un effet Antimycosique et Antibactérien ies substances
du romarin limitent le développement de certainsnég pathogenes.

» Un effet Antitumorigénique et Antioxydant : de nombreuse études indiquent que le
romarin permettrait de prévenir et de limiter laogrnession de certain types de
cancers.

» Effets sur les muscles lissesl’’huile ou I'extrait aqueux des feuilles auraitrebodes
effets Antispasmodique.

» Effet sur la circulation sanguine : I'utilisation d’huile de romarin dans un bain
stimule la circulation dermique et améliore 'hémodmique pour les problémes
d’occlusion artérielle¢Chafai etal ., 2014)

N — - -

- -
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3. BIOLOGIE DE CULEX PIPIENS
3.1. La famille desCulicidés

La famille desCulicidése divise en trois sous-famill@@ouderhem., 2015) :
Regne :Animal
Sous-regne Métazoaires
L’embranchement : Arthropodes
Classe :Insectes
Sous-classe Ptérygotes
L’ordre : Dipteres
Sous-ordre :Nématoceéres
Famille : Cul|icidaes
l l l

Anophelinaet Toxorhynchitinae Culicinae

Culicidae (mosquitoes) famille de 3500 espéces réparties ldamende entier. Ce sont les
vrais moustiques. lls ont un corps mince, des pdtingues et fines, les ailes et le corps
couverts d'écailles ou de poils. Contrairement diptéres Brachyceres, les antennes de
Culicidaesont longues et fines et dépourvues d'a(i3tgoz, 2007).

Les Culicidea est un vecteur majeur de transmissgsnmicro-organismes responsables de
nombreuses maladies aussi bien chez 'lhomme gqueleb@animauXBerchi et al.,2012).

3.2. Présentation deCulex pipiens

3.2.1. Position systématique

Le matériel biologique est représenté @atex pipiensl’espéce de moustique la plus
abondante dans la région de Téebg3sae-Djebbar et al .,2016).
La position systématique de cette espece estVarsei :

* Regne :Animalia

Embranchement : Arthropoda

Classe :Insecta

Ordre : Diptera

Famille : Culicidae

Sous-famille : Culicinae

Genre : Culex

-~ —— - -

- -
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Biologie de Culex pipiens

e Espéce Culex pipiens(Linné., 1758).
3.2.2. Définition
Culex pipiens est un insecte holométabole, qui mém maringouin ou moustique

domestique qui consommé le sang par la piqure pmduire des ceufs et la reproduction
cette espec@Bouderhem ., 2014).

Figure 02 : Culex pipiensnéle(http://bugguide.net/node/view/35524/bgref)
3.2.3. Cycle de développement de culex pipiens

Cycle de développement de culex pipiens compate ¢phases :

v' Une écophase aquatique regroupant tes trois stades larvaires (I'ceuf, larve et la
nymphe).

v" Une écophase aériennequi concerne l'adulte.

Les larves subissent 4 mues avant de se transfemaupegFigure 03) :

—— -
e

Figure 03 : Cycle de développement de moustiGepipiens
(http://bugguide.net/node/view/35524/bgref)

______
\ - e

-
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Biologie de Culex pipiens

a) Les ceufs

Les ceufqFig 04) sont pondus habituellement a la surface de I'eaitijsolément (genres
Aedeset Anophele} soit regroupés dans des masses ayant la formaadtie (genre€ulex
Culisetg Uranotaenia Orthopodomyiaet Mansonig. lls peuvent étre déposés sur substrats
humides Aede} qui peuvent éclose aprés une période de dessic¢Abuati, 2016).

g s
i 3

- -

Figure 04: Aspect des ceufs daulex pipiengphoto personnelle).

b) Les larves

Celles deCulex pipiengFig 05) se développent indifferemment dans les eaux claives
polluées. D’'aspect vermiforme, son corps se dieiserois segments: tete, thorax trapu et
abdomen souple. Sa taille varie de 2mm a 12mm grenm@ en fonction des stades. La larve
est dépourvue d’appareil locomoteur, ce qui neifsggmpas qu’elle soit immobile. Son
extrémité caudale est munie d'un siphon, ou tulspiratoire (dans le prolongement de
I'abdomen), long et étroit affleurant a la surfatel'eau. Ce tube est muni de 5 clapets qui
s’ouvrent sur deux orifices ou l'air pénéetre aténeur quand la larve monte a la surface de
'eau, et se rabattent quand elle gagne les prefarsd Ses pieces buccales sont de types
broyeurs, adaptées a un régime saprophyte (alit@mtie type particulair§Bouderhem,
2015).

-~ —— - -

- -
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Figure 05 : Morphologie générale d'une larve du IVe stad€Cdéex pipiengphoto

personnelle).

c) Nymphe

A une forme d'un virgule et respire par des trompespiratoires situées sur le
céphalothorax. Elle n'ingére par contre aucune nitowe. Elle est extrémement sensible et
plonge dans I'eau au moindre mouvement p&gylex pipienseste sous cette forme pendant
2 a4 jours. A la fin de cette période, la nympbaree un adulte, méale ou femelle. Cette étape

a généralement lieu le matiResseguier, 2011).

Figure 06 : Le stade de nymph@ttp://bugguide.net/node/view/35524/bgref)

d) L’adulte
L’adulte est de taille moyenne d’environ 9 mm,bgltement brun clair, avec des bandes
antérieures claires sur les tergites abdomir{&igure 07), se distingue facilement des autres

familles deNématocéresnotamment par les écailles dont leur corps esiuert et par la
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trompe trés allongée. Trois parties bien distinctesposent I'adulte : la téte, le thorax et
'abdomen dont la connaissance est indispensaldgsamatiquéAlayat, 2012).
L’accouplement se fait au cours les 48 heures aVapparaitre des femelle et avant le
premier repas sanguiiMoulinier., 2003). Les femelles attirant les males par les fréquences
sonores pour l'accouplement. Aprés I'accouplemeast femelles Cherche un héte pour
alimenter de son sang afin de mdarir les ovulespduate a lieu environ 5 jours apres le dernier
repas. Lorsque la température baisse les femelesclrent un gite de repos pendant
plusieurs mois, elle s'alimenté des réserves desgs végétaux accumulées des sucs de la
plante(Resseguier ., 2011).

Figure 07: Femelle deCulex pipiengjorgée de san@ralatico ., 2011)

3.2.4. Description des larves

Les larves des moustiques sont abondantes enasts,lels ruisseaux au cours tres lent,
dans I'eau des fossés, dans les mares. On lesnatanl’oeil nu ; elles sont vermiformes et
se déplacent dans I'eau par des mouvements saatasl@sde brusques contractions de leur
corps. Ces larves mangent sans arrét des algdes etganiques microscopiques.
Au microscope on distingue nettement une téteharak et abdometResseguier, 2011)

v La téte est pourvue d’'une paire des mandibules a pointggeaicontinuellement en

activité, et d’organes sensoriels : antennes, spapes.

v Le thorax de forme trapue, est dépourvu d’appendices.

v' L’abdomen plus souple que le thorax, porte sur le 8e segmesiphon respiratoire,
tube renfermant deux trachées et se terminantrgacupule non mouillable. Lorsque
la larve va respirer, elle remonte vers la surfecda téte en bas, fait affleurer son

siphon. Elle replonge ensuite aprés avoir fermén&mité du siphon qui posséde cing
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v' valves. L'abdomen se termine par des lames aplatiese ramifier des vaisseaux
sanguins et des trachées ; ces organes jouenelel@d branchées et permettent une
respiration aquatique partielle. Une touffe de legy soies forme un apparell
natatoire.

Donc, les larves respirent I'air atmosphériquetdisant également I'oxygeéne dissous dans

'eau grace aux branchies qui termine I'abdomencéwrs de leur vie, ces larves tris mues et

représenter donc quatre stades larvaires.
3.3. Facteurs de développement

Difféerents facteurs vont influer sur le degré d’hdit@, et ainsi jouer un réle dans le
développement dgSulex On trouve(Resseguiere ., 2011).
- Les facteurs naturels : la fréquence des prétipits ainsi que leur quantité, les orages dont
les dégats peuvent causer des crues, la résurgdeagsmppes phréatiques. Ce type de facteurs
dépend essentiellement de la région et il estcdéfpour ’THomme de les contrdler.
- Les facteurs artificiels: les systémes d’irrigatipar gravité tels que les rizieres, les zones
d’élevage piscicoles et d’aquaculture, les stata@puration, les barrages, les lacs artificiels.
Ces facteurs sont plus facilement contrélableciggs par I'Homme.
3.4. Trouver I'héte

Les femelles piquent tous les vertébrés agsahaud principalement les hommes
(Turell et al .,1996).Elle repére son héte par I'odeur de substancesigbhes, comme le gaz
carbonique, qu’il dégage en respiréhoral et Caro.,2005)Les moustiques sont sensibles
aux radiations infrarouges qui les guident vers les animaux a sangid¢iiandreo .,
2003).
3.5. La lutte contre leCulex pipiens

Depuis de longues années des recherches sont meméegssayer une stratégie pour
lutter contre ces moustiques quelles soient chiggghiologiques, génétiques ou physiques.

3.5.1. Lutte physique

Qui consiste a modifier le gite pour le den improductif, en empéchant soit la
ponte, soit I'éclosion, soit 'émergen¢€ousseranset al, 1973)la lutte physique par des
moyens tres simples , a pose de moustiquaires fewétres des habitations, I'emploi de

produits répulsifs ou de vétements adaptes.

La lutte physique contribue a produire uniemnement hostile a la population de

vecteurs par I'élimination des (gites larvamesamment en zones urbair{@sses.,2011).
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3.5.2. La lutte chimique

les opérations de démoustication visent essentietdé I'imago, les produits  utilisés
le plus couramment sont les orgalwwék, les organophosphorés, les carbanates,
les pyréthrinoides, le chlorpyrifos, le fénitrothjole fenthion, I'iodofenphos, le
naled, le pyrimiphos-méthyTabti ., 2016).
3.5.3. La lutte biologique

La lutte biologique est un autre moyen de luttent@les moustiques. Qui consiste a la
perturbation du développement et la reproductides Culicidés par la fabrication des
insecticides plus développer et plus efficace cemg@nt notamment les insecticides
biologiqguegTabti ., 2016).
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MATERIELS ET METHODES

4-MATERIEL ET METHODE

Notre travail vise a évaluer l'activité larvicideesl extraits ddRosmarinus officinalis a

I'égard des larves stade 4 nouvellement exuviée&ubx pipiens.

4.1. Matériel
4.1.1. Végeétal

L'espéceRosmarinus officinalis L. a été récoltée dans ses habitats naturels ded#st
Tébessa. Les cueillettes sont effectuées a Djebl&fiB(Figure 08).La plante a été cueillie
en Juin 2015. Elle est ensuite lavée, séchéerdibat et a I'abri de la lumiére, pendant une
quinzaine de jours a température ambiante puis éeropar GATOUTE Saliha et
MOUSSAQOUI Amel(Gatoute et Moussaoui, 2016).

Source d’eau
youkous

\ Centre de
35°25°3.22°N 3 \ . | Tébessa

7°57°47°45°1 ) ‘ 35°24°0.79°N

8°7°0.13°E
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4.1.2. Animal

Les larves deCulex pipiens utilisées pour I'élevage ont été collectées dars gites
naturels de la région de Tébessa Hammamet, villd @messaFigure 09-10-11-12).La
collecte est faite dans des récipients. Les lasoes$ ensuite transvasées dans des bidons de 5
litres et transportées au laboratoire pour étreesriselon le stade du développement. Le
contenu de chaque bidon est déplacé dans dedlisusts. Les larves sont ensuite déplacées
a l'aide d’'une pipette compte-gouttes dans des lgtbeontenant 150 ml d'eau déchlorurée
(Figurel3). La nourriture des larves est composée d’'une maxtamposée de biscuits (75%)
et de levure sec (25%) réduits finement en fartrtaraisés.

Figure 09 : Gite larvaire de la wilaya de Tébessa : Hammdptaito personnelle)
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Figure 10 : Gite larvaire de la wilaya de Tébessa : Tébgasato personnelle)

Figure 11 : Gite larvaire de la wilaya de Tébessa : BoulhaliEgbhoto personnelle)
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Figure 12 : Gite larvaire de la wilaya de Tébessa : Wiginoto personnelle)

Figure 13 : Elevage des moustiques.
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4.1.3. Matériels destinés a la réalisation de 'epdiction de Rosmarinus officinalis

a) Appareillage

* Rotavapeur (BUCHIR 210).

» Balance de précision (ALS 286 4N).

* Balance analytique (DHAUS Scout SE).
« Etuve (Memmert).

* Vortex (VWR VV3).

» Broyeur électrique.

b) Verrerie et autres
* Ampoule a décanter «1L ».
* Erlenmeyer « 500 mL ».
» Coton stérilise.
* Entonnaoir.
* Flacons en verre.
* Gants.
* Micropipette.
» Papier absorbant.
* Papier aluminium.
o Parafilm.
» Pissettes.

c) Solvants et solutés

» Ether de pétrole.
» Dichlorométhane.
» Aceétate d'éthyle
* Méthanol.
» Eau distillée.
» Ethanol 96°.

d) Matériels destinés a la réalisation du test dexicité
» Cristallisoirs.
» Eprouvettes graduées.
* Gobelets en plastique

* Micropipette (1ml et 5ml)

______
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* Pipettes en plastique.

* Plaque chauffante.
4.2. Méthodes
4.2.1 Procédé d'extraction des extraits dRosmarinus officinalis

L’extraction par solvants consiste a dissoudresigsstances phénoliques contenues dans la

poudre deRosmarinus officinalis. Dans la premiére extraction les solvants utilisést :
Ether de Pétrole (EP), Dichlorométhane (DM), Ac&@dEthyle (AE), Méthanol (ME) et se
termine par I'eau Distillée (ED). Le matériel vé&géest successivement macéré par les
solvants de polarité croissante. Le macérat edbpauite, filtré, concentré au Rotavapeur puis
séché a I'étuvgFigure 14)
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Pesée de la Macération : Récupération du

plante Plante+solvan(epP, maceérat
DM, AE, ME, ED)

Obtention de 5 ]

extraits sec:

Macérat filtré

Evaporation des Concentration du
solvants (Etuve macérat (Rotavapeur

Figure 14 : Extraction des composés de Rosmarinus officiqeisdes solvants de polarité

croissante.
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Dans la deuxiéeme extraction, nous avons utiliséndétange d’eau distillée et d’éthanol
96° pour la macération du matériel végétal. Le mécést filtré, concentré au Rotavapeur
puis séché a I'étuvg-igure 15).

e
Pesée de la Macération : Récupération du
plante ] macérat
Plante + un mélang
d’éthanol 96° et
d’eal distillée

Obtention d’'un Filtration du
extrait sec macérat

Evaporation des Concentration du Macérat filtré ]
solvants (Etuve) maceérat (Rotavapeur

Figure 15: I'extraction deRosmarinus officinalis par un solvant Hydroalcoolique
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4.2.2Détermination du rendement

Une fois les extraits secs sont obtenus, les readtcorrespondants sont déterminés
selon la formule suivante :
R%= PO/P1 x 100

* R :rendement (%).

* PO :Poids en gramme de I'extrait brut sec.

* P1:Poids en gramme de la matiére végétale initiathese

4.2.3. Réalisation des tests de toxicité a I'égadd Culex pipiens

L’effet larvicide des extraits dBosmarinus officinalis été testé a I'égard des larves
stade 4 (L4) d€ulex pipiens nouvellement exuviées. Vu les contraintes rencestlérs de la
réalisation de ce test en particulier le manquéedage, nous avons seulement étudié les
extraits Dichlorométhane (RO-DM) et Acétate d’'Eth{iRO-AE).

1mL de chaque extrait (& une concentration bieardéhée : 151,197et 75.5 mg/mL) est
mis dans un goblet contenant 150 mL d’eau déchder@n contact avec 20 larves stades 4
nouvellement exuviées daulex pipiens .Deux Types de témoins sont réaligéigure 16):
* Témoin avec solvant de solubilisation 20 larves L4 en contact avec 1 ml de solvant
de solubilisation de I'extrait d’étude (DMSO/métbgn
» Témoin seul :20 larves L4 seules, ni avec le solvant de sagatibn, ni avec I'extrait
d’étude.

Figure 16 : Photographie représentant le test de toxicitéséalr les larves stade 4
nouvellement exuviées aelex pipiens.
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5. RESULTAT ET DISCUVVION
5.1. Couleurs et aspects des extraits d’étude

Les parties aériennes de la plaRteofficinalis (RO) ont été soumises a deux extractions
différentes.
La premiére extraction est basée sur la macérateoma poudre végétale avec différents
solvants (Ether de pétrole (EP), Dichlorométhan®)DAcétate d’éthyle (AE), Méthanol

(ME) et Eau distillée (EII)) puis récupération, filtration et évaporation arli#re puis au

Rotavapeur et a I'étuve. De ce fait, cinq difféseaktraits ont été obtenus successivement :
RO-EP, RO-DM, RO-AE, RO-ME et RO-E{igure 17). La deuxiéme extraction est basée
sur la macération de la poudre végétale avec uangéld’éthanol 96° et I'eau distillée. Se ce
fait, nous avons obtenu I'extrait hydroalcooligiRO-HA).

La couleur et I'aspect de chaque extrait sont sepri&s dans [Eableau ci-dessous.

Tableau 01 :Couleurs et aspects des extraits d’étude.

Extrait Couleur Aspect
RO-EP Jaune moutarde Pateux, huileux
RO-DM Vert olive Poudre
RO-AE Vert clair Poudre
RO-ME Marron clair Pateux, cireux
RO-ED Marron foncé Pateux, vitreux
RO-HA Marron foncé Poudre

-
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5.2. Rendement des extraits d’'étude

Le rendement de chaque extrait a été déterminéapa@ort au poids du matériel végétal
sec rendu en poud(Eigure 18).

25 -
21,06

20 -
® B RO-EP
t 15 - 13,58
cé B RO-DM
[}
T 10 - H RO-AE
g 5,47 5,16

5 | 3,65 535 B RO-ME

m B o= B e

RO-EP RO-DM RO-AE RO-ME RO-ED RO-HA RO-HA
Extraits

Figure 18 : Diagramme en barre des rendements en extraisagties aériennes de
R. officinalis obtenus par des solvants de polarité croissante gblvant hydroalcoolique.

Les résultats obtenus montrent que les rendemenextaits bruts sont trés variables ou
'extrait agueux (RO-HA) vient en premiére positicavec un rendement d'extraction de
21.06%. Les rendements des extraits RO-DM et ROddit presque similaires (5.47 et
5.16%, respectivement) et sont supérieurs a cellR@-EP (3.65%). Les extraits RO-ED et
RO-HA présentent les rendements les plus élevés$8let 21.06%, respectivement.L’extrait
RO-AE présente le plus faible rendement (2,35%).

Nous pouvons présenter par ordre décroissant tefemgents des extraits obtenus par des
solvants de polarité croissante comme suit : RO-RA-ED>RO -ME>RO -DM>RO -
EP>RO-AE.

Nos résultats sont similaires a ceux présentéGumnez et Boumedjeria (2017)qui ont
montré que le rendement le plus élevée est repgeat I'extrait RO-ED. Donc, nous
pouvons dire que l'eau distillée est la plus efficgpour extraire les composés Re
officinalis, qui pourraient étre de nature glycosidique.
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5.3. Evaluation de l'effet larvicide des extraits xhlorométhane et Acétate d’Ethyle de

R. officinalis a différents intervalles de temps (24, 48 et 72hi{ude horizontale)

Les études toxicologiques ont permis de déterniieicacité deR. officinalis, évaluée a
partir de la mortalité enregistrée chez les indisidibles a différentes périodes de temps 24,
48 et 72 heures aprés traitement. Les tests deitthxgont appliqués sur des larves du
guatrieme stade (L4) nouvellement exuviées @Qelex pipiens, avec différentes

concentrations.

Les résultats obtenus sont exprimés par la moyegine ou moins [|'écart-type et
déterminent le pourcentage de mortalité des laeaSulex pipiens, en fonction des extraits
RO-DM et RO-AE et ceci apres 24, 48 et 72 heuesraitement. L'extrait RO-DM a été
testé & une concentration de 151mg/mL alors querdié RO-AE a été testé a deux
concentrations : 197 et 75.5 mg/rfilableau 02, Figure 19-2Q)

Tableau 02 :Effet des extraits de RO-DM et RO-Apourcentage de mortalité) a I'égard de
Culex pipiens a différentes périodes de temps (24, 48 et 72els¢ur

Extraits apolaires de 24h 48h 72h

R. officinalis a

differentes doses % % %
(mg/mL)

RO-DM 151mg/mL 31.25+12.5 35+£12.25 40+12.91

(4 répétitions)

RO-AE 75 5mg/mL 30+14.14 32.5+17.68 37.5+10.61

(2 répétitions)

RO-AE 167mgimL 7.5+10.60 17.5+17.68 30+35.36

(2 répétitions)
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60,00

50,00 -

40,00 -

30,00 - OTc-24h

BTc-48h
40,00 OTc-72h

% Mortalité

20,00 -

31,25
10,00 -

RO-DM 151 mg/mL
Temps de contacte (h)

Figure 19 : Diagramme en barre Présentant les pourcentagesualitds des larves L4
nouvellement exuviées traitées par I'extrait deB®®. Comparaison des moyennes a
différents temps (24, 48 et 72h) (Etude Horizontale

70,00 -

60,00 -

50,00 -

40,00 -

OTc-24h

30,00 -
W Tc-48h

% Mortalité

20,00 - 37,50 OTc-72h

30(,00
10,00 -

7,60

RO-AE 197 mg/Mi RO-AE 75,5 mg/mL

Tmps de contacte (h)

Figure 20 : Diagramme en barre Présentant les pourcentagesdalités des larves L4
nouvellement exuviées traitées par I'extrait de Ra deux concentrations différentes.
Comparaison des moyennes a différents temps (24t 48n) (Etude Horizontale).
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* L'extrait RO-DM 151mg/mL

Les pourcentages de mortalité des larves L4 noawelht exuviées d€ulex pipiens
traitées par I'extrait RO-DM a 151mg/mL , sont derdre de 31.25 % + 12.5%, 35 %
+12.25%, 40 % +12.91%, apres un temps de conta2#dé8 et 72h, respectivement.

Ainsi, durant la période de traitement, le pouragetde mortalité des L4 augmente de 3.75%
entre 24h -48h et de 5% apres 72h.

. Lextrait RO-AE 75 5mg/mL

Les pourcentages de mortalité des larves L4 noawelht exuviées d€ulex pipiens
traitées par I'extrait RO-AE a 75.5mg/mkont de I'ordre de 30% +14.14%, 32.5% +17.68%,
37.5% £10.61% aprés un temps de contact de 24, ZAZBherespectivement.
Ainsi, durant la période de traitement, le pouragetde mortalité des L4 augmente de 1.5 %
entre 24h -48h et de 5 % apres 72h.

. Lextrait RO-AE 197mg/mL

Les pourcentages de mortalité des larves L4 noawmelht exuviées d€ulex pipiens
traitées par I'extrait RO-AE a 197 mg/mL , sont'dedre de7.5% +10.61%, 17.5% +17.68%
, 30% £35.36% , aprés un temps de contact de 2dt 43h, respectivement.
Ainsi, durant la période de traitement, le pouragetde mortalité des L4 augmente de 10%
entre 24h -48h et de 12.5 % apres 72h.
Les résultats obtenus montrent que les deux extgiblaires a déférentes concentrations ont
un pourcentage de mortalité qui augmente avecnigpge Probablement, au moment ou les
larves entrent en contact avec les extraits agslaleR. officinalis, ces derniers pénetrent
dans l'organisme et atteignent, plus ou moins &pieht, les cellules et entrent en contact

avec les protéines et les enzymes cibles donbilsrgient entraver le fonctionnement normal.

L'efficacité des composés chimiques d'origine \edgétontre les larves de moustiques
peut varier considérablement en fonction de l'espégétalg¢Singh et al., 2007) de la partie
de la plante utilisé€Chowdhuryet al., 2008), de I'age de ses parties (jeune, mature ou
sénescent), le solvant utilisé lors de I'extractamsi que I'espece cibighansanget al.,
2005).

Nos résultats sont similaires a ceux présentéBRAJMEDJERIA T et GUENEZ R

(2017), qui a montré que l'activité larvicide est progrgsssur la durée, puisqu’il a été
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enregistré une augmentation de la mortalité awefux mesure qu’'on avance dans le temps

d’exposition.
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CONCLUSION

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En raison des problemes liés a I'utilisation deseaticides chimiques et leur impact nocif
sur la santé et I'environnement, le recours a ttematifs naturels remplacant les insecticides
de synthese et présentant des avantages écologiggesnomiques, s'avere nécessaire.

Le travail réalisé, nous a permis d’évaluer chezldves L4 nouvellement exuviées de
Culex pipiens (une espéce de moustiques), l'effet des extragtslad partie aérienne de
R.officinalis. L'extraction de la plante par des solvants apetatle polarité croissante et I'eau
distillée (EP, DM, AE, ME et ED) a montré que :

» La comparaison des rendements des différents extnaintre qu'une grande partie des
constituants de la plante est extraite par HA, awexvaleur de I'ordre de 21.06%. Le
plus faible rendement était représenté par I'eixtkaétate d'éthyle, avec une valeur de
l'ordre de 2,35%.

» L’évaluation du pouvoir larvicide des extraits apo#s vis-a-vis deCulex pipiens, a
montré que ce dernier est " sensible " aux extRM@sDM et RO-AE. L’effet larvicide
evalué, révele que I'extrait Dichlorométhane a idgimL et I'extrait Acétate d’éthyle
a 75,5 mg/ml présentent un pourcentage de mortatifgortant.

Ainsi, la présente étude montre I'importance disgition deR.officinalis dans la lutte
contre les moustiques du ger@alex pipiens, a cause de ses propriétés larvicides via RO-DM
et RO-AE. Cette plante pourrait donc constituer afternative moins couteuse pour son
application dans la production des biocides.

D’autres études sont nécessaires pour précisemtiaren des composés responsables de
l'activité larvicide deR. officinalis. Une fois les rendements des différents extramst s
importants (suite a une extraction a grande échellest nécessaire d’étudier leur toxicité

afin de déterminer les doses létales.
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