— I
"q Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique Lbered
- FSESNV
3 0

Université Larbi Tébessa —Tébessa nﬂgf '
e Faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie Wil
UNIVERSITE DE TEBESSA

Département : Biologie des étres vivants
DOMAINE : Science de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences Biologiques
SPECIALITE : Ecophysiologie animale

MEMOIRE Présenté en vue de ’obtention de diplome de MASTER

Théme :

Etude de l'efficacité comparée des extraits
hydroalcooliques d'une plante médicinale a I'égard
des ravageurs des denrées stockées

\_
Présenté par : BENDJEDDOU Bilal HALAIMIA Abderrahmane
Devant le jury :
Dr. TINE. S. M.C.A Université de Tébessa Encadreur
Pr. TINE-DJEBBAR.F M.C.A Université de Tébessa Présidente
Dr. BOUABIDA. H M.C.A Université de Tébessa Examinatrice
Me SAYADA. N Doctorante  Université de Tébessa Co-encadreur

Date de soutenance : 26/06/2019

Année Universitaire ;: 2018-2019



Remerciements

Avant toute chose, nous tenons a remercier le bon Dieu, le tout puissant de nous avoir donné

la volonté, la patience et le courage pour réaliser ce travail.

Une recherche, tant nominative soit elle, est avant tout un travail de réflexion collective, donc
au terme de ce travail, il m’est a la fois un plaisir et un devoir de remercier sincerement

toutes les personnes qui ont participé a sa réalisation.

On remercie Professeur TINE-DJEBBAR Fouzia d’avoir accepté de présider ce jury,
qu elle trouve ici toutes nos expressions respectueuses. Merci vivement pour vos conseils,
pour [’excellence de [’encadrement et de I’accompagnement durant la réalisation de notre

projet de recherche.

Nous exprimons notre profonde gratitude a notre encadreur Docteur TINE Samir, qui nous a
fait [’honneur de diriger ce travail, sa disponibilité malgré ses multiples occupations, ses
conseils pertinents nous ont permis de mener a terme ce travail.

Nous remercions également notre Co-promotrice, M®® SAYADA Nardjes pour sa

disponibilité, son orientation et son aide précieuse tout au long de la réalisation de ce travail

Nos vifs et sincéres remerciements a Docteur BOUABIDA Hayette d’avoir accepté
d’examiner ce modeste travail.

Merci aux doctorants de Physiologie Animale Appliquée a la santé et /’environnement,
spécialement BENKHDIM Khouloud.

Un grand Merci a toute I’équipe d’ingénieurs de laboratoire de biologie pour leur assistance

technique.



LISTE DES TABLEAUX

N° Titre Page

1 Pourcentage de répulsion selon le classement de Mc Donald et al. (1970). 26

2  Screening phytochimique de Lavandula angustifolia. 28

3 Lerendement des différents extraits de L.angustifolia. 30

4 Teneur en Polyphénols totaux (mg EAG /g MS), Flavonoides (ug EQ/mg MS), et 31
Tannins (ug EQ/mg MS) des extraits hydro-alcoolique de L.angustifolia.

5 La capacité antioxydante totale réductrice du molybdate (TAC) (mg EAA/ g MS) 31

des extraits hydro-alcoolique de L. angustifolia.
6  Capacité des extraits de L.angustifolia a piéger le radical DPPH. 32
Effet de I’extrait méthanolique de L. angustifolia appliqué par fumigation a 1’égard
7  des adultes de R. dominica et S. granarius sur le taux de mortalité corrigée a 34
différentes périodes (m £ SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).
Efficacit¢ de I’extrait méthanolique de Lavandula angustifolia appliqué par 35
8  fumigation sur les adultes de R. dominica et S. granarius a 1, 2, 3, 6, 12 et 24h apres
traitement. Analyse des probits.
Effet de I’extrait éthanolique de L. angustifolia appliqué par fumigation a I’égard des 36
9  adultes de R. dominica et S. granarius sur le taux de mortalité corrigée a différentes
périodes (m £ SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).
Efficacité de I’extrait éthanolique de Lavandula angustifolia appliqué par fumigation 37
sur les adultes de R. dominica et S. granarius a 1, 2, 3, 6, 12 et 24h aprés traitement.

10 .

Analyse des probits.

Effet de I’extrait aqueux de L. angustifolia appliqué par fumigation sur les adultes de 38
11 R. dominica et S. granarius, sur le taux de mortalité corrigée a différentes périodes

(m = SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).

Efficacité de I’extrait aqueux de L. angustifolia appliqué par fumigation sur les 39
1 adultes de R. dominica, S. granarius a 1,2, 3, 6,12 et 24h aprés traitement. Analyse

des probits

Effet de I’extrait acétenoique de L. angustifolia appliquées par fumigation a 1’égard
13 les adultes de R. dominica et S. granarius sur le taux de mortalité corrigée a 40
différentes périodes (m £ SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus
Efficacité de I’extrait acétonique de L. angustifolia appliqué par fumigation sur les 41
adultes de R. dominica et S. granarius a différentes périodes apres traitement.
Analyse des probits
Efficacité comparée des différents extraits de L. angustifolia, a 1’égard de R. 42
15 dominica et S. granarius apres 24h de traitement.

Pouvoir répulsif (%) de I’extrait méthanolique de L. angustifolia testé sur les adultes 43
16 deR. dominicaet S. granarius (m £ SEM).

Pouvoir répulsif (%) de I’extrait éthanolique de L. angustifolia testé a 1’égard des 44
17  adultes de R. dominica et S. granarius (m + SEM).
18 Pouvoir répulsif de I’extrait aqueux de L. angustifolia testé a 1’égard des adultes de 45

R. dominica et S. granarius (m = SEM).

Pouvoir répulsif de 1’extrait acétonique de L. angustifolia testé a 1’égard des adultes 46
19 deR. dominica et S. granarius (m £ SEM
20  Classement de I’effet répulsif des extraits étudiés selon Mc Donald (1970). 46
21  Comparaison de la teneur en polyphénols des extraits de trois especes de lavande. 52

14




LISTE DES FIGURES

Figure N° Titre Page
1 Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (GX 45) 3
2 Différents stades du cycle de vie du Capucin des grains 5
3 Dégats causés par Rhyzopertha dominica 6
4 Sitophilus granarius (Linnaaeus, 1758) (GX 45) 7
5 Différents stades du cycle de vie de Sitophilus granarius 8
6 Dégats causés par Sitophilus granarius 9
7 Collecte, Tri et Elevage des insectes etudiés 10
8 Lavandula angustifolia (Miller, 1768) 11
9 Broyage de la matiere végétale 12
10 Screening phyto-chimique de la plante 16
11 Préparation des extraits hydroalcooliques 18
12 Protocole de dosage des composés phénoliques 21
13 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits 23
14 Essais toxicologiques des extraits appliqués par fumigation 25
15 Test de répulsion des extraits 27
16 Extraits de Lavandula angustifolia 30

Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) en
fonction des logarithmes décimaux des doses de I’extrait 33
methanolique a différentes périodes chez R. dominica (A) et S.
granarius (B).

18 Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) en 36
fonction des logarithmes décimaux des doses de [’extrait
éthanolique a différentes périodes chez R. dominica (A) et S.
granarius (B).

Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) en 39

19 fonction des logarithmes décimaux des doses de 1’extrait aqueux a
différentes périodes chez R. dominica (A) et S. granarius (B).

Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) en 41

20 fonction des logarithmes décimaux des doses de 1’extrait acétonique
a différentes périodes chez R. dominica (A) et S. granarius (B).

17




SOMMAIRE

N° Contenu Page
1. INTRODUCTION
2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Présentation des insectes utilisés 3
2.1.1. Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) 3
2.1.1.1. Cycle biologique de Rhyzopertha dominica 4
2.1.1.2. Dégat et importance économique 6
2.1.2. Sitophilus granarius (Linnaaeus, 1758) 6
2.1.2.1. Cycle biologique de Sitophilus granarius 7
2.1.2.2. Dégét causé par I’insecte 9
2.2. Elevage au laboratoire 9
2.3. Présentation de Lavandula angustifolia (Miller, 1768) 10
2.3.1. Description botanique 10
2.3.2. Répartition geographique et utilisation de la plante 12
2.3.3. Récolte et préparation de la plante 12
2.34. Screening phytohimique de la plante 13
2.3.4.1. Recherche des flavonoides et des leucoanthocyanes 13
2.3.4.2. Recherche des quinones 13
2.3.4.3. Recherche de saponines 14
2.3.4.4. Recherche des tanins 14
2.3.4.5. Recherche des terpénoides et des stéroides 15
2.3.4.6. Recherche des alcaloides 15
2.4. Préparation des extraits hydroalcooliques 17
2.5. Dosage des composeés phénoliques 19
2.5.1. Dosage des polyphénols totaux 19
2.5.2 Dosage des flavonoides 19
2.5.3. Dosage des tannins condenses 20
2.6. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Lavandula 22
angustifolia

2.6.1. Activité réductrice du molybdate 22
2.6.2. Activité anti-radicalaire par la méthode du DPPH 22
2.7. Traitement et essai insecticide 23

2.8. Test de répulsion 26




3. RESULTATS 28
3.1. Screening phytochimique 28
3.2. Rendement des extraits de Lavandula angustifolia 29
3.3. Teneur des extraits en composés phénoliques 30
3.3.1. Teneur en polyphénols totaux 30
3.3.2. Teneur en flavonoides 31
3.3.3. Teneur en tannins 31
3.4. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits 31
3.4.1. Activité réductrice du molybdate 32
3.4.2. Activité « scavenger » du radical DPPH 32
3.5. Essais toxicologiques 32
3.5.1. Toxicité de I’extrait méthanolique 33
3.5.2. Toxicité de I’extrait éthanolique 35
3.5.3 Toxicité de I’extrait aqueux 37
3.5.4. Toxicité de I’extrait acétonique 40
3.5.5. Efficacité comparée des extraits de L. angustifolia 42
3.6. Essai de répulsion 42
3.6.1. Pouvoir répulsif de I’extrait méthanolique 42
3.6.2. Pouvoir répulsif de I’extrait éthanolique 43
3.6.3. Pouvoir répulsif de I’extrait aqueux 44
3.6.4. Pouvoir répulsif de I’extrait acétonique 45
3.6.5 Classement du pouvoir répulsif des extraits 46

4. DISCUSSION 47
4.1. Screening phyto-chimique de la plante 47
4.2. Rendement des extraits de Lavandula angustifolia 49
4.3. Teneur des extraits en composés phénoliques 51

4.3.1. Teneur en polyphénols 51
4.3.2. Teneur en flavonoides 53
4.3.3. Teneur en tannins o4
4.4, Potentiel antioxydant des extraits 54
4.5. Toxicité des extraits de L.angustifolia 56



4.6.

Effet répulsif des extraits

59

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

63

RESUME
ABSTRACT

Lailal)

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUE.




1. INTRODUCTION

L’agriculture et, par le fait méme, ’alimentation constituent des enjeux importants pour
I’humanité et deviendront de plus en plus critiques dans les décennies a venir. La croissance
démographique ne cesse a augmenter et le nombre de population est estimé a plus de 9
milliards d’individus vers 2050 (FAO, 2009).

La conservation des récoltes demeure I’un des facteurs clés de la sécurité alimentaire d’un
pays. En effet, la production agricole est généralement saisonniére, alors que les besoins des
consomateurs s’étendent sur toute 1’année (Adeoti et al., 2002). Donc la mise en place d’une
politiqgue phytosanitaire adéquate pour épargner les populations des risques de pénurie
alimentaire pendant 1’intersaison agricole, s’avere nécessaire (Zuoxin et al., 2006). Cette
politique est basée sur I’augmentation des rendements, la diminution des pertes post-récolte
ainsi que la recherche de produits agricoles a valeur nutritive consistante et rassurante
(Stamoulis & Zezza, 2003).

Les pertes post-récoltes sont causees par plusieurs agents tels que les insectes (44%), les
rongeurs (30%) et les champignons (26%) (Foua-Bik, 1989). Les insectes représentent une
cause importante d'altération des récoltes soit par la consommation directe des réserves
alimentaires stockées, soit par la dégradation de leur qualité nutritive et organoleptique, ce qui

affecte sensiblement leur valeur commerciale (Nyamador, 2010).

Pour augmenter la production post-récolte, réduire la pression de toutes sortes de
ravageurs, et pour mettre une limite a ses dégats, les agriculteurs et les paysans utilisent
différentes méthodes de lutte (Haubrugue et al., 1989). L’utilisation d’insecticides
chimiques de synthése ou de fumigants est 1’'une des méthodes de lutte efficace contre ces
ravageurs (Haubruge et al., 1998; Relinger et al., 1988), et la mieux adaptée pour traiter a la
fois les formes externes (adultes et ceufs) et les formes qui se développent a 1’intérieur de la
graine (larves et nymphes) (Zettler & Arthur, 2000). Malheureusement, cette lutte chimique
a présenté plusieurs inconvénients qui a limité son utilisation, notamment 1’accumulation des
résidus dans les denrées, le développement de souches d’insectes résistants, la pollution de
I’environnement, et nombreux cas d’intoxication et d’empoisonnement signalés dans certains

pays (Kumar, 1991). Tous ces effets nocifs ont conduit I’OMS a interdire leur application.



Face a la demande croissante du développement durable et de la protection de
I’environnement, des méthodes alternatives sont préconisées. Dans le cas des pays en voie de
développement, il est urgent de mettre 1’accent sur 1’exploitation des pratiques locales
(Kossou et al., 2001), et I’orientation vers des moyens de lutte qui font appel aux produits
naturels (végétal) pouvant étre a 1’origine de traitements préventifs et curatifs (Mehaoua,

2014).

Les biopesticides végétaux sont souvent efficaces en faible quantité et leurs molécules
bioactives ont plusieurs modes d’action (Deravel et al., 2014). L’usage de ces substances
naturelles, telles que les huiles essentielles et les extraits végétaux, a fait I’objet d’un grand
nombre d’investigations en vue d'explorer leurs activités biologiques a 1’égard de différents
insectes ravageurs des denrées stockées (Ahmed et al., 1999; Kellouche et al., 2004;
Bamaiyi et al., 2006; Kellouche et al., 2010). Leurs activités s’expriment de différentes

manieres, ovicide, larvicide, répulsif, et anti-appétant (Keita et al., 2000).

Le présent travail consiste a tester au laboratoire 1’effet insecticide et répulsif de différents
extraits hydroalcooliques d’une plante médicinale appartenant a la famille des Lamiacées,
Lavandula angustifolia vis-a-vis deux insectes Coléoptere ravageurs des denrées stockees,
Rhyzopertha dominica et Sitophilus granarius. Pour répondre a ces objectifs, la méthodologie

suivie consiste a :

1. Rechercher les grands groupes chimiques présents dans la plante étudiée, par la
réalisation d’un screening phytochimique.

2. Déterminer les teneurs en composés phénoliques

3. Déterminer I’activité antioxydante de chaque extrait.

4. Evaluer le pouvoir insecticide et répulsif des extraits a 1’égard des insectes ciblés.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Présentation des insectes utilisés
Notre étude est portée sur les adultes de deux espéces d’insectes ravageurs des denrées

stockées : Rhyzopertha dominica, et Sitophilus granarius.

2.1.1. Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792)

L’adulte est brun, de forme -cylindrique avec des cotés nettement paralléles,
caractéristiques des Bostrychidae. C’est un insecte de petite taille de 2,2 @ 3 mm de longueur
avec un prothorax qui couvre enticrement la téte d’ou le nom du « capucin des grains ». Cet
insecte présente des antennes en massues comprenant 3 articles. Au niveau de la face dorsale,
le pronotum se termine par une rangee de dents régulieres (12 a 14), et des tubercules aplatis
en arriere. Les élytres sont bien développés et ponctués longitudinalement (Delobel & Tran,
1993) (Fig. 1).

e
Figure 1. Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (GX 45).
A : face dorsale ; B : face ventrale (photo personnelle, 2019).

Le capucin est vraisemblablement originaire d'Asie du Sud-Est, il est actuellement répandu
dans l'ensemble des zones tropicales, subtropicales et tempérées chaudes. Il est devenu
cosmopolite, en raison de sa tolérance a de nombreux insecticides. Il s'attaque aux céréales
mais également au manioc et a la patate douce. Ce sont surtout les adultes qui font des

ravages en s'attaquant au germe et a I'albumen qu'ils reduisent en farine.

)



YDatériel et YVjéthodes

Selon Benkhellat (2002), les adultes consomment par semaine une quantité de blé d’environ
5 a 6 fois supeérieure a leur poids. Ils causent des pertes huit fois plus supérieures a celles des

larves qui s’alimentent de la farine formée par les adultes (Delobel & Tranc, 1993).

Selon (Fabricius, 1792), la classification de Rhyzopertha dominica est la suivante :

Regne Animalia

Embranchement Arthropoda

Sous-embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Sous-classe Pterygota

Infra-classe Neoptera

Sous-ordre Polyphaga

Infra-ordre Bostrichiformia

Super-famille Bostrichoidea

Sous-famille Dinoderinae

Espéce Rhyzopertha dominica F. 1792

2.1.1.1. Cycle biologique de Rhyzopertha dominica

Les adultes s’accouplent et pondent a plusieurs reprises (Steffan, 1978). L’accouplement
et la ponte ont lieu en avril ou mai, quand les températures sont élevées (Lepigre, 1951). La
durée du cycle est en moyenne de 38 jours. Par ailleurs, la durée de développement sur le blé
a 14% de teneur en eau du grain et a 30°C varie de 30 a 40 jours et de 58 jours a 26°C
(Potter, 1935). La température optimale pour le développement de Rhyzopertha dominica est
d’environ 28°C. L’espéce est plus sensible au froid, une température de 21°C arréte sa
croissance et les adultes ne survivent pas a 3°C. L’adulte peut supporter des températures

assez elevées, mais une exposition de 3 min & 50°C suffit pour les tuer (Lepesme, 1944).

a. Ponte et éclosion

Les femelles s’accouplent plusieurs fois au cours de leur vie qui peut atteindre 8 mois et
elles pondent en conditions favorables de 300 a 400 ceufs environ. Avant la ponte, la femelle
produit une grande quantité de farine non digérée qui permet I'établissement des larves

néonates (Flaurat, 1982).

)
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Les ceufs sont pondus, soit isolément, soit en petits amas a I’intérieur des grains attaqués ou a
leur surface, parfois parmi les débris qui gisent entre eux. La durée moyenne d’incubation est

de 15 jours a 26°C et 65% d’humidité relative (Potter, 1935) (Fig. 2).

b. Evolution larvaire

Apres ’éclosion, les larves s'introduisent dans les grains en creusant des tunnels aux
alentours du germe et continuent leur développement a l'intérieur (Thomson, 1966). Au
cours de son développement, la larve passe par 4 stades (Balachowsky, 1962).
Les larves du ler stade sont de type Chrysomélien (pourvues de pattes) ; les trois (3) derniers
stades sont apodes de type Rhynchophorien.
Au 1% age, elle mesure de 1 a 1,5 mm de long. Au dernier stade, elle atteint 2,5 a 3 mm,
fortement incurvée et épaisse, blanche avec des soies foncées, segment anal renflé, téte grosse
et brune ornée de poils bruns, pattes assez grandes brunes (Thomson, 1966) (Fig. 2). Les
larves de ces insectes ont un régime Clétrophage exclusivement car elles vivent dans les
grains (Flaurat, 1982).

c. Lanymphose

A la fin du dernier stade larvaire, la larve s’ immobilise, cesse de se nourrir et se transforme
en nymphe immobile. La nymphe est libre dans la galerie creusée dans le grain par la larve a
la fin de son dernier stade. Elle se nymphose au bout de vingt jours. Durant sa vie nymphale,
I’insecte subit une métamorphose interne et externe compléte qui mene au stade adulte
(Amari, 2014) (Fig. 2).
Les adultes apparaissent de 5 a 8 jours plus tard et se reproduisent aussi tét (Fleuraat, 1982).

Nymphe Adulte

Figure 2. Différent stades du cycle de vie du Capucin des grains

Source : www.grainscanada.gc.ca/storage-entrepose
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2.1.1.2. Dégat et importance économique

Rhyzopertha dominica est considéré comme le plus grand ennemi des grains apres
Sitophilus oryzae. Ce sont les adultes qui causent le plus de dégats. Ils attaquent directement

les grains a 1’aide de leurs mandibules et arrivent a les vider complétement de leur contenu

(Fig. 3).

Les femelles sont particulierement voraces avant la ponte. Elles ne consomment d’ailleurs pas
tout ce qu’elles rongent et on retrouve une certaine quantité de farine intacte mélée a leur

excrément (Kassemi, 2014).

Des différences de sensibilité a R. dominica ont été mises en évidence chez le blé, le mais,
I'orge et les variétés de riz, hors des greniers, l'insecte vit dans le bois de diverses essences

ligneuses, dans des fruits secs, des roseaux (au niveau des nceuds) (Delobel &Tran, 1993).

Figure 3. Dégats causés par Rhyzopertha dominica (photo personnelle, 2019).

2.1.2. Sitophilus granarius (Linnaaeus, 1758)

Sitophilus granarius est un petit Coléoptére appartenant a la famille des Curculionidae, de
3,5 a 5 mm de long, de couleur brun foncé, anciennement connu sous le nom de Calandra,
communément appelé charancon du blé (Lepesme, 1944). Caractérisé par la présence d’un
rostre renflé triangulaire, portant les antennes, a sa base équipé de piéces buccales broyeuses.
Le prothorax est aussi long, les élytres sont rainurés et 1’insecte ne vole jamais (absence
d’ailes postérieures membrancuses) (Fig. 4). S. granarius se reproduisent dans les graines

seches et causent beaucoup de dommages aux stocks (Delobel & Tranc, 1993).

)
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L4

Figure 4. Sitophilus granarius (Linnaaeus, 1758) (G : X 45).

A : Face dorsale ; B : Face ventrale (photos personnelles, 2019).

Selon Linnaaeus, (1758), la classification de Sitophilus granarius est la suivante :

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Hexapoda
Classe Insecta

Sous-classe Ptérygota

Infra-classe
Ordre
Sous-ordre
Famille

Neoptera
Coleoptera
Polyphaga
Curculionidae
Sous-famille Dryphtorinae
Genre Sitophilus

Espéece Sitophilus granarius (Linnaaeus, 1758)

Sitophilus granarius a une aire de répartition quasi-cosmopolite. C'est une espece adaptée aux
climats tempérés, et plus rare dans les pays tropicaux. Ce charangon peut néanmoins causer
des dégats dans les stocks de céréales dans les pays chauds, méme s'il ne survit pas
(Thomson, 1966).

2.1.2.1.  Cycle biologique de Sitophilus granarius

Le charancon du blé ne peut se reproduire que dans les grains ou le taux d’humidité est
supérieur & 9,5 % et une fourchette de température allant de 13 jusqu’a 35°C (Thomson,
1966). Le développement complet se fait entre 25 & 35 jours dans les conditions optimales,
lorsque la température se situe entre 26 °C et 30 °C, et la teneur en eau est de 14 % (Potter,
1935). Le charangon développe son cycle complétement a I’intérieur des grains. L’adulte

possede un appendice nasal distinctif dont il se sert pour creuser dans le grain (Thomson,

1966).
)
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a. Ponte et éclosion

La femelle pond environ 200 ceufs, & une vitesse de 2 ou 3 par jour, en fonction de la
température et de ’humidité, en placant chacun d’eux dans un petit trou creusé dans le grain
et en scellant celui-ci avec un bouchon de salive mucilagineux (Fig. 5). Entre 18 et 20°C, les
ceufs éclosent apres 8 a 11 jours pour donner naissance a de petites larves blanches (Potter,
1935).

b. Evolution larvaire

Dés qu'elle apparait, la larve creuse au travers du grain une galerie qu'elle va élargir au fur
et a mesure de sa croissance (Bekon & Fleurat, 1989). Dépourvues de pattes, avec une
longueur de 2,5 & 3 mm, et de couleur blanche, les larves se nourrissent de 1’albumen et
achévent leur croissance a I’intérieur des grains (Potter, 1935) (Fig. 5). Une seule larve se
développe par petit grain comme le blé et le riz, mais les plus gros grains comme le mais
supportent le développement de plusieurs spécimens. Les larves ne vivent jamais a 1’air libre
et se développent entiérement a I’intérieur du grain ou elle mue quatre fois (Lepesme, 1944).

c. Lanymphose

La larve se transforme en nymphe au sein des grains, apres 6 a 8 semaines. Les adultes
émergent aprés 5 a 16 jours supplémentaires et vivent environ 9 mois. lls percent des trous sur
le coté des grains pour en sortir (Lepesme, 1944) (Fig. 5). S’ils sont dérangés, ils feignent la
mort en repliant leurs pattes sur leur corps et en restant dans cette position. A une température
de 15°C et avec un taux d’humidité du grain égal & 11,3%, le cycle de vie complet s’étend sur

six mois (Potter, 1935).

Nymphe Adulte

Figure 5. Different stades du cycle de vie de Sitophilus granarius

Source : www.grainscanada.gc.ca/storage-entrepose.
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2.1.2.2. Dégats causes par I’insecte

Sitophilus granarius est I’un des insectes qui attaquent et déprécient les grains du
stockage et de la conservation. Il est considéré comme 1’une des espéces les plus nuisibles des
stocks dans les pays tropicaux. Il cause aux diverses céréales entreposés des dégats jugés
importants (Bekon & Fleurat, 1989) (Fig. 6).

Figure 6. Dégats causés par Sitophilus granarius (photo personnelle, 2019).

2.2. Elevage au laboratoire

L’¢élevage en masse est prélevé de I'Office Algérien Interprofessionnel des Céréales
(OAIC) et de la station de stockage d’El Aouinet-Tébessa. Les individus d’insectes sont
ramenés au laboratoire de Biologie Animale, ou ils ont subi un tamisage a I’aide d’un tamis a
mailles de dimensions 2mm pour la sélection d’espéces ciblées.

Les insectes sélectionnés sont déposeés séparément dans des bocaux en verre dont chacun
contient 300g de grains de blé dur sains non infestés ou traités, utilisés comme substrat
alimentaire. Les bocaux sont recouverts d’un morceau de tulle maintenu par un élastique a
une température de 27 £ 1 °C, une humidité relative de 65 + 5% % et une photopériode de
12heures (Fig. 7). L’élevage est suivi quotidiennement et les adultes nouvellement exuviés

sont utilisés pour toutes les expérimentations.
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Tri de I’espece ciblee

Conditions :
T°:27+£1°C
HR : 65 5%
Photopériode : 12 h
- g J

Elevage des insectes

L-------------------------------------

Figure 7. Collecte, Tri et Elevage des insectes étudiés (photos personnelles, 2019).

2.3. Présentation de Lavandula angustifolia (Miller, 1768)

Le mot Lavandula dérive du latin : lavare, qui signifie : laver (Chu & Kemper, 2001). La
plante, Lavandula angustifolia (Lavande vraie, ou lavande fine), appelée communément par la
population locale « khzama», choisie pour réaliser cette étude, est originaire de Tébessa. Le
critere de choix du matériel végétal repose sur la disponibilité de la plante en Algérie car elle

pousse a 1’état spontané et son usage est bien connu en pharmacopée traditionnelle locale.

2.3.1. Description botanique

Cette plante pousse dans les montagnes calcaires de 500 a 1800 m d'altitude et il semble
que l'altitude accentue encore la suavité de son odeur (Kothe, 2007). C’est une espéce de sous
arbrisseau de 20 a 80 cm croissant en masse. La racine est pivotante et il y’a quelques- unes
tracante. Les tiges ont une longueur qui varie de 15 a 20 cm et sont dépourvues de feuilles au-
dessous des inflorescences. La plante se compose de hampes florales courtes et fines ne
portant qu’un seul épi (Botineau, 2010) (Fig.8). Les feuilles sont étroites ou ovales, longues

de 2 a 5 cm, les bractées sont d’un brun jaunatre, marquées de 5 a 7 nervures principales tres
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distinctes, dont le contour est triangulaire, se détachant facilement de I’axe de 1’épi
(Lieutaghi, 2004) (Fig. 8). Les fleurs sont courtement pédonculées et disposées en épis de six
ou dix groupes dont les plus inférieurs sont séparés des supérieurs. Elles sont portées par des
bractées aussi larges que longues (Botineau, 2010). Elles sont hermaphrodites, les sépales
sont au nombre de cing et sont soudées pour former le calice tubulaire (Fabiani et al., 2002)
brievement cotonneux. On observe la présence de quatre étamines didynames surmontées
d’anthéres ovoides (Gilly, 1997) (Fig.8).

X 4% %
o » »

~ay

Figure 8. Lavandula angustifolia (Miller, 1768) (Photos personnelles, 2019).

A : Plante, B : Tige, C : Feuilles disposeées sur la tige, D : Fleurs.

Selon Miller (1768), Lavandula angustifolia est classée dans le régne végétal comme

suit :

Regne Plantae

Sous Régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous Embranchement ~ Angiospermes

Classe Dicotyledones

Sous Classe Dialypétales

Ordre Lamiales (Labiales)

Famille Lamiaceae

Genre Lavandula

Espéce Lavandula angustifolia M, 1768
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2.3.2. Répartition géographique et utilisation de la plante

Elle pousse a 1’état indigene dans certaines iles de 1’Atlantique et depuis le bassin

méditerranéen jusqu’au nord de 1’ Afrique tropicale, au Moyen Orient, a 1’ Arabie saoudite et
en Inde (Small & Deutsch, 2001). Certaines se plaisent dans les collines incultes, d’autres
préférent les bordures de foréts de chénes verts ou les lisieres de bois d’oliviers. Leurs stations
naturelles s’étendent du bord de mer jusqu’a des altitudes de 2500 m. Mais toutes aiment les
terrains secs, légers, sablonneux et pierreux, bien drainés (Vialard, 2008). La lavande
contient diverses molécules qui ont un intérét médicinal, dont le linalool, I’acétate de
linalyle, du limonéne, du cinéole, de 1’eugénol....
Généralement, la fleur est distillée afin d’obtenir de 1’huile essentielle qui a de multiples
vertus. Seule 1’huile essentielle provenant de cette espece (Lavandula angustifolia) bénéficie
de I’appellation d’origine controlée (AOC), cette espéce est inscrite dans la Pharmacopée
francaise (Xéme édition) (Meunier, 1999). Ainsi, la lavande peut étre utilisée comme
calmant, antidépressif et sédatif. Elle est aussi utilisée comme antalgique, anti-inflammatoire,
antiseptique et cicatrisant. Elle a également des propriétés antibactériennes (Elharas et al.,
2013) et ses qualités hypotensives et antispasmodiques sont appréciées (Schauenberg et al.,
2010).

2.3.3. Récolte et préparation de la plante

Lavandula angustifolia est prélevée entre mars et avril 2019, fraichement collectée, lavée a
I’eau courante pendant 5 min afin d’éliminer le sol, puis séchée sur du papier propre a I’ombre
dans un endroit sec et aéré pendant 10 jours. Afin de réaliser les différentes expérimentations
qui nécessitent une matiére végétale en poudre, la partie aérienne de la plante séchée est
finement broyée a 1’aide d’un broyeur pour matériel végétal (Fig. 9), puis conservé dans des

flacons en verre fumé hermétiquement fermé.

Figure 9. Broyage de la matiere végétale (Photo personnelle, 2019).
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2.3.4. Screening phytochimique de la plante

En vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques présents dans la plante, un
screening phytochimique a été réalisé. La colorimétrie et la gravimétrie sont deux principales
voies d'identification de ces groupes de substances en solution.
Pour notre travail, le screening phytochimique a été effectué sur la partie aérienne de

Lavandula angustifolia séchée et broyée selon la technique de Harborne (1998).

Il s’agit des tests chimiques de caractérisation des alcaloides par révélation par le réactif de
Dragendorff ; des flavonoides par le test a la soude ; des saponines par 1’indice de mousse ;
des tanins par réaction au chlorure ferrique 1 % ; des terpénoides par réaction a 1’anhydride

acétique et acide sulfurique concentré (Fig.10).

2.3.4.1. Recherche des flavonoides et des leucoanthocyanes

En présence d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1N), de I’acide chlorhydrique (HCI)
concentré et des coupeaux de Magnésium (Mg), les flavonoides donnent des réactions de
coloration caractéristique.

La méme réaction effectuée au bain marie en absence de coupeaux de Magnésium,

provoque l'apparition de la coloration rouge qui confirme la présence des leucoanthocyanes.

Mode opératoire :

-5 g de matériel végétal placés dans un Erlen-Meyer, sont infusés dans 50 ml d'eau distillée
pendant 30 minutes.

-Apreés filtration, prélever 6 ml d'infusé et les introduire dans 3 tubes a essai a raison de 2 ml
par tube.

-Additionner respectivement a l'infusé contenu dans les 3 tubes a essai, 1 ml de NaOH, 1ml
d'eau distillée et 1ml d’HCI concentré et de coupeaux de Magnésium.

En présence des flavonoides, les colorations suivantes : rouge, jaune-rougeatre, rouge a rouge-
violacé, rouge-foncé au violet ou bleu, jaune et rose peuvent étre observées. Ces couleurs
correspondent respectivement aux anthocyanes, flavones, flavonels, flavonones, isoflavones

et leucoanthocyanes.

2.3.4.2. Recherche des quinones

En présence de NaOH a 10 %, les solutions des quinones présentent une coloration
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Mode opératoire :

- 5 g de matériel végétal est humecté avec quelques gouttes d” HCI.

-Mettre a macération ce matériel végétal pendant une heure ou 24 heures dans un Erlen-
Meyer fermé et contenant 10 ml d'éther de pétrole.

-Apres filtration, 2 ml de filtrat sont agités avec 2 ml de NaOH a 10 %. La coloration rouge

virant au violet apparait en présence des quinones.

2.3.4.3. Recherche de saponines

Par agitation, une mousse persistante dont la hauteur est mesurable, apparait dans les

solutions de saponines.

Mode opératoire :

-5 g de matériel végétal trituré sont mis dans un Erlen-Meyer dans lequel on y ajoute 50 ml
d'eau distillée pour réaliser une décoction pendant 30 minutes.

-Apres refroidissement, filtrer et prélever 5 ml du décocté et les introduire dans un tube a essai
de 16 mm de diamétre et 160 mm de hauteur apreés agitation.

L'apparition d'une mousse persistante indique la présence des saponines. Cependant, en cas
d'une faible mousse, le décocté est testé avec un melange a volume égal d’acide sulfurique
(H2S04) 1N et Chrome de potassium (K,CrOgz) a 10 %.

2.3.4.4. Recherche des tanins

En présence de Chlorure ferrique a 1% ; les extraits aqueux tanniques donnent des

colorations bleu-vert, bleu-sombre et verte ou des précipités.

Mode opératoire :

-5g de matériel végétal sont infusés dans 50 ml d'eau bouillante contenue dans un Erlen-
Meyer pendant 30 minutes.

- 2 ml de I'infusé sont prélevés et mis dans un tube a essai dans lequel on ajoute quelques
gouttes de chlorure ferrique a 1%.

L'apparition d'une coloration ou la formation d'un précipité indique la présence des tanins
catéchiques.

-Prendre encore 2 ml de I'infusé et les placer dans un tube a essai saturé en acétate de sodium
et y ajouter quelques gouttes de FeCls.

La formation d'un précipité indique la présence des tanins galliques.
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2.3.4.5. Recherche des terpénoides et des stéroides

En présence de l'acide acétique anhydre et de l'acide sulfurique concentré (réactif de
Lieberman-Burchard), I'extrait organique éthéré contenant les stéroides donne des colorations
mauves et vertes. L'identification des terpénoides suit le méme schéma en plus de I'ajout du
réactif de Hirschson (acide trichloracétique). La couleur jaune virant au rouge indique la

présence de terpénoides.

Mode opératoire :

-Prendre 1g de matériel végétal qu'on met a macération pendant 24 heures dans I'éther de
pétrole ou dans le benzéne.

-Apres filtration et introduction dans un Erlen-Meyer de 100 ml, le solvant est évaporé au
bain de sable.

-Le résidu est récupéré dans un 1 ml de chloroforme, 1 ml d'anhydride acétique et 3 gouttes
d'acide sulfurique concentré.

Il se produit une coloration violette devenant progressivement verte. La coloration verte se
stabilise au bout de 30 minutes et indique la présence des stéroides.

Par ailleurs, 2ml de la solution acidifiée sont traités par quelques gouttes de réactif de
Hirschson. L'apparition d'une coloration rouge indique la présence des terpénoides.

2.3.4.6. Recherche des alcaloides
La mise en évidence des alcaloides consiste a les précipiter a l'aide de six réactifs de
précipitation a savoir : réactif de Dragendorff, Mayer, Hager, Bertrand, Wagner et le réactif

de Sonnenschein.

Mode opératoire :

- 1g de poudre de la matiere vegétale seche a été soumis a une macération dans 10 ml de
méthanol a une température ambiante pendant 24 heures, puis a I'étuve a 50 °C pendant 4
heures.

- La solution obtenue est filtrée, lavée avec des portions de méthanol chaud. Ensuite, on
évapore a sec la solution obtenue, a I'étuve a 50°C. Le résidu est recueilli deux fois par 2 ml
de solution chaude d'acide chlorhydrique 1% et est filtré.

- La solution acide obtenue est basifiee par I'ammoniaque concentrée dans une ampoule a
décanter. On y ajoute 15 ml de Chloroforme qui sera évaporé a sec, a l'air libre et le résidu
obtenu, est repris dans 0,5 ml de HCI a 1% et agité.
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-Ainsi, les alcaloides ayant été protonés sont supposés étre passés en phases aqueuses. La
phase aqueuse au-dessus est prélevée a I'aide d'une pipette Pasteur. Six gouttes sont déposees

sur une lame porte-objet.

Screening phytochimique de la plante (Harborne, 1998)

Flavonoides . . . Terpénoides .
[ Leucoanthocyanes ] [ Quinones ][ Saponines || Tanins I[ Stéroides ][ Alcaloides ]
4 N\ [ )

[ \ ( \( ) [ Réactifs \

-Dragendorff
Réactif -Mayer

NaOH NaOH Indice de Fe Cl; Lieberman- -Hager

IN 10 % mousse 1% Burchard -Bertrand

-Wagner
-Sonnenschein.

Mousse Coloration / Coloration Précipité
persistante Précipité Caractéristique

[ Coloration caractéristique [

Figure 10. Screening phyto-chimique de la plante (photos personnelles, 2019).

3




YDatériel et YVjéthodes

2.4. Préparation des extraits hydroalcooliques

La préparation des extraits a été réalisée par la méthode d’extraction par épuisement solide
/liquide décrite par Romani et al. (2006) avec différents solvants organiques : méthanol,
éthanol, acétone (80%) et eau distillée avec un rapport ratio solide : liquide 1/10 (mg / ml)
(Michel, 2011).

Il s'agit d'extraire une substance présente dans un solide pour la faire passer dans un
solvant. Les cas les plus simples correspondent a la décoction, I’infusion et la macération.
(Gheorghiade et al., 2006). L'intérét de la macération est généralement la conservation des
principes actifs durant le procédé (Sophie et al., 2003), ce qui justifie notre choix de la
méthode d’extraction dans la présente étude. Le choix des solvants d’extraction repose sur
I’avantage d’extraire le maximum de composés phénoliques hydrophiles avec le minimum de
sucre. Ils sont également faciles a éliminer sous vide (Liégeois et al., 2000 ; Boizot et al.,
2006 ).

Une quantité de 10 g de la poudre végétale broyée de la partie aérienne de Lavandula
angustifolia a été mélangé avec 100ml de chaque solvant. Le mélange est maintenu sous une
agitation magnétique pendant 24 h a température ambiante. La solution obtenue est ensuite
filtrée sur papier filtre (Wattman N°2 de diametre 0,2 um), le filtrat a été ensuite récupéré. Le
but de la filtration est de separer les constituants du mélange liquide-solide par le passage a
travers un milieu filtrant. Ensuite les solvants contenus dans les filtrats sont élimines par
évaporation dans un évaporateur rotatif utilisant une pompe a vide avec une vanne de
contréle. Pendant 1’évaporation, le ballon qui contient le filtrat mélangé avec le solvant est
mis en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé a 50°C. La rotation du ballon crée une
surface d’échange plus grande et renouvelée permettant donc d’effectuer une évaporation
rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite,
évitant ainsi la dégradation thermique éventuelle des composés. L’appareil est muni d'un
réfrigérant avec un ballon-collecteur de condensat. Apres 1’évaporation des solvants, les
extrait sec sont ensuite récupérés a 30% avec de 1’eau distillée stérile, puis étiquetés et
conservés a I’abri de la lumiére & 4 °C dans des tubes a essai en verre jusqu’a I’utilisation
(Fig.11).

La pesée des ballons avant et apres 1’évaporation a été effectuée afin de calculer le rendement
exprimé en (%) a partir du poids de chaque extrait déterminé a partir de trois répétions, selon
la formule suivante : R (%) = [P/ Po] x100

P; : poids de I’extrait'sec exprimé en gramme.

Po : poids initial de la poudre végétale exprimé en gramme.
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Préparation des extraits

1. Peser 10g 2. Macération avec les solvants et Agitation a 24h

4. Peser le ballon 6. Peser le ballon
avant évaporation 5. Evaporation du solvant apres évaporation

7. Recuperation des extraits
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Figure 11. Préparation des extraits hydroalcooliques (photos personnelles, 2019).
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2.5. Dosage des composés phénoliques

2.5.1. Dosage des polyphénols totaux

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux des différents extraits sont réalisées. La
principale raison pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des
propriétés antioxydante, antimicrobienne et insecticide des plantes leur sont attribués. Le
dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a été réalisé par la méthode de
Singleton & Ross (1965) in Wong et al. (2005), utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.
Ce réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
phosphomolibdique (H3PMo012040), il est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes
bleues de tungstene (WgO,3) et de molybdéne (MogO,3) (Ribéreau-Gayon et al., 1982). Cette
coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques
présents dans le milieu, donne un maximum d’absorption a 760 nm (Lapornik et al., 2005).
Mode opératoire :
Un volume de 0,2 ml de chaque extrait préparé est introduit dans des tubes a essais, auquel il
a été ajouté 1 ml de Folin Ciocalteu et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5 %. Par la suite, les
tubes sont agités et conservés durant 2h a une température ambiante. L’absorbance est
mesurée en utilisant le spectrophotometre a une longueur d’onde 765 nm avec un blanc
préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le méthanol (Fig.12).
Les teneurs en polyphénols totaux pour chaque échantillon sont calculées a partir de
I’équation de régression d’une gamme d’étalonnage en milieu aqueux (0 a 200 pg/ml), établie
avec I’acide gallique dans les mémes conditions opératoires que les extraits.
Les résultats ont été exprimés en milligramme (mg) €quivalent d’acide gallique par gramme

(9) du poids de la matiére seche (mg EAG/ g MS).

2.5.2 Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les différents extraits
méthanolique, éthanolique, acétonique et aqueux de Lavandula angustifolia a été réalisée par
la méthode de Bahorun et al. (1996).

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux

atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-

Gayon et al., 1982).
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Mode opératoire

1 ml de chaque extrait a été mis dans un tube a essai, auquel il a été ajouté 1ml de la solution
méthanolique de chlorure d’aluminium (AICl3 a 2%). Aprés incubation pendant 15 mn a
température ambiante, la mesure de 1’absorbance a été¢ effectuée a 430 nm (Fig.12).

Lors de la préparation du blanc, I’extrait a été remplacé par le méthanol. Les concentrations
des flavonoides des différents extraits sont estimées a partir de la gamme d’étalonnage (0-40
ug/ml), établie avec la quercétine, et sont exprimées en microgrammes équivalents de

quercétine par milligramme du poids de la matiére séche (ug EQ/mg MS).

2.5.3. Dosage des tannins condensés

Le dosage des tannins condensés est basé sur la condensation des composés

polyphénoliques (flavanes -3-ols) avec la vanilline en milieu acide (Price et al., 1978).

Mode opératoire

La méthode d’estimation de la teneur en tannins condensés a été proposée par Swain & Hillis
(1959), qui consiste a mélanger 2 ml du réactif de la vanilline & 1 ml d’extrait. Apres
incubation a 50°C pendant 20 min, I'absorbance est mesurée a 500nm (Fig.12).

Les résultats sont exprimés en gramme équivalent d’acide tannique par gramme de matiére

seche (mg EAT/g MS) a partir de la courbe d’étalonnage.
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Dosage des composés phénoliques

Polyphénols totaux Flavonoides Tannins condenses
Wong et al., 2005 Bahorun et al., (1996). Swain & Hillis (1959)
(H3PW1,040)+ (H3PM01,040) OH+C3+A|CI3 Condensation (flavones -3-ols)

(WsO2) + (M0sO32) SCHIBIEXE JEUDE -Vanilline milieu acide

1 ml Extrait

1 ml Folin Ciocalteu

2 ml Vanilline

B <o’

{ .2 ml Extrait

ol

Agitation 2h
température ambiante

ﬁ Incubation 15 mn

Température ambiante

¥

Longueur d’onde 430

Incubation 20 mn
50°C

Longueur d’onde 765
nm

Longueur d’onde 500
nm

Figure 12. Protocole de dosage des composes phénoliques (photos personnelles, 2019).
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2.6. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Lavandula angustifolia
2.6.1. Activité réductrice du molybdate

Cette technique est basée sur la réduction du molybdene Mo (VI) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO,? & molybdéne Mo (V) sous la forme MoO," en présence de I’extrait

pour former un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a pH acide (Prieto et al., 1999).

Mode opératoire

La capacité antioxydante totale (TAC) des différents extraits préparés est évaluée par la
méthode de Phosphomolybdéne de Prieto et al. (1999).

Un volume de 0,3 ml de chaque extrait a ét¢é mélangé avec 3 ml d’une solution préparée en
mélangeant 0,6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate
d’ammonium. Les tubes ont été incubés a 95°C pendant 90 min. Apreés refroidissement,
I’absorbance des solutions a été mesurée a 695 nm. Un blanc a été préparé dans les mémes
conditions que I’échantillon qui a été remplacé par le méthanol (Fig.13). La capacité
antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme

de la matiere séche (mg EAA/ g MS) a partir d’une courbe d’étalonnage.
2.6.2. Activité anti-radicalaire par la méthode du DPPH

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable utilisé pour remplacer

les radicaux libres produits en réponses a des stress internes ou externes en présence d’un
antioxydant, la couleur violette caractéristique du DPPH est transformée en une couleur jaune
(Brand et al., 1995). L’intensit¢ de la couleur est proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons, elle est mesurée a 517 nm
(Sanchez-Moreno, 2002).
Selon le protocole décrit par Mansouri et al. (2005), la solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. 25 ul des solutions de chaque
extrait (ou d’acide ascorbique) sont ajoutés a 975 ul DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contréle négatif contenant la solution de
DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm (Fig.13).

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation :

% d’inhibition= [(A controle- A e’chantillon)/A contrﬁle] %100

A : absorbance.
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IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient concentration 50), est
la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les
IC50 sont calculées graphiquement a I’aide de la courbe des pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des extraits testées (Torres, 2006).

Evaluation de ’activité antioxydante des extraits

Activité réductrice du molybdate Activité « scavenger » DPPH
(Prieto et al., 1999). Mansouri et al. (2005)
Molybdate (MoO,?) DPPH’
\ . $
Molybdéne (MoO,") DPPH-H
0.3 ml Extrait
3 ml: H;SO, 0.6M, NaH,PO, 0.025 ml Extrait
0.975 ml DPPH

Incubation 30 mn
Obscurité

Incubation 90 mn
95°C

ongueur d’onde
517 nm

Longueur d’ond
695 nm

Figure 13. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits (photos personnelles, 2019).
2.7. Traitement et essai insecticide

Les tests de toxicité ont pour objet d’évaluer le degré de sensibilité des espéces animales
ou végétales a 1’égard d’une substance toxique. En pratique, ils cherchent a déterminer les
différentes formes de toxicité (par ingestion ; par inhalation ou par contact) et a évaluer

quantitative les principaux effets létaux ou sublétaux (Ramade, 2007).
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Afin de mettre en évidence I’efficacité des différents extraits préparés : méthanolique,
éthanolique, acétonique, et aqueux issus de la partie aérienne de Lavandula angustifolia et de
définir les concentrations létales (CLso, CLgo) a 1’égard des insectes adultes de Rhyzopertha
dominica et Sitophilus granarius, on a réalisé un essai toxicologique basé sur 1’application de
ces extraits par fumigation sur les deux espéces d’insectes ciblées.

Aprés un screening préalable, I’essai est conduit en utilisant différentes concentrations
pour chaque extrait : 200, 400, 800, 1000 et 1200 pl /L air qui sont appliqués a I’aide d’une
micropipette sur un papier filtre (whatman n°2) coupé en cercle de 2,5 cm de diametre. Ces
disques sont suspendus a I’aide d’un fil a la face interne du couvercle des flacons stériles a
usage unique de 60ml de volume, contenant chacun 10 adultes non sexés et 10gr de blé sain
(Fig. 14). Trois répétitions ont été réalisées pour chaque concentration testée par espece. Par
ailleurs, une série témoin sans aucun traitement est conduite en parallele. La mortalité des
individus témoins et traités est enregistrée apres 1, 2, 3, 6, 12, et 24 heures apres traitement.

Les insectes incapables de bouger la téte et les antennes sont considérés comme morts.

Les mortalités observées ont été corrigées selon la formule d’Abbott (1925) afin

d’éliminer les mortalités naturelles non liées au traitement.

MC (%)= (M-MT)/ (100-MT) x 100

MC (%) : pourcentage de mortalité corrigée.

M (%) : pourcentage de morts dans la population traitée.

MT (%) : pourcentage de morts dans la population témoin.

Les concentrations létales et sous létales ainsi que leurs intervalles de confiance ont été

calculées grace a un Logiciel Graph Pad Prism 7.
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Essai toxicologique des extraits appliqués par fumigation

200, 400, 800, 1000 et 1200 pl /L air
de chaque extrait

T’

10g blé+10 insectes 10g blé+10 insectes

»

Suivi de mortalité apreés 1, 2, 3, 6, 12 et 24h

Figure 14. Essais toxicologiques des extraits appliqués par fumigation

(Photos personnelles, 2019).
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2.8. Test de répulsion

Ce test est utilisé pour calculer le pourcentage de répulsion des extraits méthanolique,
éthanolique, aqueux et acétonique du L. angustifolia a 1’égard des adultes de R. dominica et S.
granarius, d’apres la méthode de la zone préferentielle sur papier filtre décrite par McDonald
et al. (1970) qui consiste les étapes suivantes :

- Des disques du papier filtre Wattman n°2 de 9 cm de diametre sont coupés en deux parties
égales.

- Quatre concentrations ont été préparées (4, 8, 16, et 32 ul/ml d’acétone) pour chaque extrait.
- Ensuite, 0,5 ml de chacune des solutions ainsi préparées a été appliquées uniformément sur
une moitié du disque tandis que 1’autre moitié a recu uniquement 0,5 ml d’acétone. Trois
répétitions ont éte effectuées pour chaque concentration.

- Aprés quinze minutes, temps nécessaire pour 1’évaporation compléte du solvant, les deux
moitiés des disques ont été attachées au moyen d’une bande adhésive.

- Le disque de papier filtre ainsi reconstitue, a eté placé dans une boite de Pétri en plastique et
un lot de 10 individus d’insectes de chaque espece a été placé au centre de chaque disque
(Fig.15).

Le nombre d’insectes présents sur la partie de papier filtre traitée avec les différents extraits
(Nt) et le nombre de ceux présents sur la partie témoin (avec 1’acétone seulement) (Nc) ont
été relevés apres 30min, 3h, 6h et 24h.

Le pourcentage de répulsion (PR) a été calculé en utilisant la formule ci-dessous et attribué a
I’'une des différentes classes répulsives variant de 0 a V (McDonald et al., 1970) qui sont

présentés dans le tableau 1

PR = (Nc — Nt)/ (Nc + Nt) X 100

Tableau 1. Pourcentage de répulsion selon le classement de Mc Donald et al. (1970)

Classes Taux de répulsion Propriétés
Classe 0 (RP <0,1%) N’est pas répulsive
Classe | (RP =0,1% - 20,0%) Tres faiblement répulsive
Classe 11 (RP =20,1% - 40,0%) Faiblement répulsive
Classe Il (RP =40,1% - 60,0%) Modérément répulsive
Classe IV (RP =60,1% - 80,0%) Répulsive
Classe V (RP =80,1 % - 100%) Tres répulsive
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Test de répulsion des extraits

>

Papier Wattman n°2 (9cm@) découpé en deux

4,8, 16, et 32 ul/ml Acétone.

Partie traitee (Nt) Partie temoin (Nc)

* 10 insectes ” 10 insectes *

|

Comptage des insectes sur les 2 moitiés apres %2, 3,6 et 24h.

r
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1
1
1
|
1
1
1
1
|
1
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Figure 15. Test de répulsion des extraits (photos personnelles, 2019).
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3. RESULTATS

3.1. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent & détecter les différentes familles de composés

existants au niveau de la partie aérienne de Lavandula angustifolia sur le plan qualitatif. Cette

détection chimique est basée sur des réactions de précipitation, de turbidité et de coloration.

Les résultats sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Screening phytochimique de Lavandula angustifolia.

Familles Résultats
Flavonoides Couleur jaune rougeatre
(+) flavones

Leucoanthocyanes Couleur rouge

(+)
Quinones Pas de couleur

Rouge-violacé (-)

Saponines Apparition de mousse

(+)
Tanins Précipité et couleur bleue

Tanins galliques

*+)
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Terpénoides Couleur rouge

+)
Steroides Couleur verte
(+)
Alcaloides Pas de précipité
)

(+) : Test positif (-) : Test négatif.

D’aprés les résultats du screening phytochimique, on constate que la plante étudiée ne
contient ni les quinones, ni les alcaloides, tandis qu’elle renferme des flavonoides de types

flavones, des tannins, des leucoanthocyanes, des saponines, des terpénoides et des Stéroides.

3.2. Rendement des extraits de Lavandula angustifolia

Dans ce travail, les extraits ont été préparés a partir de la poudre de la partie aérienne de
Lavandula angustifolia, par épuisement solide /liquide, utilisant plusieurs solvants : éthanol,
méthanol, acétone a 80% et 1’eau distillée avec un rapport ratio solide : liquide 1/10 (mg / ml).
Les extraits obtenus présentent des couleurs différentes selon le solvant d’extraction (Fig. 16).
Le rendement des différents extraits obtenus varie entre 15,637 a 23,335% et sont reportés
dans le tableau 3.

Nous constatons que le rendement le plus élevé est celui de 1’extrait méthanolique avec un
taux de 23,33%, suivi de I’extrait éthanolique avec une valeur de 19,33% puis I’extrait aqueux

(16,37%), alors que le rendement le plus faible est obtenu pour 1’extrait acétonique (15,63%).

*
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Tableau 3. Rendement des différents extraits de Lavandula angustifolia.

Partie de la plante  Solvant d‘extraction Couleur Rendement (%)
Méthanol Marron jaunatre 23,33
Partie aérienne Ethanol Vert clair 19,33
Eau distillée Marron foncé 16,37
Acétone Vert foncé 15,63

A s c o

Figure 16. Extraits de Lavandula angustifolia

A : Extrait éthanolique, B : Extrait méthanolique, C : Extrait aqueux, D : Extrait acétonigue.

3.3. Teneur des extraits en composés phénoliques
Les résultats du dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tannins des différents

extraits de la partie aérienne de Lavandula angustifolia sont illustrés dans le tableau 4.

3.3.1. Teneur en polyphénols totaux

Les résultats indiquent clairement des différences au niveau des teneurs. Ils dévoilent
¢galement que la valeur la plus élevée est observée dans I’extrait méthanolique (23,51+2,88
mg E AG/g), suivie par I’extrait éthanolique (17,79 + 1,77), acétonique (12,78 + 1,27) et
aqueux avec une valeur de 12,18 £ 0,20 respectivement. Ces variations de teneurs pourraient

étre dues a la nature du solvant.

Les résultats révelent également que ’extrait méthanolique présentant une teneur plus élevée
en polyphénols totaux a montré également un rendement plus supérieur comparativement aux

autres extraits utilisés.
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3.3.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides totaux des extraits hydro-alcoolique de la plante testée a été
déterminée selon la méthode du trichlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en terme
d’équivalent de quercétine (ug EQ/mg MS) et calculés a partir d’une courbe d’étalonnage.
Les résultats obtenus sont répertorié dans le tableau 4, qui montre que le méthanol a
également présenté des teneurs les plus élevés en flavonoides de 1’ordre de 14,49 + 0,18 mg
EQ/g MS. Par ailleurs, I’extrait éthanolique et aqueux ont montré des teneurs en flavonoides
comparables (9,62 et 9,38 mg EQ/g MS respectivement). Par contre, on note que 1’acétone a

marqué une faible teneur en flavonoides comparativement aux autres extraits testés.

3.3.3. Teneur en tannins

L’analyse des résultats mentionnés dans le tableau 4, révéle une variation de la teneur en
tannins en fonction du solvant d’extraction. Ainsi 1’éthanol semble le meilleur solvant pour
I’extraction de ces composés par rapport aux autres, avec une moyenne de 10,56 + 1,28 mg
EAT/g MS, suivi de ’extrait aqueux qui a enregistré une teneur de 6,80 = 0,82 mg EAT/g
MS. Enfin, Pextrait méthanolique et acétonique ont marqué les teneurs les plus
faibles affichant des valeurs de 3,07 + 0,53 et 2,06 + 0,24 mg EAT/g MS respectivement.
Au vu des résultats obtenus, il ressort que, 1’extraction des composés phénoliques est une

étape cruciale pour la valorisation des principes actifs et qui dépend du solvant d’extraction.

Tableau 4. Teneur en Polyphénols totaux (mg EAG /g MS), Flavonoides (g EQ/mg MS), et Tannins
(1g EQ/mg MS) des extraits hydro-alcooliques de L. angustifolia (m£SEM).

Extraits Polyphénols totaux (mg Flavonoides Tannins
EAG/g MS) (1g EQ/mg MS) (mg EAT/g MS)
Méthanolique 23,51 +2,88 14,49 + 0,18 3,07 +£0,53
Ethanolique 17,79 £ 1,77 9,62 +0,38 10,56 + 1,28
Aqueux 12,18 £ 0.20 9,38+ 0,04 6,80 + 0,82
Acétonique 12,78 + 1,27 6,12 + 00,39 2,06 £0,24

3.4. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits
Dans la présente étude, 1’activité antioxydante des extraits de Lavandula angustifolia a été
déterminée en utilisant deux tests différents a savoir ; ’activité réductrice du molybdate, et

I’activité « scavenger » du radical DPPH.
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3.4.1. Activite réductrice du molybdate

Les résultats du pouvoir réducteur du molybdate des extraits testés présentent des
variations en fonction du solvant utilisé. 1l a été constaté que 1’extrait méthanolique a affiché
la meilleure capacité antioxydante qui est de I’ordre de 27,39 + 1,00 mg EAA/g MS, par
rapport aux autres extraits utilisés, alors que la plus faible capacité antioxydante a été
enregistrée avec I’extrait éthanolique soit une valeur de 15,95 + 0,10 mg EAA/g MS (Tableau
5).

Tableau 5. La capacité antioxydante totale réductrice du molybdate (TAC) (mg EAA/ g MS) des
extraits hydro-alcooliques de L. angustifolia.

Méthanolique 27,39+ 1,00
Ethanolique 15,95 + 0,10
Aqueux 2598 + 1,63
Acétonique 20,70 £ 1,54

3.4.2. Activité « Scavenger » du radical DPPH

Les résultats de la capacité des extraits de L. angustifolia a piéger le radical DPPH en
fonction de la concentration et du solvant sont présentés dans le tableau 6.
On peut constater que 1’extrait méthanolique est le plus actif comparativement aux autres
extraits avec une concentration de 38,31 + 5,93ug/ml pour piéger 50% du radical libre DPPH,
suivi de I’extrait aqueux avec une CI50 de 47,83 + 9,10 pg/ml puis I’extrait acétonique et
éthanolique avec des concentrations de 51,51 + 3,75 et 85,33 + 4,18 pg/ml pour la dose la
plus forte (16 ul).

Tableau 6. Capacité des extraits de L. angustifolia a piéger le radical DPPH.

CI50/ DPPH (pg/ml)

Extraits Doses (ul)

2 4 8 16
Méthanolique 73,11 +1,24 62,96 + 4,44 55,14 + 7,08 38,31 £5,93
Ethanolique 96,47 = 0,97 94,96 £ 1,32 91,68 £ 0,48 85,33+ 4,18
Aqueux 84,02 £2,91 75,82 £ 4,45 65,06 + 3,47 47,83 £9,10
Acétonique 89,44 + 2,28 83,89 £ 3,66 66,37 £ 8,22 51,51 £ 3,75

3.5. Essais toxicologiques

Les essais toxicologiques ont permis de déterminer I’efficacité des extraits méthanolique,

éthanolique, aqueux et acétonique de Lavandula angustifolia, évaluée a partir de la mortalité

enregistrée chez les adultes de deux espéces d’insectes: R. dominica, S. granarius, a

différentes péeriodes : 1, 2, 3, 6, 12 et 24 h apres traitement.
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3.5.1. Toxicité de I’extrait méthanolique

L’extrait methanolique de L. angustifolia a été teste par fumigation avec différentes

concentrations : 200, 400, 800, 1000, et 1200 pl/L air, a I’égard des adultes des deux insectes.

Les résultats des mortalités enregistrées apres les périodes de traitement : 1, 2, 3, 6, 12 et

24h sont répertoriés dans le tableau 7, affichant des valeurs allant de 10 = 00 % pour la plus

faible dose jusqu’au 97,5 £ 3,75 et 100% pour la plus forte dose chez R. dominica et S.

granarius respectivement a partir de la premiere heure jusqu’a 24h apres traitement.

On note également une augmentation du taux de mortalité en fonction des concentrations

appliquées et le temps d’exposition chez les deux espéces d’insectes (Fig. 17). Ainsi S.

granarius marque un taux de mortalité plus élevé par rapport au R. dominica estimé a 100 %

chez les séries traitées avec la plus forte dose depuis la 6™ heure du traitement jusqu’a 24h.

100 -
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Figure 17. Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) en fonction des logarithmes

décimaux des doses de I’extrait méthanolique a différentes périodes chez R. dominica (A) et S.

granarius (B).
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Tableau 7. Effet de I’extrait méthanolique de L. angustifolia appliqué par fumigation a 1’égard des
adultes de R. dominica et S. granarius sur le taux de mortalité corrigée a différentes périodes (m +

SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).

Temps (h) Dose (ul/L) R. dominica S. granarius
200 10,00 + 0,00 10,00 £ 0.00

400 15,00 + 5,00 27,20+ 3.75

1 800 25,00 + 5,00 32,50 + 3,75
1000 35,00 + 5,00 50,00 + 0,00

1200 40,00 + 5,00 82,50 + 7,50

200 15,00 + 7,50 20,00 £ 5,00

400 22.50 + 3,75 32,50 £ 3,75

2 800 30,00 + 5,00 42,50+ 3,75
1000 40,00 £ 0,00 60,00 + 5,00

1200 42,50 £ 7,50 85,00 £ 5,00

200 20,00 + 5,00 25,00 + 5,00

400 30,00 £ 5,00 45,00 + 5,00

3 800 32,50 7,50 52,50 + 7,50
1000 50,00 + 5,00 77,50 + 3,75

1200 57,50 + 3,75 97,50 £ 3,75

200 22,50 + 3.75 30,00 0,00

400 35,00 + 5,00 52,50 + 3,75

6 800 37,50 +£3.75 65,00 + 5,00
1000 57,50 + 3,75 82,50 £ 3,75

1200 72,50 + 3,75 100,0 + 0,00

200 27,50 £ 3,75 35,00 5,00

400 45,00 + 5,00 60,00 + 5,00

12 800 55,00 + 7,50 70,00 + 0,00
1000 70,00 + 5,00 90,00 + 5,00

1200 85,00 + 5,00 100,0 + 0,00

200 30,00 + 0,00 42,50 £ 3,75

400 47,50 £ 3,75 72.50 £ 3,75

24 800 60,00 + 0,00 80,00 + 0,00
1000 75,00 + 5,00 97,50 + 3,75

1200 97,50 + 3,75 100,0 + 0,00

Les concentrations sous létales (CLyg et CLys) et létales (CLsp et CLgg) au cours de différentes

périodes des deux espéces, ainsi que le Slope, le coefficient de détermination et 1’intervalle de
confiance ont été calculés par le logiciel GRAPH PAD PRISM 7 (Tableau 8).
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Tableau 8. Efficacité de I’extrait méthanolique de Lavandula angustifolia appliqué par fumigation sur
les adultes de R. dominica et S. granariusa 1, 2, 3, 6, 12 et 24h apreés traitement. Analyse des probits.

Période

(h)

RZ

CLs (ML)
IC (95%)

CLso (WI/L)
IC (95%)

CLgo (HI/L)
IC (95%)

Rhyzopertha dominica

! 0.9 112 (531,6((5)?;130,20) (136198-%1241) (48%)353808)
’ 0.9 082 (322,4570%3201.90) (133??—%399) (82%2?27?81)
3 0,84 0-90 (11,?32‘%22,40) (674,13%??395) (26%)%?(?:27)
6 0,79 1.08 276,20 762,50 5812

! (0,0054-680,20)  (320,90-1521)  (15859,288¢+015)
12 089 1.22 (24,971-%797,20) (23613%%,79501,90) (126219-25%56)
2 084 14l (02,%2—1428,00) (83,‘215157'?%3,60) (733,1190?(2)466)

Sitophylus granarius

. 078 188 (0,03313101%20) (373??33’-910842) (995,582,3132e+017)
208 L6 auimay  @solozen  (4e307)
3 O 154 (0,28213;8550,70) (52,3(252532,40) (669,12%313849)
° 088 155 (15793070 (126006169 (626-1716)
12 089 1.58 (18,1?:%32,20) (111%%?21585,10) (535,13202401)
24 0.93 1.75 127,30 238,00 832,40

(33,17-211,70)

(116,60-340,10)

(413,30-220)

3.5.2. Toxicité de I’extrait éthanolique

L'évolution de la mortalité induite par le traitement avec les extraits éthanolique en

fonction du temps chez les insectes des deux espéces est présentée dans le tableau 9.

Chez S. granarius, les faibles taux de mortalités sont enregistrés aprés 1 h d’exposition chez

les séries traitées avec la faible dose (200 ul/L) de I’extrait éthanolique. Par ailleurs, on note

que cette mortalité atteint une valeur de 100% chez les séries traité avec la dose de 1200 pl/L

apres 12 et 24h de traitement. Par contre chez R. dominica, I’application de cet extrait a

provoque un maximum de mortalité de 97.5+3.75% obtenu uniquement chez les séries traitées

avec la plus forte dose apres 24h de traitement.

On note également une augmentation du taux de mortalité en fonction de la relation dose-

réponse chez les deux espéces testées (Fig. 18).
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Figure 18. Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) en fonction des logarithmes
décimaux des doses de I’extrait éthanolique a différentes périodes chez R. dominica (A) et S.

granarius (B).

Tableau 9. Effet de I’extrait éthanolique de L. angustifolia appliqué par fumigation a I’égard des
adultes de R. dominica et S. granarius sur le taux de mortalité corrigée a différentes périodes (m +

SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus).

Temps (h) Dose (pl/L) R. dominica S. granarius
200 07,50 + 3,75 07,50+ 3, 75

400 15,00 £ 5,00 20,00 £ 0,00

1 800 20,00 + 0,00 35,00 + 5,00
1000 35,00 = 5,00 47,50 = 3,75

1200 45,00 + 5,00 60,00 + 5,00

200 12,50 £ 3,75 12,55 + 3,75

400 25,00 + 5,00 30,00 + 5,00

2 800 30,00 £ 5,00 50,00 £ 0,00
1000 42,50 + 3,75 57,50 £ 7,50

1200 55,00 + 5,00 75,00 + 5,00

200 20,00 = 5,00 15,00 £7,50

400 32,50 £ 3,75 35,00 = 5,00

. 800 37.50 £ 3.75 57,50 7,50
1000 50,00 £ 5,00 62,50 £ 3,75

1200 57,50 = 3.75 90,00 + 5,00

200 25,00 £ 5,00 17,50 + 7,50

400 40,00 + 5,00 40,00 = 5,00

6 800 42,50 + 3,75 62,50 £ 3,75
1000 52.50 + 3,75 75,00 £ 5,00

1200 60,00 + 0,00 97,50 £ 3,75

200 30,00 £ 0,00 22,50 £ 3,75

400 45,00 + 10,00 45,00 = 5,00

12 800 47,50 + 3,75 67.50 £ 3,75
1000 57,50 £ 3,75 85,00 = 7.50

1200 67,50 + 7,50 100,00 £ 0,0

200 32,50 + 3,75 25,00 £ 5,00

400 57,50 + 7,50 50,00 + 0,00

24 800 65,00 = 5,00 72,50 £ 3,75
1000 72,50 + 7,50 87,50 +3,75
1200 97,50 + 3,75 100,00 + 0,00
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Les concentrations sous létales et létales (CLs, CLsg et CLgo) au cours de différentes périodes

des deux espéces, ainsi que le Slope, le coefficient de détermination et I’intervalle de
confiance ont été calculés par le logiciel GRAPH PAD PRISM 7 (Tableau 10).

Tableau 10. Efficacité de I’extrait éthanolique de Lavandula angustifolia appliqué par fumigation sur

les adultes de R. dominica et S. granarius a 1, 2, 3, 6, 12 et 24h aprés traitement. Analyse des probits.

Période R’ CLs (uI/L) ClLsp (uI/L) Clgp (pI/L)
) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
Période R’ CLs (L) CLep (L) Clgp (L)
) ) IC (95%) IC (95%)
R. dominica
733,80 1528 6628
1 0,90 149 (420-1014) (1103-7034) (1806-7580)
468,70 1246 8797
2 03 112 (160,30-753)  (865,60-4480) (2401-15001)
292,70 1029 12723
3 0,91 0.87 (83,80-492,60)  (726.30-2235) (3750-7501)
189,60 857 17500
9 e S (25,85-362,50)  (576,70-1802) (4431-33582)
140,80 622,70 12184
12 0.88 0.73 (5,596-310) (345,20-1143) (3197-7575)
150,40 352,10 1931
& e 129 (05486-357,50)  (38.72-629,80) (668,40-4630)
S. granarius
527 1034 3986
1 D 162 (369.40-600,60)  (874,80-1323) (2225-1113)
360,20 731,60 3017
2 0,96 1.5 (209,00-524,80)  (572,90-926,70) (1789-8408)
316,10 596,90 2128
5 et ot/ (91,90-600,40)  (356,10-886,10) (1081-1501)
282,30 502,80 1594
6 0.92 1.90 (93.90-519.20)  (297,50-738) (827,40-6394)
243,50 429,60 1338
L2 = = (83.36-433.30)  (251-633.40) (695.20-4330)
9y 008 Lot 217,90 386,60 1217

(94,10-353,90)

(248,60-541,60)

(684,70-2927)

3.5.3 Toxicité de I’extrait aqueux

Le pourcentage de mortalité induit par 1’application de 1’extrait aqueux au cours des

périodes testées est répertorié dans le tableaull.

Les résultats obtenus montrent que cet extrait a provoqué une activité insecticide chez les

adultes des deux especes avec un effet dose-temps (Fig. 19). Le taux de mortalité marque des
valeurs variant de 7,5 £ 3,75 et 12,5 + 3,75% pour la dose la plus faible (200 ul/L) aprés 1h
jusqu’a 97,5 £ 3,75 et 100% avec la plus forte dose (1200 pl/L) aprés 24h de traitement R.

dominica et S. granarius respectivement.
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Tableau 11. Effet de I’extrait aqueux de L. angustifolia appliqué par fumigation sur les adultes de R.
dominica et S. granarius, sur le taux de mortalité corrigée a différentes périodes (m £ SEM, n= 3
répétitions comportant chacune 10 individus).

Temps (h) Dose pl/L R. dominica S. granarius
200 07,50 + 3,75 12,50 + 3,75
400 25,00 + 5,00 17,50 + 3,75
1 800 32,50 + 3,75 40,00 + 0,00
1000 37,50 + 3,75 57,50 + 3,75
1200 47,50 + 7,50 70,00 + 0,00
200 17,50 + 3,75 20,00 + 0,00
400 30,00 + 0,00 27,50 + 3,75
2 800 42,50 + 7,50 45,00 +7,50
1000 47,50 + 12,50 60,00 + 5,00
1200 62,50 + 3.75 82,50 + 7,50
200 25,00 + 5,00 25,00 + 5,00
400 35,00 + 5,00 32,50 + 3,75
3 800 55,00 + 7,50 47,50 + 7,50
1000 67,50 + 3,75 67,50 + 3,75
1200 72,50 + 7.50 90,00 + 5,00
200 30,00 + 0,00 32,50 + 3.75
400 42,50 + 7,50 37,50 + 3.75
6 800 60,00 + 5,00 60,00 + 5,00
1000 75,00 + 5,00 75,00 + 5,00
1200 80,00 + 0,00 95,00 + 5,00
200 32,50 + 3,75 37,50 + 3,75
400 45,00 + 5,00 45,00 + 5,00
12 800 67,50 + 3.75 65,00 + 5,00
1000 80,00 +10,00 85,00 + 5,00
1200 87,5+ 3,75 97,50 + 3,75
200 35,00 + 5,00 40,00 + 0,00
400 47,50 +3,75 52,50 + 3,75
24 800 70,00 + 0,00 72,50 + 7,50
1000 90,00 + 0,00 90,00 + 5,00
1200 97,50 + 3,75 100,00 + 0,00

Le tableau 12 présente les concentrations sous létales et létales (CL,s, CLsg et CLgg) au cours

de différentes périodes a 1’égard des deux espéces, ainsi que le Slope, le coefficient de

détermination et I’intervalle de confiance calculés par le logiciel GRAPH PAD PRISM 7.
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Tableau 12. Efficacité de I’extrait aqueux de L. angustifolia appliqué par fumigation sur les adultes de
R. dominica, S. granarius a 1,2, 3, 6,12 et 24h aprés traitement. Analyse des probits

Période R? CLs (ML) ClLso (uI/L) CLgo (ML)
(heures) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
R. dominica
519,60 1452 11334
1 0,94 1.06 (306,80-718,50) (1068-3167) (3789-18661)
331,30 938,20 7527
2 0,94 105 (1465051370)  (705,20-1497) (3010-78637)
238,70 594,70 3692
3 0,96 1.20 (128,40-353,60)  (462,60-744,40) (2123-10348)
187,90 464,20 2
6 0.95 121 (7345-309,0)  (316-619,60) (1546-9968)
179,50 400,40 1992
12 0.95 1.36 (68,21-298,40)  (258-546,10) (1125-5958)
179,30 355,70 1399
24 0.89 160 (2002-373,40)  (128,60-577,80)  (625,10-10472)
S. granarius
496 868 2659
1 0,95 1.96 (275,40-745,10) (680,90-1132) (1460-9657)
350,10 705,90 2870
2 0,86 1.56 (35,53-790,50)  (371,70-1393) (1166-3249)
286,10 593,30 2552
3 0,81 12 (0,3655-809,40) (133-1435) (956,50-2111)
212,90 456,10 2094
6 0.83 L4 (0,968256350)  (73,20-821,40) (788-1419)
169,30 365,40 1703
12 0.83 142 (06787-42790)  (37,80-659,50) (629,60-2897)
148,70 308,30 1326
24 0.87 150 (7,604-321,50)  (74,82-518,80) (552,20-1402)
- .
? - 1h r 150 - - 1h
100- -m- Zh — = Zh
= — 3h £ - 3h
: —— g 10 - h
@ —— 12h -E’ 1 d e
< o 24 E o 24h
e g
(%]
@ s w ;
. g
= 0 1 ] 0 T T 1
Log doses “ Log doses
J .

Figure 19. Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) des insectes testés en fonction
des logarithmes décimaux des doses de I’extrait aqueux a différentes périodes chez R. dominica (A) et

S. granarius (B).
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3.5.4. Toxicité de I’extrait acétonique

Les resultats relatifs aux pourcentages de mortalités des individus traités avec 1’extrait

acétonique sont mentionnés dans le tableau 13. L’analyse des résultats montre que cet extrait

a un effet toxique vis-a-vis des especes testées au cours des périodes d’étude ou on note une

augmentation du taux de mortalité en fonction des concentrations appliquées et le temps

d’exposition aussi bien chez R. dominica que chez S. granarius (Fig. 20).

Tableau 13. Effet de I’extrait acétenoique de L. angustifolia appliquées par fumigation a I’égard les
adultes de R. dominica et S. granarius sur le taux de mortalité corrigée a différentes périodes (m +
SEM, n= 3 répétitions comportant chacune 10 individus

Temps (h) Dose pl/L R. dominica S. granarius
200 15,00 + 5,00 20,00 + 0,00

400 32,50 + 7.50 32,50 +3,75

1 800 57,50 + 7,50 60,00 + 0,00
1000 67,50 + 7,50 77,50 + 3.75
1200 92,50 + 7,50 100,00 + 0,00

200 20,00 + 5,00 25,00 + 5,00

400 35,00 + 5,00 35,00 + 5,00

2 800 67,50 + 3,75 67,50 +7,50
1000 77,50 + 13,75 82,50 + 7,50

1200 95,00 + 5,00 100,00 + 0,00

200 25,00 + 7,50 30,00 + 0,00

400 40,00 + 5,00 42,50 + 3.75

3 800 70,00 £0,00 72,50 + 7,50
1000 90,00 + 5,00 92,50 + 3.75
1200 97,50 3,75 100,00 + 0,00

200 30,00 + 5,00 35,00 + 5,00

400 55,00 + 5,00 47,50 + 7,50

6 800 75,00 + 5,00 77,50 + 7,50
1000 92,50 + 7,50 95,00 + 5,00
1200 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

200 32,50 + 3,75 40,00 + 0,00

400 60,00 + 5,00 50,00 + 5,00
12 800 80,00 + 5, 00 80,00 + 10,00
1000 95,00 + 5,00 97,50 + 3,75
1200 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

200 37,50 + 3,75 42,50 + 3,75

400 62,50 + 3,75 52,50 + 3,75

24 800 82,50 + 7,50 85,00 + 5,00
1000 97,50 + 3,75 100,00 + 0,00
1200 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00

Le tableau 14 présente les concentrations sous létales et Iétales (CLys, CLsp et Clgp) au

cours de différentes périodes a 1’égard des espéces étudiées ainsi que le Slope, le coefficient

de détermination et I’intervalle de confiance calculés par le logiciel GRAPH PAD PRISM 7.
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Tableau 14. Efficacité de 1’extrait acétonique de L. angustifolia appliqué par fumigation sur les
adultes de R. dominica et S. granarius a différentes périodes aprés traitement. Analyse des probits

Période R2 CLys (HI/L) ClLg (U.l/l_) ClLy (U.l/l_)
(heures) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
R. dominica
334,20 592,50 1862
1 0,92 191 (118-624,60)  (368,10-844,40) (1015-8511)
290,90 504,30 1516
2 D2 8 (136-477,30)  (340,80-686,70 (902,10-3789)
252,30 434,50 1289
3 0,93 2.02 (85,77-457,80)  (251,50-641,20) (683,30-4059)
188.7 3405 1109
6 0.94 1.86 (73,11-310,70)  (207,40-483,70) (606,60-2751)
174 308,20 967.3
12 0.9 1.92 (86,15-261,50)  (210,40-411,30) (582-1882)
’ 065 a7 155,20 279,10 902,80
' ' (67,31-239,90)  (177,80-379,70) (525,30-1856)
S. granarius
316,80 535,10 1527
a 0,89 2.09 (64,92-73870)  (264,10-846) (721,70-1127)
274 472,90 1409
2 0,90 2.01 (60,17-580,70)  (233,10-739,70) (669,30-7714)
222,50 393,40 1229
3 LD L (42,66-452,50)  (175,90-628,60) (587.60-6012)
187,40 341,90 1138
6 0.90 18 (31,05-376)  (139,30-548,60) (534,50-5315)
162,80 306,40 1086
= Bz L0 (11,24-351,20)  (79,82-519,10) (461,50-7893)
o4 057 - 152,30 282,80 974,60
: : (9,255-326,20)  (65,67-480,60) (408,60-6401)
r 1 1
- 1h 100 - aw - 1h
100 - ' A T - -m- h
= e Oh = - 3h
o - 6h 2 - 6h
) * |+ =4 . — 12h
E E o 2ih S 50 e 24h
o m- .1} L)
g 5
o =
= 0 . . l
0 : : . 2.0 25 3.0 35
20 25 30 35 Log doses
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Figure 20. Courbe de référence exprimant les mortalités corrigées (%) des insectes testés en fonction
des logarithmes décimaux des doses d’extrait acétenoique a différentes périodes chez R. dominica (A)
et S. granarius (B).
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3.5.5. Efficacité comparée des extraits de L. angustifolia
Les CLso des différents extraits de Lavandula angustifolia, a 24h aprés traitement, des
variations en fonction du solvant d’extraction et de 1I’espéce étudiée (Tableau 15).

Tableau 15. Efficacité comparée des différents extraits de L. angustifolia, a I’égard de R. dominica et
S. granarius apreés 24h de traitement.

CLso (uI/L d’air) /24h
Extraits
R. dominica S. granarius
Méthanolique 416,20 238,00
Ethanolique 352,10 386,60
Aqueux 355,70 308,30
Acétonique 279,10 282,80

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau, on remarque que 1’extrait acetonique
appliquée par fumigation est le plus toxique comparativement aux extraits testés vis-a-vis des
deux espéces avec des CLsp de 279,10 et 282,80 pl/L d’air, suivi par I’extrait aqueux dont les
CLso enregistrées sontde : 355,70 et 308,30 ul/L d’air aprés 24h de traitement pour R.
dominica et S. granarius respectivement. Par contre, I’extrait méthanolique a montré la plus
faible toxicité vis-a-vis de R. dominica avec une CLsy de 416,20 pl/L d’air, et I’extrait
éthanolique contre S. granarius (avec une CLsy de 386,60 pl/L). La comparaison entre les
deux espéces de ravageur montre que S. granarius est 1’espéce la plus sensible par rapport a

R. dominica et cela aux extraits testés.

3.6. Essai de répulsion

Les résultats du pouvoir répulsif des extraits méthanolique, éthanolique, aqueux et acétonique
de L. angustifolia a I’égard de R. dominica et S. granarius sont présentés dans les tableaux 16,
17, 18 et 19. Ce pouvoir a été déterminé selon la méthode de Mc Donald. (1970).

3.6.1. Pouvoir répulsif de ’extrait méthanolique

Les résultats mentionnés dans le tableau 16 mettent en évidence un pouvoir répulsif de
I’extrait méthanolique appliqué sur les deux especes testées.
Le pourcentage de répulsion marque une augmentation en fonctions des concentrations
appliquées (4, 8, 16 et 32 ul/ml) et une diminution en fonction des temps d’exposition et cela
aussi bien chez R. dominica que chez S. granarius. Par ailleurs, on note que cet extrait montre

une efficacité répulsive plus importante chez S. granarius par rapport a R. dominica.
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Ainsi I’extrait méthanolique de L. angustifolia appartient a des classes de répulsion qui varie
de la classe | (Tres faiblement répulsive) jusqu’a la classe 5 (Trés répulsive) d’aprés le
classement de Mc Donald, (1970) et cela en fonction des concentrations appliquées.

Tableau 16. Pouvoir repulsif (%) de I’extrait méthanolique de L. angustifolia testé sur les
adultes de R. dominica et S. granarius (m = SEM).

Concentrations  Périodes apres R. dominica S. granarius
(! /m) traitement(h) PR (%) Classe PR (%) Classe
4 26,66 + 8,88 I 40,00+13,33 1
8 12 53,33 17,77 i 46,66 + 8,88 i
16 66,66 + 8,88 v 66,66 + 8,88 v
32 73,33 £ 8,88 v 86,66 + 8,88 \%
4 26,66 + 8,88 I 26,66 + 8,88 1
8 3 46,66 + 8,38 i 40,00 £ 0,00 I
16 60,00 +13,33 i 53,33+ 8,88 Il
32 66,66 + 8,88 v 73,33+8,88 v
4 13,33+ 8,88 I 26,66 + 8,88 1
8 6 26,66 + 8,88 I 40,00+13,33 I
16 33,33+8,88 I 46,66 + 8,88 i
32 53,33+ 8,88 i 60,00+26,66 Il
4 13,33+ 8,88 I 26,66 + 8,88 1
8 24 20,00+00,00 I 33,33+8,88 I
16 26,66 + 8,88 I 46,66 + 8,88 i
32 46,66 + 8,38 i 60,00+13,33 i

3.6.2. Pouvoir répulsif de I’extrait éthanolique

Les résultats obtenus aprés application de 1’extrait éthanolique de L. angustifolia révélent
un pouvoir répulsif appartenant a la classe IV pour R. dominica et la classe V pour S.
granarius, selon le classement de McDonald (1970) (Tableau5). De plus, on note que cet
extrait induit une augmentation de [’activité répulsive en fonction des concentrations
appliquées et une diminution en fonction du temps d’exposition. Par ailleurs, la répulsion de

ce produit est plus importante chez S. granarius comparativement a R. dominica.
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Tableau 17. Pouvoir répulsif (%) de I’extrait éthanolique de L. angustifolia testé a I’égard des adultes
de R. dominica et S. granarius (m = SEM).

(I /ml)

Concentrations

Périodes aprés
traitement(h)

R.dominica

PR (%)

Classe

S. granarius

PR (%)

4 40,00 + 13,33 I 46,66 + 8,88 11
8 1/2 46,66 + 8,88 I 53,33 + 8,88 11
16 53,33+ 8,88 i 60,00 + 0,00 Il
32 66,66 + 8,88 v 93,33+ 8,88 \%
4 33,33 +8,88 I 40,00 + 13,33 I
8 3 40,00 £ 13,33 I 53,33 + 8,88 Il
16 46,66 + 17,77 1l 60,00 + 0,00 11
32 53,33 + 8,88 I 73,33+ 8,88 v
4 26,66 + 8,88 I 33,33+ 8,88 I
8 6 33,33 +8,88 I 46,66 + 8,88 Il
16 40,00 = 0,00 I 53,33+ 8,88 11
32 46,66 * 8,88 I 66,66 + 8,88 v
4 20,00 £ 0,00 I 26,66 * 8,88 I
8 24 26,66 + 8,88 I 33,33+ 8,88 I
16 33,33+8,88 I 46,66 + 8,88 Il
32 40,00 + 0,00 I 60,00 + 13,33 11

3.6.3. Pouvoir répulsif de I’extrait aqueux

L’¢évaluation de la répulsion des extraits aqueux a différentes concentrations a 1’égard des

adultes de R. dominica et S. granarius a différentes périodes d’exposition est présentée dans

le tableau 18. A I’examen du tableau, il ressort que 1’extrait aqueux exerce un effet répulsif a

I’égard des adultes de S. granarius, et modérément répulsif a 1’égard des individus de R.

dominica. Cependant, on remarque que cet extrait exerce un effet répulsif avec une relation

dose-réponse et qui diminue avec le temps d’exposition. De plus, S. granarius est 1’espéce la

plus sensible a la répulsion de cet extrait comparativement a R.dominica.
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Tableau 18. Pouvoir répulsif de I’extrait aqueux de L. angustifolia testé a 1’égard des adultes de R.
dominica et S. granarius (m = SEM).

Concentrations
(I /ml)

Périodes apres R. dominica S. granarius
traitement(h)

PR (%) Classe PR (%)

4 33,33+8,88 I 26,66 + 8,88 1
8 12 40,00 * 26,66 I 40,00 + 13,33 I
16 46,66 = 17,77 1 53,33+ 8,88 1l
32 53,33 £ 8,88 I 73,33+8,88 v
4 26,66 + 22,22 I 20.00 + 13,33 |

8 3 33,33 £8,88 I 33,33+8,88 I
16 40,00 13,33 I 53,33 +22,22 1l
32 53,33 £ 8,88 I 66,66 + 17,77 v
4 13,33+ 8,88 I 20,00 = 0,00 |

8 6 26,66 + 8,88 I 26,66 + 8,38 1
16 33,33 +8,88 I 46,66 + 8,38 1l
32 46,66 = 22,22 I 60,00 + 0,00 1l
4 13,33+ 8,88 I 13,33+ 8,88 |

8 24 20,00+ 0,00 I 20,00 + 0,00 |

16 26,66 + 8,88 I 33,33+ 17,77 I
32 40,00 = 13,33 I 46,66 + 8,38 1l

3.6.4. Pouvoir répulsif de ’extrait acétonique

Les pourcentages de répulsion de I’extrait acétonique calculés au cours de notre
experimentation,montrent que contrairement aux extraits méthanolique, éthanolique, et
aqueux, I’extrait acétonique presente un effet répulsif plus important chez les populations de
R. dominica par rapport a S. granarius. De plus, cette activité marque une augmentation en
fonction des doses et une diminution en fonction des périodes et cela chez les deux especes
testées (Tableau 19).
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Tableau 19. Pouvoir répulsif de 1’extrait acétonique de L. angustifolia testé a 1I’égard des adultes de R.
dominica et S. granarius (m £ SEM).

Concentartions
(pl /mil)

Périodes aprés R. dominica S. granarius |
ENC ()

PR (%) Classe PR (%)

4 46,66 = 22,22 1l 33,33+8,88 I
8 1/2 53,33 £ 8,88 I 46,66 + 8,88 1l
16 66,66 * 8,88 v 53,33+8,88 1l
32 73,33+ 8,88 v 66,66 + 8,88 v
4 40,00 = 13,33 I 26,66 + 8,88 I
8 3 53,33+ 8,88 Il 33,33+8,88 I
16 60,00 + 0,00 Il 40,00 + 0,00 I
32 66,66 * 8,88 v 60,00 + 0,00 11
4 33,33+8,88 I 20.00+26,66 |

8 6 40,00 = 0,00 I 26,667+8,88 I
16 46,66 = 8,88 I 33,33£17,77 I
32 60,00 * 26,66 i 53,33+ 8,88 1l
4 26,66 £ 17,77 I 0,00 0,00 0

8 24 33,33+8,88 I 20,00 £13,33 |

16 40,00 = 13,33 I 26,66 + 8,88 I
32 53,33 £ 8,88 I 46,66 + 8,38 1l

3.6.5. Classement du pouvoir répulsif des extraits

A la lumiére des résultats obtenus, on note que la répulsion des extraits varie en fonction
de différents facteurs a savoir 1’espéce testée, le solvant d’extraction, la dose appliquée et la
durée d’exposition (Tableau 20). Par ailleurs, on remarque que les extraits éthanolique,
méthanolique et aqueux ont un pouvoir répulsif plus important chez S. garnarius, seul
I’extrait acétonique qui marque une répulsion élevée chez Rhyzopertha.

Tableau 20. Classement de I’effet répulsif des extraits étudiés selon Mc Donald (1970).

Extraits Durée (min) PR (%) Classe Effet Insecte

Ethanolique 93,33+8,88 \Y Tres répulsif  S. granarius
Méthanolique 30 86,66 + 8,88 \ Tres répulsif ~ S. granarius
Aqueux 73,33+8,88 v Répulsif S. granarius
Acétonique 73,33 + 8,88 v Répulsif R. dominica

E



4. DISCUSSION

4.1. Screening phytochimique de la plante

La phytochimie ou la chimie des végétaux est la science qui étudie la structure, le
métabolisme et la fonction ainsi que les méthodes d'analyse, de purification et d'extraction des
substances naturelles issues des plantes (Kalishe, 2014). Ce sont des techniques et des
réactions chimiques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques contenus

dans un organe végétal et d’identifier la présence des substances chimiques (Hamidi, 2012).

Nos résultats obtenus révélent 1’absence des alcaloides et des quinones et la présence de
différents groupes chimiques, les flavonoides de type flavones, les tannins, les
leucoanthocyanes, les saponines, les terpénoides et les stéroides. Ces composés sont connus

pour leurs propriétés bioactives (Bruneton, 2009; Bimakr et al, 2011).

La présence effective de certains groupes chimiques et I’absence d’autres n’exclut pas les
propriétés de la plante (Kabran et al., 2011). La composition chimique des plantes
aromatiques est complexe et constituée de deux fractions. La premiére fraction dite volatile
est composée de métabolites secondaires (Cisowski, 1985) et la résistance des plantes repose
sur ces molécules. Les végétaux produisent une trés grande quantité de ces métabolites et
donc ont de multiples possibilités en termes de défense chimique. Ces derniers peuvent étre de
differentes classes : Terpénoides, stéroides, Alcaloides, glycosides cryogénique, phenols, etc...
Certains d’entre eux sont communs a toutes les especes végétales tandis que d’autres sont
spécifiques d’un genre ou d’une famille particuliere (Mithofer & Boland, 2012). La
deuxieme fraction non volatile de la plante, est composée essentiellement de flavonoides
(Cisowski, 1985), composés acétyléniques et de lactones sesquiterpéniques phénols ou
polyphénols jouant un role fondamental dans 1’activité biologique de la plante (Kubeczka et
al., 1982). Les flavonoides désignent une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux. Presque toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Tel est le cas des flavonoides jaunes
(chalcones, aurones, flavonol jaunes), des anthocyanosides rouges, bleus ou violets. lls
peuvent étre subdivises en plusieurs classes dont les plus importantes sont: flavones,

isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (Effendi et al., 2008).
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Ils interviennent probablement pour protéger les plantes des herbivores et controler le
transports des auxines (Judd et al., 2002). Certains ont aussi des propriétés anti-
inflammatoire, antioxydante, anti-enzymatique et hépatoprotectrice ; ils jouent un role
important dans le systeme de défense et antivirales (Iserin, 2001).

Dans notre expérimentation, les tanins sont présents avec une coloration bleu noire qui révele
I'existence des tanins galliques. lls représentent un groupe hétérogeéne assez difficile a définir
de facon rigoureuse et concise car il n’y a pas de structure chimique de base. Leurs structures
chimiques sont en effet variées et rassemblées en famille en fonction d’activités communes
(Dahmani, 2013).

La famille des lamiacées est I’'une des familles les plus répandues dans le régne végétal avec
plus de 7200 espéces réparties en environ 240 genres et 7 sous-familles (Bratchler et al.,
2010). Les principaux métabolites secondaires décrits dans cette famille sont les terpénes, les
composés phénoliques, les flavonoides ou encore les iridoides glycosidiques (Kulisic et al.,
2006; Taskova et al., 1997).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
etc.). De nombreux terpénoides ont la particularité de dégager de fortes odeurs, le menthol et
le limonéne.

Parmi les principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines qui
doivent leur nom au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse quand on les
plonge dans I’eau. Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les triterpénoides.
(Benayache, 2013).

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et
en médecine (Guignard, 2000). Ce sont des substances organiques azotées, a propriétés
basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques. Ils ont des structures
tres diverses et dérivent de différents acides aminés ou de I’acide mévalonique en passant par
différentes voies biosynthétiques (Judd et al., 2002).

Les quinones sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-
dicéto cylohexa- 2,5- diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto
cyclohexa-3,5- diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 2009). Elles sont ubiquitaires dans la
nature, principalement dans le régne végétal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).
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En géneral, les familles chimiques détectées chez Lavandula angustifolia dans notre étude
sont confirmées par les travaux de Baptista et al. (2015) ; Harborne et al. (2002) pour les
flavonoides, Ezzoubi et al. (2014) pour les tannins et les tanins catéchiques, les flavonoides et
les steroides et Teixeira et al. (2013) pour les terpenes.

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus au cours des travaux réalisés sur Lavandula
officinalis menées par Shafaghat et al. (2012), qui ont confirmé la présence de tanins, de
flavonoides, idem pour Lavandula dentata rapporté par Nevein et al. (2014). Les mémes
observations ont été faites chez Lavandula latifolia et qui mettent en évidence la présence des
flavonoides, des phénols, des saponines et des taninsr (Balakrishnan et al., 2015).

La présence d’une famille chimique ou son absence au sein de la méme espéce peut-étre due a
I’influence de plusieurs facteurs comme la variation de la constitution génétique, les
conditions météorologiques et I'emplacement géographique des plantes, la partie de la plante
étudiée ou leurs produits phytochimiques (Malik et al., 2012; Sujana et al., 2013; Akhtar et
al., 2015).

4.2. Rendement des extraits de Lavandula angustifolia

La préparation des extraits a partir de la poudre de la partie aérienne de Lavandula
angustifolia a été effectuée par macération a température ambiante par quatre solvants
éthanol, méthanol, acétone a 80% et I’eau distillée avec un rapport ratio solide : liquide 1/10
(mg / ml). Cette préparation nous a permis d’obtenir un rendement qui varie d’un extrait a un
autre.

D’apres Dai & Mumper (2010) divers solvants, tels que le méthanol, I'éthanol, I'nexane,
I'acétone, I'acétate d'éthyle, et le chloroforme sont couramment utilisés pour I'extraction soit a
I'état pur, soit apres dilution dans de I'eau distillée. Le choix du solvant dépend principalement
de la solubilité des constituants bioactifs (Jones et al., 2003). L’utilisation de solvants a
polarités différentes permet de séparer les composés de ’extrait brut selon leur degré de
solubilit¢ dans le solvant d’extraction. Cette méthode d’extraction menée a température
ambiante permet d’extraire le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou
modification probable dues aux températures élevées dans d’autres méthodes d’extraction.
(Penchev, 2010).

Les résultats obtenus au cours de notre travail, montrent que 1’extrait méthanolique et

éthanolique présentent les rendements les plus élevés suivi par les extraits aqueux et
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Le rendement obtenu de 1’extrait méthanolique dans notre étude est supérieur a celui de
I’espéce Lavandula stoechas originaire de la Turquie (9,4%) (Giray et al., 2008), et de la
région de Tizi-Ouzou (19,29 %) (Menaceur, 2011). Concernant le rendement de I’extrait
aqueux de notre plante est supérieur a celui obtenu dans les travaux de Bachiri et al. (2016)

avec un rendement de 9,1% et 13,4% pour L. dentata et L. stoechas respectivement.

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux trouvés dans la bibliographie en terme
de rendement, puis que plusieurs facteurs entrent en jeu et influencent ce parametre méme
pour la méme espéce végétale notamment la température, la méthode d’extraction utilisée, la
granulométrie de la poudre et le temps de macération (Naczk & Shahidi, 2004 ; Hayat et al.,
2009). D’aprés Hayouni et al. (2007), la nature de la matiere premiére utilisée détermine la
différence du rendement des extraits obtenus par deux méthodes d’extraction. En effet, selon
Naczk & Shahidi (2004) et Levizou et al. (2004), une meilleure extraction est obtenue avec
le plus petit calibre. D’ailleurs, Silva et al. (2007), ont montré que le meilleur rendement est
obtenu lors d’utilisation des particules plus fines ce qui est probablement due a
I’augmentation de la surfaces de contact avec le solvant. De plus, les résultats de Bachiri et
al. (2016) montrent que le rendement des extraits bruts de la partie aérienne des deux types de
lavande L. dentata et L. stoechas obtenus par infusion est plus élevé que celui obtenu par
maceération et par décoction. D’aprés les mémes auteurs, le rendement d’extraction varie en
fonction de ’espeéce végétale et de son contenu en métabolites, de ’organe utilisé¢ dans
I’extraction, des conditions de séchage et de la nature du solvant utilis¢ dans 1’extraction.
Notons aussi que le volume du solvant, la durée de macération et le poids initial de la poudre
influencent 1’extraction (Mompou et al., 1998 ; Hadj Salem, 2009). Par ailleurs, La variation
du rendement est attribuée a la polarité des différents composeés, les solvants employés et leur
degré de pureté (Naczk & Shahidi, 2004 ; Hayat et al., 2009). Les rendements les plus
élevés ont été obtenus en utilisant des solvants polaires (Hayouni et al., 2007).

Selon Mohammedi & Atik (2011) I’utilisation de solvants mixtes (avec de 1’eau distillée)
aboutit a un tres fort rendement. Svoboda & Hampson (1999); Smallfield (2001); Atmani et
al. (2009) rapportent que les conditions environnementales, la période de récolte, 1’age du
matériel végétal et le type du microclimat peuvent influencer les rendements d’extraction.

De plus, les espéces végétales n’ont pas toutes le méme potentiel ; certaines familles
botaniques offrant des rendements plus élevés que d’autres (Smallfield, 2001). Il est difficile

de développer une procédure d’extraction souhaitable pour tous les métabolites secondaires
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ou pour une classe spécifique de ces composés (Robbins, 2003 ; Naczk & Shabhidi, 2006).




4.3. Teneur des extraits en composés phénoliques

4.3.1. Teneur en polyphénols

Les composes phénoliques sont des molécules issues du métabolisme secondaire des
végétaux pour se défendre contre les agressions environnementales, ils peuvent étre définis
comme des molécules indirectement essentielles & la vie des plantes (d’ou leur nom de
métabolites secondaires) (Zeghad, 2009). Comme la majorité des métabolites secondaires, les
polyphénols sont produits par les plantes afin d’accomplir des fonctions précises comme la
défense contre les phytopathogénes, la protection contre les rayonnements UV et phénomene
d’allélopathie (Akroum, 2011).

L’extraction des principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale,
notamment le cas des polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur
pouvoir antioxydant, est une étape tres importante dans l'isolement aussi bien que dans
I'identification des composés phénoliques (Bonnaillie et al., 2012; Joki¢ et al., 2010). En
conséquence, de nombreux travaux issus de la littérature traitant des conditions
expérimentales optimales de 1’extraction de polyphénols optent pour une utilisation de
solvants mixtes acétone/eau ou méthanol/eau (Kim et al., 2004; Gonzalez-Montelongo et al.,
2010). Notre étude révele que la méthode d’extraction adoptée (épuisement liquide-solide) par
I’utilisation de différents solvants a 80% a montré que le méthanol est le meilleur solvant a
extraire ces composés avec une teneur de 23,51 + 2,88 mg E AG/g, par contre 1’acétone est le
solvant qui induit de plus faible teneur. Ces résultats concordent avec ceux d’autres travaux
qui ont confirmé que le méthanol est le solvant approprié pour une forte récupération des
polyphénols (Falleh et al., 2008 ; Barchan et al., 2015). Par ailleurs, une teneur plus élevée
en polyphénols totaux (184,02 mg EAG/g) est enregistrée dans I’extrait aqueux de la lavande
dentée marocaine (Bachiri et al., 2016). Toutefois, 1’eau et le méthanol restent les meilleurs
solvants d’extraction (Bonnaillie et al., 2012 ). La présence d’cau dans ces derniers
augmenterait la perméabilité des tissus vegétaux et favoriserait le phénomeéne de diffusion de
masse dans 1’étape d’extraction (Arimboor & Arumughan, 2011). Néanmoins, ceci n’est pas
toujours le cas, car Ozen et ses collaborateurs (2011) ont trouvé que 1’extrait aqueux de
Thymus praecox était plus riche en polyphénols que I’extrait méthanolique. Cela peut étre
expliqué par la présence d’un grand nombre de molécules solubles dans 1’eau et non solubles

dans 1’alcool.
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La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinseques
(geénetique) et extrinseques (origine géographique, conditions climatiques, les pratiques
culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Amaral et al., 2010).

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végétales, dont leur
nature chimique et teneurs sont extrémement variables d’une espéce a une autre (Skoula., et
al., 1996). La comparaison des résultats obtenus avec la littérature est assez difficile car des
variations ont été observées et qui pourraient étre attribuées aux différentes variétés de
lavande, du solvant d'extraction, la température et a la technique utilisée (Kasote et al., 2011).
Le tableau 21 résume les résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits de différentes

especes du genre Lavandula.

Tableau 21. Comparaison de la teneur en polyphénols des extraits de trois espéces de lavande.

Espéces Provenance  Teneur en polyphénols Référence
(mg EAG/g MS)
L. stoechas Tizi-ouzou 132,3 Menaceur (2011)
L. vera Bulgarie 85,6 Elena et al. (2008)
L. dentata Maroc 18,6 Imelouane et al. (2009)

D’autres travaux ont signalé que la teneur en polyphénols est variable également en fonction
de ’organe de la méme plante. Bettaieb et al. (2017) ont trouve une teneur en polyphénols
totaux plus élevée (42,57 mg EAG/ g) chez la racine de Lavandula dentata par rapport aux
feuilles (39,58 mg EAG/g) et aux tiges (16,17 mg EAG/g). La variabilité saisonniére du
contenu phénolique des plantes peut étre due aux effets de facteurs climatiques tels que
I’exposition solaire. La littérature a rapporté que la température peut étre corrélée
positivement ou négativement a I'accumulation de polyphénols pendant la croissance de
plusieurs espéces de plantes (Treutter, 2010). Un exemple remarquable de I'effet de la
température et de la lumiére a été constaté sur les composés phénoliques trouvés dans la
graine et la peau des baies d'hiver par rapport aux baies d'été (Xu et al., 2011).

Un large éventail de stimuli abiotiques, tels que la salinité et la sécheresse, sont capables de
déclencher des changements dans le métabolisme de la plante et ces changements améliorent

la production de produits secondaires végétaux (Khan et al., 2011).
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4.3.2. Teneur en flavonoides

Concernant la teneur en flavonoides de la plante testée, Il est bien remarquable a partir des
résultats obtenus que I’extrait méthanolique de cette plante présente la teneur en flavonoides
la plus forte par rapport aux autres extraits.

Une forte teneur en flavonoides a été signalée dans I’extrait méthanolique de Lavandula
dentata (Bachiri et al., 2016 ; Bettaieb et al., 2017). Une variation de ce paramétre s’observe
dans la méme plante en fonction de I’organe testé, il est de 1’ordre de 30,06 mg EC/g dans la
racine, 17,36 mg EC/g dans la feuille, et 10,74 mg EC/g dans la tige. En effet, Doughari
(2006) a rapporté que difféerents solvants ont la capacité d'extraire les flavonoides selon leurs
solubilités et leurs polarités. Les études effectuées par Prosper-Cabral et al. (2007) ont
également révélé une différence entre la composition et la concentration en flavonoides des
extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de différentes espéces. Cette différence pourrait
étre expliquée par la variation de la composition chimique d’un organe a un autre au sein de la
méme plante. En effet, I’étude phytochimique réalisée par Belmokhtar & Kaid Harche
(2009) sur I’espece Retama monosperma montre que les flavonoides obtenus a partir des
fleurs et des racines accumulent majoritairement des flavones, ceux obtenus a partir des
graines sont plutdt riches en flavonone, alors que les feuilles et les tiges comportent des
flavonoles et des flavanonoles. D’autre part, la répartition de ces composés au sein de la
méme plante varie d’un organe a un autre et selon les stades physiologiques de leur
développement (Falleh et al., 2008). D’apres les résultats de Menaceur (2011), I’extrait de L.
stoechas posséde une fraction importante de flavonoides par rapport a I’extrait issu de L.
dentata, estimé a 41,58 ug EQ/mg MS. De plus, les travaux de Imelouane et al. (2009)
montre un rendement en flavonoides de 15,3 ug EQ/mg MS de I’extrait éthanolique de L.
dentata. La teneur en flavonoides peut varier d’une espéce a une autre et d’un organe végétale
a un autre, et qui est influencée par plusieurs facteurs tels que, le lieu géographique de la
récolte, le stade de croissance et les conditions de culture de la plante (Khan et al., 2011).

Naczk et al. (2004) ont constaté que la synthése et 1’accumulation des flavonoides et des
polyphénols dans les plantes est géneralement stimulée en réponse aux stress biotique, et
abiotique comme la salinité qui stimule la production des composés phénoliques. D’aprés
Winekl-Shirley (2002), les organes des végétaux les plus exposés aux rayonnements ultra-
violets (UV) sont les plus riches en flavonoides tels que les couches cellulaires épidermiques
des feuilles, le pollen et le méristeme apical. Par ailleurs, Lattanzio et al. (2006) suggérent

que les plantes des zones tropicales et haute altitude contiennent des proportions plus élevées
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de flavonoides que les zones tempérées, cela probablement en raison des différences de

régimes climatiques.

4.3.3. Teneur en tannins

Les résultats du dosage montrent aussi que la proportion en polyphénols est nettement
supérieure a celle des flavonoides, ceci suggéere que les polyphénols présents ne sont pas tous
des flavonoides, il peut y avoir présence d’autres polyphénols tels que les coumarines et les
tanins, ces derniers ont été mis en évidence dans notre expérimentation. Le dosage a montré
que I’éthanol semble étre le meilleur solvant a extraire ces composés par rapport aux autres

testes, avec une moyenne de 10,56 + 1,28 mg EAT/g MS.

Ces résultats sont inférieurs a ceux trouvés par Bachiri et al. (2016), qui ont enregistré une
teneur en tanins condensés de 21,56mg/g dans I’extrait aqueux, et 17,53mg/g dans I’infusion
de la méme plante testée. Cette différence semble due a la méthode d’extraction ainsi que la
polarité du solvant utilisé. Les tannins se dissolvent dans 1’eau, mais leur solubilité varie selon
le degré de polymérisation : elle diminue lorsque celui-ci augmente. Ils sont également
solubles dans les alcools. Les variations peut aussi s’expliquer par les conditions opératoires
(Deba et al., 2008), et méme de la période de récolte ainsi d’aprés les résultats obtenus par
Bensikaddour et al. (2017), la teneur en tanins du mélange feuille, fleurs et brindilles de
Thymelaea hirsuta montre des différences significatives et ce sont les mois de Janvier et Avril
qui ont enregistré les valeurs les plus élevées. La composition phénolique en tannin varie
considérablement a la fois qualitativement et quantitativement d’une espece & une autre et

entre les individus de la méme espéce (Treutter, 2010).

4.4. Potentiel antioxydant des extraits

Un antioxydant peut agir de diverses maniéres : il peut empécher I’oxydation d’un autre
substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci et en le préservant ainsi de
I’oxydation, il peut arréter la réaction en chaine qui préside la multiplication des radicaux
libres (Nur Alam et al., 2013).

Dans la présente étude, il a été constaté que 1’extrait méthanolique montre le meilleur pouvoir
antioxydant qui est de I’ordre de 27,39 + 1,00 mg EAA/g MS en moyenne.

Lors d’une étude menée sur Lavandula angustifolia par Biljana et al. (2010), il a été rapporté

que les capacités antioxydantes totales les plus élevées ont été déterminées pour les extraits de
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fleurs et de feuilles avec des valeurs de 261,50 et 274,18 mg AAE/g d'extrait sec
respectivement. La richesse en polyphénols et en flavonoides de Lavandula angustifolia

pourrait justifiée ’activité réductrice du molybdate de I’extrait méthanolique

Notre expérimentation a révélé également que I’extrait méthanolique est le plus actif
comparativement aux autres extraits avec une valeur de 38,31 + 5,93ug/ml pour piéger 50%
du radical libre DPPH, suivi par I’extrait aqueux puis 1’extrait acétonique et éthanolique avec
la dose de I’extrait la plus forte (16 pl).

La méthode DPPH a recu la plus grande attention en raison de sa rapidité, sensibilite,
commodité et de sa reproductibilité (Nur Alam et al., 2013). Plus la concentration est faible
plus I’effet antioxydant est élevé (Atoui et al., 2005). Des travaux similaires concernant
’activité antioxydante ont démontré un pouvoir antioxydant moins important chez la lavande
dentée testée par Bettaieb et al. (2017) dont la CI50 ne dépasse pas 50,36 pg/ml, donc la
lavande est douée d’un pouvoir antioxydant. Ceci trouve son explication dans la richesse en
composés piégeurs de radicaux libres, en particulier les polyphénols qui sont largement
présents chez le genre Lavandula. En général et d’aprés la bibliographie, l'effet anti-
radicalaire augmente avec I'augmentation de la concentration des polyphénols dans I'extrait.
Falleh et ses collaborateurs (2008) ont montré qu’il existe une corrélation trés significative
entre la teneur en polyphénols (polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés) et
’activité anti-radicalaire contre les radicaux DPPH de I’extrait méthanoique. D’un autre cotg,
la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions synergiques
entre les antioxydants dans un mélange fait que I’activité antioxydante dépend non seulement
de la concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants (Falleh et al.,
2008). L’effet antioxydant d'un extrait peut aussi varier selon la qualité des polyphénols y
présents tels les flavonoides qui ont montré des activités antioxydantes (Wang & Mazza,
2002). Les flavonoides expriment les propriétés antioxydantes par : le piégeage direct des
especes réactives de 1’oxygene (ERO), la suppression de la formation des ERO par
I’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur
production, la protection des systemes de défense antioxydants de 1’organisme (Simonpoli,
1993). Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des espéces réactives
oxygénées. D’autres études ont montré que les flavonoides sont de bons inhibiteurs
d’enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase qui
est une source biologique importante du radical super oxyde. Les flavonoides sont aussi

considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques comme les ions du fer (Fe?*) et du
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cuivre (Cu™) qui sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques, mais ils sont aussi
responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogeéne
(Simonpoli, 1993).

L'activité antioxydante peut étre liee a d’autres composés présents tels que les tanins, les
saponines et les phénanthrénes, dont leur teneur et leur activité antioxydante au niveau des
végétaux est non négligeable (Mota, 1985). Les tanins sont des molécules biologiques qui ont
plusieurs activités pharmacologiques remarquables et des effets sur la santé humaine. lls ont
de grandes capacités oxydantes dues a leurs noyaux phénoliques, et ils ont la particularité
d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant comme donneur de proton et accepteur de

radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’oxydation (Zerat et al., 2008).
4.5. Toxicité des extraits de L.angustifolia

Les tests toxicologiques ont pour objectif de déterminer le pouvoir insecticide d’une
matiére active a 1’égard d’un insecte donné, ils sont nécessaires pour évaluer les
concentrations létales (CLsg et CLg).

Les bioessais sont réalisés par fumigation des extraits méthanolique, éthanolique, aqueux et
acetonique de la partie aérienne de L. angustifolia obtenus par la méthode d’extraction solide-
liquide a I’égard des adultes de S. granarius et R. dominica. Au terme de notre étude, il ressort
que ces extraits appliqués présentent une activité insecticide susceptible de contrbler les

populations d’insectes ciblées.

En réponse aux multiples agressions subies par les phytophages, de nombreuses plantes ont
développé un véritable arsenal chimique permettant de réduire leur consommation par les
insectes phytophages. Ces produits allélochimiques (composés de défense des plantes)
agissent en repoussant les insectes phytophages (Baldwin & Karban 1997). Les produits
naturels sont des «bioinsecticides» qui peuvent constituer une source efficace et économique
pour lutter contre les insectes nuisibles (EI-Kamali, 2009). Leur efficacité dépend de I’espéce
de la plante et de la partie de plante utilisée (Vijayaraghavan et al., 2010).

L’extrait d’hexane d’Acorus gramineus & 0,51 mg / cm 2 était toxique pour les adultes de S.
oryzae (Park et al., 2003). D’autres extraits ont également montré une activité insecticide
importante sur T. castaneum tels que les extraits d’hexane et d’alcool isopropylique
d’Ocimum viride qui ont réduit la survie de cet insecte nuisible a moins de 25% apres 10 jours

de traitement a une concentration de 0,1 mg / ml (Owusu, 2001).
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L'extrait éthanolique d'Atriplex halimus et ses phytoconstituants ont été testé pour leurs
propriétés insecticides contre Tribolium castaneum. Ces phytoconstituants peuvent étre des
antiappetants, des répulsifs, et des inhibiteurs de croissance (El-Kamali, 2009). Sont
nommees insecticides, les substances actives ayant la proprieté de tuer les insectes, leurs
larves ou leurs ceufs. Les cibles potentielles des insecticides sont nombreuses : systeme

nerveux central, le métabolisme respiratoire ou le métabolisme hormonal (Nauen, 2006).

Les molécules insecticides actives des plantes peuvent varier d’une famille de plante a une
autre, et a I’intérieur de la méme famille et la sensibilité peut varier pour un insecte donné
d’un stade a un autre (Gueye et al., 2011). Une méme molécule allélochimique n’exerce pas
forcément la méme activité sur les différents stades du cycle biologique d’un insecte
(Dugravot, 2000). Ces molécules peuvent avoir différents effets chez les insectes : répulsif,
attractif, perturbateur du développement, inhibiteur de la reproduction, etc. Leur toxicité peut
étre directe ou indirecte sur les organes cibles (organes sensoriels, systeme nerveux, systeme

endocrine, appareil digestif, appareil reproductif,... etc.) (Benayad, 2013).

Les composés phytochimiques comme les quinones, les glycosides, les tanins, les flavonoides
et les saponines pourraient étre responsables de ’activité insecticide (Shah et al., 2014; Ullah
et al., 2016). Le criblage phytochimique de notre plante révele la présence des flavonoides,
des tanins, des terpénoides, des stéroides et des saponines, la richesse en métabolites

secondaires expliquerait probablement leur effet sur la mortalité des insectes ciblés.

Les flavonoides partiellement purifies obtenus a partir de Caloptropis procara se sont avérees
plus toxique que les flavonoides standards : quercétine sur les adultes et les ceufs du bruche
Callosobruchus chinensis présentant des effets néfastes sur les insectes, car une exposition de
48h a ces flavonoides a engendré 100% de mortalité. Ils altérent la mue chez les insectes et

cause la mort (Salunke et al., 2005).

Les terpénoides et les stéroides caractérisés par leur caractéres lipophiles, ne sont pas les seuls
composés qui possedent des propriétés susceptibles de contrdler les insectes ravageurs ;
certains acides gras manifestent cette activité et présentent des propriétés inhibitrices de la

reproduction et possédent un pouvoir toxique (Regnault-Roger & Hamraoui, 1995).

Les saponines, montrent dans certains cas des effets de defense contre les insectes, les
saponines de graines de soja par exemple inhibent le développement larvaire du bruche

Calosobruchus chinensis en provoquant la lyse cellulaire. Les stérols par contre agissent sur
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la perméabilité de la cellule (Salunke et al., 2005). Zhang et al. (2002) et Gilani (2005)
suggérent que I’effet antinutritionnel des polyphénols est d0 a leur capacité d’inhiber les
enzymes digestives du fait de leurs liaisons aux molécules nutritives empéchant leur
assimilation par 1’organisme.

Les polyphénols peuvent interagir avec de nombreux types de molécules qui peuvent étre des
glucides, des enzymes et des polymeres synthétiques. Parmi les glucides, I’amidon se
caractérise par son habilité a interagir avec les tannins, formant des cavités hydrophobes.
(Leinmdaller et al. 1991). Les tannins sont des molécules fortement hydroxylées qui peuvent
former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux
enzymes digestives tels que les lipases, cellulases, amylases, galactosidases et les protéases
(Smigielski et al., 2013) réduisant ainsi la digestibilité des aliments et la diminution de leur
dégradation, ce qui entraine une perte de la valeur nutritive des aliments (Cowan, 1999). La
complexation des tannins avec les enzymes et le substrat provoque I’inhibition enzymatique,

cette inhibition peut s’effectuer par deux phénoménes simultanés ou non :

- Les tannins liés aux protéines-substrat les rendent moins accessibles aux enzymes en

particulier en les insolubilisant ou en masquant les sites de reconnaissance enzymes-substrat.

- Les tannins liés aux enzymes inhibent leur activité directement en se fixant sur les sites
actifs ou indirectement par encombrement stérique autour des molécules d’enzymes en les

empéchant de se fixer sur les molécules de substrat (Leinmuller et al. 1991).

11 existe trois voies d’entrée des substances insecticides dans 1’organisme : la voie cutanée, la
voie orale, ou la voie respiratoire. La toxicité de la substance dépend de son mode
d’absorption, de ses propriétés chimiques, mais aussi de son métabolisme et des mécanismes
possibles de détoxication (Moretto & Lotti, 1998). La mort précoce des insectes causée par
I’intoxication respiratoire est li€ée aux composés volatils contenus dans les extraits de la plante

(Séri-Kouassi, 2004).

Nos résultats ont montré que I’extrait acétonique est le plus toxique vis-a-vis des deux especes
d’insectes testées, suivi par I’extrait aqueux, ainsi 1’extrait méthanolique qui a présenté la plus
faible toxicité a 1’égard de R. dominica, de méme, pour I’extrait éthanolique contre S.
granarius.

On peut donc conclure que la toxicité des extraits botaniques évaluée a partir de la mortalité

enregistrée dépend du solvant d’extraction, de I’espece d’insecte, la dose appliquée et le
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Rajashekar et al. (2010) ont testé plusieurs extraits (hexane, acétate d’éthyle, méthanol, et
acétone) de racines de Decalepis hamiltonii contre plusieurs ravageurs des grains en post
récolte: R. domonica, S. oryzae, Stigobium pancieum, Tribolium castaneum et
Callosobruchus chinensis, ils ont noté que I’extrait méthanolique a la plus forte activité
insecticide avec une CLso de 0,15 & 0.119 mg / cm? Tavares & Vendramin (2005a), ont
évalué l'effet insecticide d'extrait aqueux de branches, feuilles et fruits de C. ambrosioides sur
les adultes de Sitophilus zeamais, et ils ont noté une faible mortalité des insectes testés, ainsi
Guzzo et al. (2006) ont montré que les extraits aqueux obtenus a partir des feuilles et des
fruits de C. ambrosioides, C. quinoa et C. album n’affectent pas la survie des adultes et le
développement de R. dominica. Les mémes auteurs suggerent que les composés a activité
insecticide présents dans C. ambrosioides ne peut pas étre extrait par un solvant a forte
polarité et doit étre pris avec le milieu solvants de faible polarité (tels que le chloroforme et
I’hexane). Les meilleures performances anthelminthiques des extraits de plantes avec les
solvants organiques par rapport aux extraits aqueux pourraient étre dues a une absorption
trans-cuticulaire facile des extraits de solvants organiques dans le corps du parasite plus que
les extraits aqueux (Debella. 2002). Asrar et al. (2016) ont évalué I’effet insecticide des
extraits de C. erectus, obtenus par Soxhlet avec deux solvants (éther de pétrole et éthanol)
contre T. castaneum, R. dominica et T. granarium. L’extrait éthanolique a été plus toxique
pour T. castaneum que les extraits d'éther de pétrole alors que ce dernier est révélé plus
toxique pour R. dominica et T. granarium que I’extrait éthanolique de la méme plante. Ces
résultats sont conformes avec ceux de Wakil et al. (2012) et Upadhyay et al. (2012). D’apres
ces auteurs, cette activité insecticide de la plante est attribuée au fait qu’elle est riche en
antioxydant polyphénolique et flavonoides. Les composés antioxydants contenus dans ces
extraits de plantes inhibent 1’oxydation en éliminant les radicaux dans la cellule qui a son tour

cause la mort de la cellule (Asrar et al., 2016).
4.6. Effet répulsif des extraits

Tous les organismes vivants doivent connaitre le monde environnant afin d’y évoluer et de s’y
reproduire, ou tout simplement d’y survivre. Pour analyser le monde qui les entoure, tous les
animaux possedent des facultés sensorielles qui leur permettent de communiquer avec lui.
L’olfaction et le goit jouent un réle vital chez les insectes ; ils recourent a des signaux

chimiques dans la détection de nourriture, de nid ou de site d’oviposition, dans 1’établissement
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de relations inter-individuelles, sociales et sexuelles, et dans 1’appréhension du danger
(reconnaissance d’un prédateur, d’une substance toxique).

L’activité répulsive est un phénomene physiologique qui s’effectue chez les insectes comme
mécanisme de défense contre les toxines sécrétées par les plantes (Benayad, 2013). Ce
potentiel de répulsion peut étre utilisé pour lutter contre les dégats causés par ces insectes
ravageurs. Les huiles essentielles et les métabolites secondaires extraits de plantes sont
utilisés de facon traditionnelle depuis des siécles, et ils sont de plus en plus étudiés pour leur
potentiel répulsif envers les arthropodes (SMV & SFP, 2010). De nombreux travaux ont mis
en évidence l'effet répulsif des huiles essentielles et des extraits de plantes contre les insectes

des stocks.

Les résultats obtenus mettent en évidence que les différents extraits méthanolique,

éthanolique, aqueux et acétonique de L. angustifolia présentent un effet répulsif variant en
fonction de I’espéce d’insecte, du solvant d’extraction, de la période testée (30 min, 3, 6 et
24h), et de la dose appliquée (4, 8, 16 et 32 ul) vis a vis des adultes de S. granarius et R.
dominica. Ainsi que la plus grande répulsion est obtenue avec les extraits éthanoliques, suivi
par les extraits méthanoliques, puis les extraits aqueux et acétoniques. Ces résultats
corroborent avec ceux trouvés par plusieurs auteurs qui ont montré le pouvoir répulsif de
plusieurs plantes aromatiques, tels que Talukder & Howse (1994) avec les extraits de A.
polystachya sur S. oryzae et T. castaneum. Talukder & Howse (1993) ont également
signalés de forts taux de répulsion des extraits sur S. oryzae, principalement les extraits
éthanolique (67%), méthanolique (60%) et acétonique (57%). Jilani & Su (1983) ont testé
I’effet répulsif des extraits de trois plantes originaires de Pakistan sur trois insectes nuisibles
aux produits stockés, y compris Sitophilus granarius et ils ont trouvé que I'extrait éthanolique
de Curcuma longa a eu le plus fort pouvoir répulsif contre les trois especes étudiées.
Les travaux d’Adriana et al. (2008) ont montré que I'extrait éthanolique de S. argentinum et
T. recurvata présente un effet répulsif de 60% (classe 3) contre S. granarius qui est plus
supérieur a celui de I’extrait obtenu par macération dans le chloroforme et I’hexane. Ukeh et
al. (2004) ont trouvé que des extraits d'éther di-éthylique d'Aframomum melegueta et de
Zingiber officinale ont un effet trés répulsif contre les adultes de S. zeamais. De plus, Dwivedi
& Shekhawat (2004) ont rapporté que I'extrait acétonique d'Emblica officinalis, Datura alba,
Ziziphus jujuba et I’extrait d’éther de pétrole de Ziziphus jujuba ont présenté un pouvoir
répulsif de 88,66, 77,58, 77,55 et 66,22% contre Trogoderma granarium respectivement.
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L’extrait acétonique d’Aphanamixis pofystachya a montré un pourcentage de répulsion de
100% contre Tribolium castaneum (Talukder & Howse 1995). L’effet répulsif d’A. indica a
été mis en évidence par Echereobia et al. (2010), ces auteurs ont montré que 1’extrait aqueux
a 10 % de cette plante induit une activité répulsive variant de 20 a 100 % selon la durée et la
dose appliquée contre Podagrica uniforma. Gopal et al. (2005) rapporte que I'extrait des
feuilles de Toddalia asiatica (L.) par macération dans 1’éther diéthylique a présenté des
pourcentages de répulsion de 50,89, 41,8 et 36,9% contre C. maculatus, S. oryzae et T.
castaneum respectivement & une concentration de 20 pl/ml aprés une exposition de 3 h. Les
mémes auteurs notent que ’extrait d’hexane des fruits de la méme plante a montré moins de
50 % d'activité répulsive contre tous les insectes testés a la plus forte concentration (20
pl/ml). Ces études confirment que le solvant d’extraction, la dose et la durée d’exposition

influence le pouvoir répulsif de I’extrait.

La détection des molécules odorantes chez les insectes met en jeu des structures
particuliéres, les antennes et les sensilles, qui représentent des micro-organes (ou organules)
sensoriels véritablement programmés pour ’olfaction. Ils recouvrent les branches antennaires
par milliers et fonctionnent comme des micro-capteurs périphériques des molécules odorantes
de D’air environnant. Il existe différents types sensillaires mais tous ont une architecture
commune, un systéme de pores tubulaires qui connecte le milieu extérieur a la lumiere
sensillaire renfermant les dendrites des neurones sensoriels (deux a trois cellules sensorielles
par sensille). En coupe transversale, les pores cuticulaires et I’entrée des molécules odorantes
sont séparés des cellules nerveuses cibles par un fluide aqueux protecteur, la « lymphe
sensillaire ». Cette lymphe, équivalent chez les insectes du mucus nasal des mammifeéres,
constitue une Vvéritable barriere pour les molécules odorantes trés hydrophobes. Chaque
sensille répond de facon spécifique a une molécule chimique ou a une famille de molécules
chimiques, ce qui explique la grande diversité morphologique (Pelosi, 1994). Le répertoire
sensillaire des insectes est donc trés varié, répondant parfaitement a la diversité du stimulus
chimique et au nombre infini de molécules odorantes et gustatives (Vogt & Riddiford 1986).
Pour traverser la lymphe et atteindre les neurones sensoriels, des mécanismes périphériques
de solubilisation des molécules odorantes sont nécessaires. De petites protéines acides, trés
concentrées dans la lymphe, permettraient la solubilisation des molécules odorantes. Ces
protéines qui se lient aux molécules odorantes a la périphérie des neurones olfactifs sont
appelées odorant-binding proteins (OBP) (Pelosi, 1994). Ces OBP sont des chaines

polypeptidiques simples (environ 150 acides aminés) caractérisées par six cystéines reliées
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par trois ponts disulfures, donnant aux OBP une structure spécifique (Breer et al., 1992;
Sandler et al., 2000).

Le mode d’action des répulsifs n’est pas encore clairement établi, car leurs structures
chimiques étant tres variées (SMV & SFP, 2010; Combemale, 2001). D’aprés Barnard.
(2005), P’effet répulsif serait créé par 1’odeur repoussante d’un insectifuge, Il provoquerait
chez ’insecte une perturbation du systeme olfactif, ce qui ’empécherait de repérer son hote.
La spécificité¢ de I’attractivité olfactive d’une plante est basée sur la présence de composés
secondaires spécifiques ou sur un ratio particulier de molécules présentes dans une grande
variété de plantes (Pelosi, 1994). Selon Abdelaziz et al. (2014), I’activité répulsive est liée
aux principaux composés actifs et aux autres constituants chimiques présents dans le mélange
répulsif. Certains polyphénols ont une action insecticide, d’autre ont un effet attractif. La
composition de certains insecticides comprend a la fois une substance insecticide autre qu’un
polyphénol et un polyphénol présentant un effet de synergie. lls attirent les insectes et les
immobilisent a proximité de D’autre insecticide a action rapide. L’effet attractif des
polyphénols permet de masquer 1’effet répulsif des substances insecticides (Zeghad, 2009).
Harmel et al. (2008) suggérent que certaines substances volatiles sont sécrétées a la surface
des plantes, ces composés peuvent étre attractifs ou substances répulsives, exemple des
sesquiterpénes volatils qui sont relargués par les trichomes glandulaires et ont pour effet de
perturber le comportement de I’insecte qui tente de fuir. EI-Kamali (2009) a testé I’extrait
éthanolique des plantes médicinales : Sonchus oleraceus, Ageratum conyzoides et ambroisie
maritime ayant un effet insecticide contre le ravageur de stockage Tribolium castaneum, il a
noté que toutes ces plantes ont a effet répulsif vis-a-vis de I’insecte ciblé grace a leurs richesse
en polyphenols spécifiqguement, les flavonoides.

Notre étude a montré que I’effet répulsif des différent extraits testés marque une augmentation
en fonction des concentrations appliquées ainsi les forts taux de répulsion ont été obtenus
chez les individus ayant subi un traitement avec la dose la plus forte (32 ul/ml) aprés une

demi-heure de I’application chez les deux espéces étudiées.

Les répulsifs cutanés appliqués sur les parties découvertes du corps, présentent une
protection de durée variable (de ’ordre de quelques heures). La durée d’efficacité varie en
effet avec de nombreux facteurs : la concentration en substance répulsive, la formulation du
produit répulsif, la nature de la molécule répulsive, le volume appliqué et le rythme des

applications, la température extérieure, la sudation, ’application simultanée d’un protecteur
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Conclusion et perspectives

5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’utilisation des insecticides est devenue aujourd’hui une grave préoccupation pour les
pouvoirs publics. Pour tenter de répondre a ces interrogations, certaines méthodes de lutte
plus respectueuses de I’environnement et plus rassurantes sur la santé, telles que : la lutte
biologique, la phytothérapie, la méthode traditionnelle et autres ont été revisitées. L urgence
actuelle est de trouver une alternative a 1’usage des pesticides conventionnels, en particulier

contre les insectes ravageurs dans les locaux de stockage des denrées alimentaires.

De cette étude, il semblerait que la plante étudiée constitue une bonne source de divers
groupes chimiques : flavonoides de type flavones, tannins, leucoanthocyanes, saponines,

terpénoides et stéroides qui sont connus par leurs propriétés bioactives.

L’analyse quantitative des composés phénoliques des extraits hydro-alcooliques a présenté
des variations en fonction du solvant d’extraction utilisé. Ces extraits ont exercé une activité
réductrice du molybdate et une activité anti radicalaire vis-a-vis le radical DPPH, ceci peut
étre expliqué par la richesse de cette plante en molécules antioxydantes comme les
polyphénols qui sont a 1’origine des bienfaits de la plante.

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure que les extraits hydro-alcooliques de la partie
aérienne de la plante L. angustifolia originaire de Tébessa posséde un caractere insecticide et
répulsif contre les adultes de R. dominica, et S. granarius, qui varie en fonction du solvant

d’extraction utilisé, et de I’espéce d’insecte.

Pour valoriser ce travail, d’autres études plus poussées seraient nécessaires pour permettre la
caractérisation qualitative des extraits principalement en polyphénols et en flavonoides, puis
identifier et isoler ses principes actifs responsables des effets antioxydant, insecticide et

répulsif.
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RESUME

Les pertes post-récoltes des céréales et des Iégumineuses présentent un probléme majeur en
Algérie. Les insectes, majoritairement des Coléoptéres peuvent causer la perte totale d’un
stock. Le moyen le plus courant pour limiter leurs activités est 1’'usage des pesticides dont les
effets indésirables sont malheureusement trés nombreux.

Dans le but de rechercher des méthodes de protection des denrées plus sélectives, plus
specifiques et respectucuses de la santé humaine et de 1’environnement, le recours aux
produits d'origine botanique pour leurs effet insecticide et répulsif, apparait comme la
meilleure alternative de lutte propre contre ces ravageurs.

Notre travail entre dans cette thématique et vise a évaluer I'efficacité des extraits hydro-
alcooliques d'une plante médicinale, Lavandula angustifolia a I'égard des adultes de
Rhyzopertha dominica et Sitophilus granarius, Coléoptéres ravageurs des denrées stockées.
Plusieurs aspects ont été déterminés :

- Criblage phytochimique de la plante qui a mis en évidence la présence des flavonoides de
types flavones, des tannins, des leucoanthocyanes, des saponines, des terpénoides et des
stéroides.

- Estimation de la teneur en composés phénoliques (polyphénols, flavonoides et tannins) des
différents extraits hydro-alcooliques ; le méthanol et 1’éthanol ont montreé les fortes teneurs.

- Evaluation, in vitro, de I’activité antioxydante des différents extraits, réalisée par deux
méthodes, a savoir : la capacité antioxydante totale, et le piégeage du radicale 2,2-diphényl-1-
picrylnydrazyl (DPPH), ces extraits ont présenté des activités anti radicalaires et anti
oxydantes intéressantes dont 1’extrait méthanolique est le plus puissant.

- Aspect toxicologique déterminé aprés application des extraits par fumigation a 1’égard des
insectes ciblés et qui a permis d’établir les concentrations sous létales et 1étales (CLys, CLsg et
CLgo) a 24, 48 et 72h apres traitement. Les résultats manifestent une toxicité avec une relation
dose-réponse-temps variable en fonction du solvant d’extraction et de 1I’espece d’insecte.

- Tests de répulsion ont été réalisés en appliquant la méthode de la zone préférentielle sur
papier filtre. La répulsion des extraits varie en fonction de I’espéce d’insecte, du solvant
d’extraction, de la dose appliquée et de la durée d’exposition. L’effet répulsif le plus
remarquable est enregistré avec la dose la plus forte et aprés une demi-heure de traitement.

Mots clés : Rhyzopertha dominica, Sitophylus granarius Lavandula angustifolia, Toxicité, Criblage
phytochimique, Extraits hydro-alcooliques, Répulsion, Fumigation, Composés phénoliques, Activité

antioxydante.



ABSTRACT

Post-harvest losses of cereals and pulses are a major problem in Algeria. Insect pests of stored
products, mostly Coleopteran can cause the total loss of a stock. The most common way to
limit their activities is the use of pesticides whose side effects are unfortunately very
numerous. In order to seek more selective, more specific methods of protecting stored
products that respect human health and the environment, the use of botanical products appears

as the best alternative for the clean control of these pests.

Our work is part of this theme and aims to evaluate efficacity of hydro-alcoholic extracts of
Lavandula angustifolia medicinal plant against adults of Rhyzopertha dominica and Sitophilus
granarius Coleoptera pests of stored products.

Several aspects have been evaluated:

- Phytochemical screening of the plant: the following compounds: flavonoids, tannins,
leucoanthocyanans, saponins, terpenoids and steroids are detected.

-Estimation of the content of phenolic compounds (polyphenols, flavonoids and tannins) of
the various hydro-alcoholic extracts; methanol and ethanol exhibited the high content of
polyphenols, flavonoids and tannins respectively.

- Evaluation, in vitro, of the antioxidant activity of the various extracts carried out by two
methods: the total antioxidant capacity, and the scavenger of the radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH.), These extracts presented an interesting anti radical and anti-oxidant
activities whose methanolic extract is the best.

- Toxicological essay by application of fumigant extracts of the plant have allowed to identify
LCys and LCsp against adults of Rhyzopertha dominica and Sitophilus granarius at 24,48 and
72h after treatment. Results showed that as the concentration and exposure time increased, the
mortality also increased and depending on the extraction solvent of the extract and the insect
species.

- Repellent tests of the extracts evaluated by application of the preferential zone method on
filter paper. The repulsive activity of the extracts varies according to the insect species, the
solvent of the extract, the applied dose and the duration of exposure. The most remarkable

repellent effect is recorded with the highest dose after half an hour of treatment

Key words:  Rhyzopertha dominica, Sitophilus granarius, Lavandula angustifolia,
Phytochemical screening, Hydro-alcoholic extracts, Toxicity, Repulsion, Fumigation,

Phenolic compounds, Antioxidant activity.
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Courbes d’étalonnages.

1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux (réeférence Acide

gallique).
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Figure 1. Variation de 1’absorbance a 760 nm en fonction de la concentration de 1’acide gallique.

2. Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides (référence Quercétine).
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Figure 2. Variation de 1’absorbance a 430 nm en fonction de la concentration de la quercétine.



3. Courbe d’étalonnage pour le dosage des tannins condensés (référence Acide

Tannique).
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Figure 3. Variation de 1’absorbance a 500 nm en fonction de la concentration de I’acide tannique.

4. Courbe d’étalonnage pour I’évaluation de IPactivité antioxydante totale
(référence Acide ascorbique).
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Figure 4. Variation de 1’absorbance a 695 nm en fonction de la concentration de 1’acide ascorbique
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