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INTRODUCTION

Depuis la nuit des temps, les hommes ont utilisé diverses ressources trouver
dans leur environnement, afin de traiter et soigner différentes maladies et améliorer
leur santé.

Les plantes médicinales sont les plus utilisés en phytothérapie, leurs propriétés
antimicrobiennes sont connues depuis 1’antiquité et la valeur de ces plantes est liée a
leurs composées phytochimiques (Mohamed et al., 2009).

Selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS) environ 65 a 80% de la
population mondiale dans les pays en développement ont recours aux préparations
traditionnelles a base des plantes pour satisfaire leurs besoins en soins de santé
primaire (Haddouchi et al., 2016).

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne vegétal représente une
source importante d’une grande variété de molécules bioactives qui le rend un sujet
d’intérét scientifique (Falleh et al., 2008). Les substances naturelles issues des
végetaux ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie, en alimentation, en
cosmétologie et en pharmacologie. Parmi ces composes, on retrouve essentiellement
les métabolites secondaires tellque les coumarines, alcaloides, acides phénoliques,
tanins, lignanes, terpénes et flavonoides, qui sont surtout illustrés en thérapeutique
(Bahorun, 1997).

De nombreuses études épidémiologiques et expérimentales récentes suggerent
que lescomposés flavoniques tres abondants dans les plantes médicinales et
alimentaires possédent un pouvoir antioxydant et antibactérien remarquable; ils
pourraient ainsi jouer un rdle dans la prévention des maladies infectieuses,
cardiovasculaires et cancéreuses (Johnson, 1999 ; Nicoli et al., 1999).

Plusieurs contraintes, notamment d’ordre phytosanitaire pénalise la
pheeniciculture, fait quiréduit la quantité de la production et altére la qualité des
récoltes par I’attaque de certains ravageurs dont Sitophilus oryzae (Mehaoua, 2014).
Cet insecte est un ravageur qui s’attaquent aux grains et si aucune protection n’est
faite aprés sept mois de stockage , la perte des denrées peut étre totale (Ngamo and
Hance, 2007). 11 est donc nécessaire d’utiliser des moyens de lutte capables d’assurer
le maintien d’un équilibre biologique favorable a une production agricole d’un haut
niveau (Toutain, 1979). C’est pourquoi, dans une optique de développement durable,

la lutte chimique est de plus en plus remplacée par la lutte biologique par les
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biopesticides qui a un avenir prometteur bien qu’elle soit déja assez ancienne (Silvy et
Riba, 1993).

La flore algérienne regorge de plusieurs especes de plantes qui sont dotées de
réelles propriétés pharmacologiques. Dans le cadre de la valorisation de notre
patrimoine naturel, nous nous sommes intéressé¢s a I’étude d’une plante médicinale
utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne connue sous le nom Guettaf «
Atriplex halimus » afin d’évaluer ses activités biologiques. C’est une plante halophyte
appartenant a la famille des Chénopodiacées qui pousse en terrain salé, riche en fibres
alimentaire (cellulose ), protéines, vitamine (C et B) et sel minéraux (calcium,

phosphore, sodium, potassium, magnésium) (Chikhi, 2013).

Ce présent travail de recherche s’articule sur deux grandes parties:
¢+ Partie de synthése bibliographique qui regroupe trois chapitres:
- Le premier chapitre: Généralités sur la plante Atriplex halimus.
- Le deuxieme chapitre: Métabolites secondaires.
- Le troisieme chapitre: Généralités sur Sitophilus oryzae.
% Etude expérimentales:
- Le matériel et les méthodes utilisés dans notre travail.
- Les résultats obtenus et leurs discussions.

7

¢+ Enfin, Une conclusion géneérale qui résumera I’ensemble du travail réalisé.
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CHAPITRE I : GENERALITES SUR LA PLANTE

Définition
Atriplex est un arbuste appartenant a la famille des Cheénopodiacées, et il y a environ 417

especes dont 48 vivent en région méditerranéenne (Figure 1) (Le Houerou, 1992).

Figure 1 : Photographie de | ’Atriplex halimus L. (Martinez et al., 2003).

I.1. Systématique
La classification de ’espéce Atriplex halimus L. dans le regne végétal est la suivante(Tableau

1)(Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et Guignard,2007).
Tableau I : Classification de I’espéce Atriplex halimus L.

Embranchement Spermaphytes(Phanérogames)
Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Apétales

Ordre Centrospermales

Famille Chénopodiacées (Amaranthacees)
Genre Atriplex

Espece Atriplex halimus L.

Noms Vernaculaires :

Nom commun :Arrocheoupourpier de mer.
Nom en arabe :Guettaf.

Nom en anglais : Salt buchméditerranéen.

Nom en kabyle : Armass.
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1.2. Description Morphologique

Atriplex halimus est une plante halophyte trés ramifié d'une hauteur de 1 & 3 m,
formant des touffes pouvant atteindre 1 a 3 m de diameétre, elle présente une photosynthese C4
qui lui permet un métabolisme a haut rendement photosynthétique. Elle est composée d'une
racine principale de 50 a 90 cm de profondeur, ainsi que de quelques racines secondaires
(Figure 2a) (Le Houérou, 1992). Les tiges d’Atriplex halimus sont ligneuses et trés ramifiees (
Bonnier et Douin, 1996). Généralement, elles sont bien dressées et se termine par une touffe
rectangulaire de couleur blanche grisatre (Figure 2b) (Duperat,1997). Les feuilles sont
durables de 2 a 6 cm de long, elles sont alternées, pétiolées, de forme ovale, de couleur vert
argentée, plus au moins charnues, luisantes, recouvertes de poils vésiculaires et trés riche en
sels (Figure 2c) (Duperat,1997). Tandis que les fleurs sont monoiques jaunatres. Selon (
Talamali et al., 2003), il existerait deux architectures florales de base : ’'une est constitué de
fleurs males et I’autres de fleurs femelles . A partir de ces de types, des fleurs bisexuées
peuvent apparaitre (Figure 2d). Les graines sont verticales de 2mm de diametre environ, de
couleur brun foncé et elles sont entourées de péricarpe membraneux (Figure 2e) (Neigre, 1961
; Baba Sidi-Kaci, 2010).Les fruits sont composés par deux bractéoles, ils sont arrondis, lisses
ou tuberculeuse, droite ou recouvrées (Figure 2f) (Ozenda, 1983).

Figure 2 : Différentes parties d’Atriplex halimus, (a) : racines (Le Houérou, 1992) ; (b) : tige
(Bonnier et Douin,1996) ; (c) : feuille (Duperat,1997); (d) : fleure (Talamali et al., 2003) ;
(e) : graine (Neigre, 1961 ; Baba Sidi-Kaci, 2010) ; (f) : fruit (Ozenda, 1983).
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Il existe deux variantes de cette espece(Figure 3)

e La SubspHalimus : s’étend des zones semi-arides aux zones humides, facilement
identifiable grace a son port droit.

e La SubspSchweinfurthii : tres répandue dans les zones arides et désertiques, présente un port
broussailleux enchevétré(Nedjimi et al.,2013).

Figure 3 : Plantes d’Atriplex halimus : sous-espece Schweinfurthii (a gauche) et
Halimus (a droite) (Walker et al., 2014).

1.3. Composition Chimique

La composition chimique d’Atriplex halimus dépend de plusieurs parametres, tels que
le climat, I’age de la plante et la saison. Cette matiére végétale est trés riche en protéines,
fibres, sels minéraux, en vitamines A, C, et D et en métabolites secondaires comme les

saponines, alcaloides et flavonoides (Benhammou et al., 2009 ; Nedjimi et al.,2013).
1.4. Répartition géographique
1.4.1. Dans le monde

A. halimus est distribué de la région méditerranéenne a I'Asie occidentale, y compris le
Sud du Portugal, la France, le Sud et Est de 1'Espagne (les iles Canaries), I’Italie, la Grece,
Malte, la Turquie, Chypre, Israél, la Syrie, le Liban, Jordanie, Tunisie, Maroc, Algérie, Libye,
Egypte et Arabie saoudite (Walker et al., 2014).
1.4.2. En Algérie

L'Algérie posséde une flore riche et diversifiée, Atriplex halimus est spontané dans les
sols bioclimatiques semi-arides et arides. Les plus grandes superficies correspondent aux
zones dites steppiques (Tébessa, Batna, M'sila, Boussaada, Biskra, Djelfa, Tiaret, Saida)
(Benrebiha, 1987 ;Chahma, 2006). Les chotts (lacs salés et sebkhas) sont les spots les
plus préférentiels de cette plante.
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1.5. Tolérances

Atriplex est connu pour ses intéréts environnementaux défavorables. Cette plante
tolére le stress salin, en raison de sa pression osmotique vacuolaire élevée due a de fortes
concentrations en sels (Essafi et al., 2007). Elle résiste aussi a la sécheresse, car elle contient
un systeme racinaire tres développé, il se fixe sur les couches supérieures du sol pour
combattre la désertification (Belkhodja et Bidai, 2004). Méme si le contenu hydrique est bas
la plante reste vivante. Cette espéce développe une résistance au froid (Mulas&Mulas, 2004).

1.6. Utilisation de la plante

1.6.1. En alimentation humaine

Atriplex halimus est connu pour la valeur nutritionnelle et énergétique de ses feuilles
molles, pour le bétail et aussi comme nourriture pour les nomades et la population locale des
steppique. Au printemps, dans certaines régions d'Algérie et de Tunisie, les jeunes pousses de
guettaf sont consommeées par I'homme et cuites comme des épinards . Sa teneur éelevée en
fibres favorise la digestion, améliore la plénitude de I'estomac et hydrate les matiéres fécales (
Nedjimi etal., 2013).
1.6.2. En économie

La plantation d’Atriplex se manifeste comme 1’un des meilleurs moyens de réhabiliter
pour les zones désertiques et de les remettre a la production. Cette derniere est utilisée comme
plante fourragere car son feuillage persistant riche en protéines est trés apprécié par les
animaux durant la longue période de sécheresse. Par ailleurs, elle peut contribuer a la
valorisation des sols dégradés et a I'amélioration des productions végétales et animales dans

plusieurs terre démunies (Le Houérou, 1992).

1.6.3. En phytothérapie

En médecine traditionnelle, A. halimus est utilisé pour des fins thérapeutiques : Les
feuilles sont utilisées pour traiter les maladies cardiovasculaires, le diabéte, I’hypertension, le
rhumatisme, les douleurs rénales, les lithiases et dans le traitement de I’acidité gastrique etc.
(Said etal., 2002 ; Bellakhdar, 2006). D’apres(Said etal., 2007) A. halimus a des propriétés

antioxydantes et Hypoglycémiante.
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I.7. Activités biologiques d’Atriplex halimus

1.7.1. Activité antibactérienne

Certains travaux sont basés sur 1’étude de l'activité antibactérienne des extraits de cette
Plante, ils indiquent son efficacité contre de multiples souches bactériennes pathogénes (
Abdel Rahman etal., 2011 ; Ounaissia etal., 2020 ; Ziane etal., 2020). Ce qui prouve son

utilisation en médecine traditionnelle pour traiter les infections bactériennes.

1.7.2.Activité insecticide

Consiste a [I’utilisation des substances naturelles extraites de la plante (des
préparations phytosanitaires), afin de démontrer son pouvoir insecticide contre les insectes
ravageurs.

Un travail s’est basé sur une étude toxicologique de 1’extrait aqueux d’A. halimus dans
le but de déterminer son effet insecticide sur les ceufs et les larves L5 de
Ectomeylois ceratoniae Zeller (Boukhalfa et Bouraya, 2019). Ce qui révelent des effets
toxiques perceptibles sur cet insecte, il pourrait étre une bonne alternative aux pesticides

chimiques, tout en préservant la santé humaine et I'environnement.
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CHAPITRE Il : METABOLITES SECONDAIRES

Les plantes ont acquis la capacité de synthétiser et d’accumuler un nombre élevé de
petites molécules de structure variée, connues sous le nom de métabolites secondaires. Ils sont
des molécules qui ne participent pas directement au développement des plantes mais plutot
interviennent dans les relations avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent 1’efficacité
de reproduction (Dixon, 2000).

Les métabolites secondaires ont une répartition limitée. Ils sont typiquement produits
dans un organe, tissu ou type cellulaire spécifique a des stades particuliers du développement,
en faible quantité et sont emmagasinés surtout dans les vacuoles (Raven et al., 2003).

I1.1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont repartis en plusieurs grandes familles chimiques :
Les composes phénoliques, Les terpénoides, Les alcaloides, Les saponines (Mamadou. 2011).

11.1.1. Composés phenoliques

Constituent 1’'une des grandes familles de molécules largement répandues dans le
regne végeétal (Lugasi et al., 2003). Ce sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, a partir des racines jusqu’aux fruits (Yusuf, 2006). Ces composés jouent un role
fondamental car sont des éléments importants de qualités sensorielles (couleur et caracteres
organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux (Sculbert et al., 2000).

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associes a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation organogene, dormance des
bourgeons, floraison, tubérisation. Les polyphénols sont aussi connus pour leurs effets
protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur les insectes et pour leur propriétés
antifongiques et antibactériennes (Heimeur et al., 2004). lls interviennent dans la qualité
alimentaire des fruits en déterminant la saveur (Dubois et al.,1977).

En effet les polyphénols ont des propriétés bénéfiques pour la santé comme la
prévention et le traitement de certains cancers, traitements des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires, neuro dégénératives (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Certains
d'entre eux sont utilisés comme additifs pour les industries agroalimentaires, pharmaceutiques
et cosmétiques (Burta et al., 2008).

Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques, les

flavonoides, les tannins et les coumarines.
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11.1.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des acides phénoliques simples composés d’un noyau aromatique substitué¢ de
groupement hydroxyles et d’une fonction acide et parfois de groupement méthyles. Ils sont
rarement présents a 1’état libre, généralement liés avec des molécules organiques donnant des
esters avec les sucres et les alcools acides, et donnant les phénol amides avec les monos ou
diamines (Macheix et al., 2005). Ces composés se répartissent en deux groupes : Les acides
hydroxycinnamiques et les acides hydroxybenzoique (Figure 4). lls sont présents dans un
certain nombre de plantes agricoles et médicinales et chez toutes les céréales (Guignar, 2001).

HU\

OH OH

0

0

Acide benzoique. Acide cinnamique.

Figure 4 : Structure de base des acides benzoigues et cinnamiques (Bruneton, 2009 ; Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

11.1.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composes phénoliques, ils sont
classés en flavonols, flavones, flavanones, chalcones, flavanes, isoflavones et anthocyanes
(Fraga et Oteiza, 2011). lls ont en commun la structure diphénylpropane (Figure 5). Du fait,
leurs propriétés antioxydantes liées a leurs structures polyphéenoligues.

Les flavonoides ingérés avec nos aliments sont réputés pour protéger I’organisme
contre les effets déléteres des apports environnementaux oxydant (Stoclet et Schini-

Kerth,2011).

Figure 5 : Structure de base des flavonoides.
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Le métabolisme et la pharmacocinétique des polyphénols, et plus particulierement les
flavonoides ont fait l'objet d'intenses recherches. Ces dernieres ont montre que les flavonoides
sont rapidement absorbés dans le tractus intestinal et détectés dans le plasma, ce qui suggere
qu'ils sont disponibles pour exercer leurs effets biologiques (Spencer et al., 2004).

Une panoplie d'études in vitro ont montré que les flavonoides peuvent moduler
I'activité d'une grande variété d'enzymes impliquées dans des voies importantes qui régulent
la division et la prolifération cellulaire, l'agrégation des plaquettes, la détoxification,
I'inflammation et la réponse immunitaire (Middleton et al., 2000).

11.1.1.3. Tanins

Les tanins constituent une complexe famille de principes actifs qu'on les trouve dans
I'ensemble des vegétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). lls ont la
capacite de former des complexes avec des macromolécules (les protéines, etc.) et des liaisons
entre les fibres de collagenes, d'ou viennent la plupart de leurs propriétes (Paolini et al.,
2003).

Chez les veégétaux supérieurs, il existe deux catégories de tanins, d'origine
biosynthétiques différentes : les tanins hydrolysables et les tanins condenses(Macheix et al.,
2005).

v Tanins hydrolysables
Sont des esters d’acide gallique, qui se lient aux molécules de glucose (Bruneton, 1993 ;
Hopkins, 2003) et dacides phénols, qui sont facilement fragmentés par les enzymes de

tannases en oses et en acide phénol (acide ellagique) (Figure 6) (Bruneton, 2009).

OH
OH

H( O

HO
H(

OH

Figure 6 : Structure de base des tanins hydrolysable (Bruneton, 1993)
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v Tanins condensés

Sont des composés phénoliques hétérogénes, se trouvent sous forme d’oligomeéres ou
polymeéres qui sont formés par condensation des molécules de flavonoides entre elles. Ils ont
tous comme précurseurs des flavonoides (C6- C3-C6) et different entre eux par le type de

liaison, le plus souvent épicatéchine et catéchine (Figure 7) (Bruneton, 2009).

Figure 7 : Structure de base des tanins condensés (Bruneton, 2009).

Les tanins jouant un role de protection contre les prédateurs (herbivores et insectes).
La propriété astringente des tanins est a la base des autres propriétés (vulnéraire,
antidiarrhéique...), elle permet la cicatrisation, l'imperméabilisation de la peau et des

mugueuses, favorise la vasoconstriction des petits vaisseaux (Paolini et al., 2003).

11.1.1.4. Coumarines

Les coumarines sont des lactones des acides cinnamiques (Figure 8). lls sont largement
distribués dans le regne végétal et possedent des propriétés tres diverses. Les coumarines et
leurs dérivés sont utilisés pour des fins pharmaceutique, agricole et cosmétique (Yamashita et
al., 2005), ils ont des activités antithrombotiques et anti-inflammatoires(Cowan, 1999). lls ont
la capacité de capter les radicaux hydroxyles , superoxydes et peroxydes . lls préviennent

également la peroxydation des lipides membranaires (Harbone et al., 1982).

9

Figure 8 : Structure des coumarines (Cowan, 1999).
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11.1.2. Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale, a caractére alcalin
et présentant une structure complexe. Leur atome d’azote est inclus dans un systéme
hétérocyclique. Ils posseédent une activité pharmacologique significative.

On trouve des alcaloidesen tant que métabolites secondaires, principalement chez les
végétaux et les champignons. Habituellement, les alcaloides sont des dérivés des acides
aminés.Les alcaloides ont souvent une forte activité biologique, toxique ou thérapeutique, les
plus souvent cités sont notamment: la quinine, la morphine, la strychnine, la cocaine, la
colchicine, I’ergotinine, I’éphédrine, D’atropine, la nicotine et la caféine.lls agissent
directement sur le systéme nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. L’action
sur le systtme nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique et mydriatique,

anesthesique locale ou analgésique et narcotique (Bruneton, 1999).

11.1.3. Terpénoides

Le terme terpénoide est attribué a tous les composés possedant une structure
moléculaire construite d’'un monomere a 5 carbones appel¢ Hydrocarbonés naturels, de
structure soit cyclique soit a chaine ouverte ; leur formule brute est (CsHx) ndont le X est
variable en fonction du degré d’instauration de la molécule et peut prendre des valeurs 1 a
8 (Sun et al., 2016).

La plus importante des activités biologiques des triterpénes est celle d’anti-

inflammatoirenon-stéroidienne (Grigoras, 2012).
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Les charangons granivores des céréales sont les insectes les plus fréquents dans les
stocks de céréales de tous les pays du monde. lls font partie de la famille des
Curculionidés (Cruz et al., 2016).

Le genre Sitophilus renferme deux espéces, Sitophilus granarius et Sitophilus oryzae
qui sont devenues cosmopolites avec le développement du commerce des grains (Lavoisier,
2010). Ces charangons connus sous le nom de calandres des grains, sont les insectes les plus
nuisibles aux grains entreposes, de blé, de riz etc. (Lavoisier, 2010).

I11.1. Systématique

Selon Balachowsky (1962), la classification de Sitophilus oryzae est la suivante (Tableau 11
) Tableau 11 :Classification de Sitophilus oryzae.

Embranchement Arthropoda

Sous embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Sous classe Pterygota

Ordre Coleoptera

Famille Curculionidae
Genre Sitophilus

Espece Sitophilus oryzae L.

Figure 9 :Sitophilus oryzae L. sous une loupe binoculaire (GX20) (photo personnelle, 2022).
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I11.2. Description

C’est un insecte caractérisé par la présence d'un rostre. L'adulte mesure 2,5 a 4,5 mm,
de couleur brun a brun noiratre avec quatre grandes taches orangées sur les élytres qui sont
ponctuées et striées. Les stries élytrales sont grossierement ponctuées et les inter-stries
finement ponctuées. Il possede des ailes postérieures membraneuses et peut voler. La larve est
longue de 2,5 a 3mm, de couleur blanche, de forme subcirculaire, apode et trés peu velue et se

développe a l'intérieure de la graine (Camara, 2009).

111.3. Biologie

Les femelles pondent leurs ceufs dans des galeries creusées dans le grain. A I'éclosion
qui survient quelques jours plus tard, les larves néonates se nourrissent du grain et s'y
nymphosent, apparaissant sous forme d'adulte parfait (Figure 10). Le cycle complet dure de

26 a 35 jours dans les zones tropicales (Seck, 2009).

Figure 10 : Différents stades de vie de Sitophilus oryzae, (A) : larve ; (B) : nymphe ; (C) :
adulte (Walter, 2002).
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I11.4. Dégats

Les charangons du riz représentent des ravageurs de premier plan pour les céréales
emmagasinées sur lesquelles ils provoquent des pertes pondérales , une détérioration de la
qualité et permettent l'installation d'infections cryptogamiques (Appert, 1985). Leur plat de

prédilection est constitué par les grains de blé, d'orge, de mais et de riz (Figure 11).

Figurell : Dégats des adultes de S. oryzae sur les grains de blé dur (Belhocine, 2017).

111.5. Méthodes de lutte
111.5.1. Lutte chimique

L’utilisation des produits phytosanitaires pour la lutte contre les ravageurs des denrées
stockées est le moyen le plus utilisé et le plus efficace. Mais, ces pesticides de synthese bien
qu’efficaces provoquent non seulement des problemes de résistance chez les insectes
ravageurs mais entraineraient aussi des effets nocifs sur I'environnement et la santé humaine (
Camara, 2009). Face aux nuisances de la lutte chimique, il a été développé plusieurs autres

formes de lutte contre les insectes.

111.5.2. Lutte biologique

Cette méthode entre dans le cadre du développement durable et de la sauvegarde des
écosystemes. Elle vise a réduire les populations des insectes ravageurs, en utilisant leurs
ennemis naturels qui sont soit des prédateurs, soit des parasites ou des agents pathogénes,
ainsi que des produits naturels d’origine végétale comme des poudres minérales des huiles
végétales, huiles essentielles.. ., issue du domaine de la phytothérapie. De nombreux parasites

et prédateurs de Callosobruchus maculatus ont été identifiés, tels que les Hyménoptéres
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parasitoides qui se développent dans les greniers au détriment des ceufs, des larves et des
nymphes de bruches, les plus efficaces sont : Dinarmusbasalis et Eupelmusvuilleti,

Teretriosoma nigrescens (Coléoptere), prédateur naturel du grand capucin (Sanon et al.,1999).

» Utilisation des plantes insecticides
L’usage des plantes indigénes dans la conservation des récoltes a été pratiqué avant méme
I’apparition des insecticides de synthese. Les plantes sont utilisées contre les ravageurs pour

leurs effets répulsifs, de contact ou inhalatoires(Gueye et al.,2011).

» Huiles essentielles

Les huiles essentielles des plantes font partie ces derniéres années des voies les plus
explorées dans la régulation des ravageurs. Leur application dans la protection des stocks a
fait I’objet de nombreux travaux. Leur toxicité s’exprime de différentes manieres : activités
ovicides, larvicides, antinutritionnelles et inhalatoires (Kéita et al., 2000 ; Regnault -Roger,
2002).

Les effets répulsifs de ces huiles essentielles pourraient dépendre de la composition
chimique et du niveau de sensibilité de I'insecte (Casida, 1999). Dans ce contexte, de
nombreux travaux ont été réalisé pour évaluer I’effet de la composition chimique sur ’activité
répulsive des huiles essentielles (Ko et al., 2009 ; Nério et al., 2010). Dans la majorité des
cas, le pouvoir répulsif a été attribué aux composes majoritaires des huiles essentielles.
D’aprés (Obeng-Ofori et Reichmuth , 1997), I’Eugénol composé majoritaire de 1’huile
essentielle d’Ocimum suave a été tres répulsif pour les quatre espéces de coléoptéres :
Sitophilus granarius, Sitophilus zeamais, Tribolium castaneum et Prostephanus truncatus
avec des taux de répulsion de 84% pour Prostephanus truncatus et 83% pour Sitophilus
zeamais et 82% pour Tribolium castaneum et Sitophilus granarius.

Selon Nerio et al. (2010) les activités répulsives des huiles essentielles sont liées
généralement a la présence des monoterpénes et des sesquiterpénes. Dans certains cas, les
composés peuvent agir en synergie améliorant leur efficacité. Ainsi, d’apres plusieurs études
telles que celles réalisées par Mc Carron et al. (1995) et Tripathi et al. (2001) les

monoterpenes ont des activités répulsives contre les insectes des denrées stockées.
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111.5.3. Lutte physique

Elle concerne toutes les techniques mécano-thérapeutiques susceptibles de rendre le
stock sain. En général, ces techniques ne sont pas efficaces contre les formes cachées. Elles
sont recommandées pour pallier aux problemes des résidus chimiques liés aux différents
traitements chimiques appliqués aux denrées stockées. Ainsi plusieurs techniques ont été
expérimentées et ont eu des succes divers : le traitement par le froid et le chaud, le stockage

étanche ou sous atmosphére contr6lée et les radiations ionisantes (Benayad, 2013).

17



Il. ETUDE EXPERIMENTALE



CHAPITRE IV : MATERIEL ET
METHODES.




CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau des laboratoires pédagogiques des
analyses physicochimiques (I et Il) et microbiologique de I’université Mouloud Mammeri de
Tizi-Ouzou.

L’Objectif de cette étude est de déterminer les propriétés physico-chimiques et les
caracteristiques phytochimiques préliminaires de la plante Atriplex halimus, et d’évaluer son
activité antibactérienne vis-a-vis de certains microorganismes pathogenes et son activité

insecticide.

1VV.1. Matériel

IV.1.1. Produits chimiques et milieux de culture

Produits chimiques

Les différents produits chimiques utilisés dans ce travail sont cités en Annexe I, les
autres verreries et appareillages en Annexe II.
Milieux de culture

Pour la partie antibactérienne, les milieux de culture utilisés sont portés en Annexe IlI.

1V.1.2. Matériel vegétal

» Echantillonnage

La plante étudiée est récoltée a la fin du mois de février et début du mois de mars dans la
régionde Beni Yanni de la wilaya de Tizi-Ouzou.
Le matériel végétal utilisé est constitué de la partie aérienne (feuilles et tiges)de la plante

Atriplex halimus (Figure 12).

Figure 12 : Aspect des parties aériennes (feuilles et tiges) d'A.halimus(photo
personnelle,2022).
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I1VV.1.3. Matériel Biologique

v" Souches bactériennes testées

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique de la plante étudiée a été
réalisée sur trois souches bactériennes de référence (Tableau I1l). Le choix de ces souches est
en fonction de leur différence pariétale (Gram + et Gram -), leur pathogeénicité et de leur
résistance naturelle aux antibiotiques.
Tableau 111 : Souches bactériennes testées.

Souches Genre Famille
Staphylococcus aureus Micrococcaceae
+

ATCC 25023 Gram

Escherichia coli Gram - Enterobacteriaceae
ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa Gram - Pseudomonadaceae
ATCC 27853

1V.2. Méthodes
IV.2.1. Préparation de I’échantillon

La partie aérienne de la plante A. halimus a été préalablement séchée, puis broyé a1’
aide d’un broyeur électrique. La poudre est conservée dans des flacons stériles et stockée a I’

abri de la lumiére et d’humidité jusqu’a son utilisation (Figure 13).
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Figure 13: Poudred'A.halimus (Photo personnelle, 2022
).

IV.2.2. Caractérisations physico-chimiques de la poudre d’A. halimus

1V.2.2.1. Détermination de I’humidité (AFNOR,1986)

» Mode opératoire

Peser 5g de la poudre dans une capsule en porcelaine. Puis sécher dans 1’étuve pendant
15min a 105+2°C. Retirer la capsule de I’étuve, les refroidir dans le dessiccateur pour éviter
toute réhydratation, apres refroidissement, les peser a I’aide d’une balance de précision 0,001.
L’opération est répétée jusqu’a I'obtention d’un poids constant. La teneur en eau a été
déterminée par la formule suivante :

H (%) = x100

M1-M2
M

Soit :

H : Humidité (%) ;

M1 : Masse de la capsule + la matiere fraiche avant séchage en g.
M2 : Masse de I’ensemble apres séchage en g.

M : Masse de la prise d’essai.

Matiére seche % =100 —H %

1V.2.2.2. Teneur en cendres (NF V 05-113, 1972)

Les cendres constituent les résidus de composés minéraux apreés l’incinération d’un
échantillon contenant des substances organiques d’origine animale, végétale ou synthétique.

» Principe

L’échantillon est calciné a 550°C dans un four & moufle jusqu’a I’obtention de cendres

blanchatres.
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» Mode opératoire

Dans des capsules en porcelaine, peser 1g de I’échantillon. Puis les placer dans un four a
moufle réglé a 550+£15°C pendant 5 heures jusqu’aobtention d’une couleur grise claire ou
blanchatre ;
Retirer les capsules du four et les mettre a refroidir dans le dessiccateur, puis les peser.

» Expression des résultats
La matiére organique est calculée selon la formule suivante :

MO (%) = x100

M1-M2
P

Soit :

MO : Matiére organique (Q) ;

M1 : Masse de la capsule + la prise d’essai (g) ;

M2 : Masse de la capsule + cendres (Q) ;

P : Masse de la prise d’essai (g) ;

La teneur en cendres (Cd) est déterminée comme sulit :
Cd =100 - MO %

1V.2.2.3. Potentiel d’hydrogéne (pH) (NF V 05-108, 1970)
» Principe

I1 définit I’acidité du produit considéré, mesuré a ’aide d’un pH-metre.

» Mode opératoire

10 ml d’eau distillée chaude sont ajoutés a 2g de la poudre, le mélange est broyé puis filtré
et laisser refroidir.
Etalonner le pH-metre, en utilisant des solutions tampons (pH=4 ; pH=7 ; pH=10).
Prélever comme prise d’essai un volume V de I’échantillon suffisamment important pour
permettre I’immersion de I’¢lectrode.
PS : il faut rincer I’¢lectrode avec I’eau distillée avant et apres chaque mesure.

» Expression des résultats

La valeur du pH est lue directement sur le pH-meétre. Les mesures du pH ont été répétées

deux fois.
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IVV.2.2.4. Détermination de P’acidité titrable (NF V 05-101, 1974)

> Principe

Il consiste en un titrage avec une solution de NaOH en présence de phénolphtaléine
comme indicateur coloré.

» Mode opératoire

Mettre 10g de poudre dans une fiole conique 50ml d’eau distillée chaude récemment
bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu’a 1’obtention d’un liquide homogéne ; ensuite
chauffer le contenue au bain marie pendant 30 min. Aprés refroidissement, transverser
quantitativement le contenu de la fiole conique dans une fiole jaugée de 250ml et compléter
jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée récemment bouillie, refroidie et bien mélanger
puis filtrer.
Prendre un volume Vo = 25ml auquel on ajoute 0,25 a 0,5 ml de phénolphtaléine. Tout en
agitant, verser a 1’aide d’une burette la solution NaOH (0,IN) jusqu’a I’obtention d’une
coloration rose persistante pendant 30 secondes. Faire la lecture sur la burette graduée pour
avoir le volume de NaOH ayant décoloré la solution.

> Expression des résultats

L’acidité titrable est exprimée en gramme d’acide citrique pour 100ml d’échantillon.

Cette premiére a été déterminée selon la formule suivante :
250XV1Xx100

A (%) = 22290 4 0,07

MXV0x10

VO : Volume de la prise d’essai en millilitres ;
V1 : Volume de la solution d’hydroxyde de sodium (0,1 N) en millilitres ;
0,07 : Facteur de conversion de 1’acidité titrable en équivalent d’acide citrique.

M : Matiére seche en gramme préleve.

1VV.2.3. Etude phytochimique d’Atriplex halimus

Cette étude a été initiée par un criblage (ou screening) phytochimique afin de mettre
enévidence les différentes classes de métabolites secondaires contenues dans la partie
aérienne (feuilles et tiges) d’Atriplex halimus, suivi par une extraction et estimation

quantitative par un dosagespectrophotométrique (contenu en polyphénols).
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1V.2.3.1 Préparation de I’infusion

Une quantité de 20g de matiére végétale est macéré dans 100ml d’eau distillée. Porter
le mélange a 1’ébullition pendant 15min ; apres refroidissement et filtration, le filtrat est ajusté
a 100ml d’eau distillée. L’infusé obtenu est récupéré et conservé pour la recherche des

différents composés chimiques constituants cette plante (Figurel4).

Figure 14 :L'extrait aqueux d’A. halimus (Photo personnelle, 2022).

1V.2.3.2. Tests phytochimiques préliminaires

Ces tests phytochimiques qualitatifs, sont bases sur des réactions de colorations ou de
précipitation plus ou moins specifiques a chaque classe des principes actifs (Dohou et al.,
2003 ; Kumar et al., 2007).

1V.2.3.2.1. Recherche des anthocyanes
Introduire dans un Erlenmeyer 5ml de I’infusé, ajouter quelques gouttes d’HCI. Une

réaction positive donne une coloration rouge.

1VV.2.3.2.2. Recherche des tanins

Quelques gouttes de la solution de FeCls (5%) sont ajoutées a 5ml de I’infusé. La

présence des tanins est identifiée par une coloration verdatre de la solution.

1V.2.3.2.3. Révélation des tanins galliques
On sature le filtrat par I’acétate de sodium (CH3COONa), puis on lui ajoute quelques

gouttes de FeCls. La réaction est dite positive lorsque la coloration bleu foncé apparait.

23



CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES

1V.2.3.2.4. Révélation des flavonoides
A 5ml de I’infusé, on ajoute Sml d’HCI, un copeau de Mg et 1ml d’alcool iso-butanol.

La réaction est positive lorsque la coloration rouge violette orangé.

IV.2.3.2.5. Recherche des quinones libres
On ajoute 2ml d’HCI (1N) a 2g de la poudre végétale, plus 20ml de chloroforme, puis
on laisse le mélange reposer pendant 3h. Aprés on filtre le mélange. On ajoute au filtrat 5ml

d’ammoniaque (1/2). La réaction est positive lorsque la coloration rouge violette apparait.

1V.2.3.2.6. Réveélation des saponosides

Dans deux tubes a essai fermés, on met dans 'un Sml d’HC1 a 0,1N, dans I’autre Sml
de NaOH a 0,IN. On introduit dans chacun 2 a 3 gouttes d’infusé. Ensuite bien agiter
verticalement pendant 30s et laisser reposer pendant 15min.
Une réaction positive est déterminée par la présence d’'une mousse persistante.
Deux cas sont possibles :
1%cas : En présence des saponines stéroidiennes, on obtient dans les deux tubes le méme
volume de la mousse.
2°™ cas: Si la plante contient des saponines triterpéniques, en milicu basique il y’aura

formation d’une mousse quelque fois plus grande par stabilité et par volume.

IVV.2.3.2.7. Réveélation des glycosides

On ajoute quelques gouttes d’H2SO4 a 2g de poudre végétale. Une coloration rouge

brique ensuite violette se manifeste en présence des glucosides.

1VV.2.3.2.8. Recherche des coumarines
» Préparation de I’extrait
20 ml de la solution (alcool-éthylique-eau distillée) sont ajoutés a 2g de la poudre.
Apres ébullition pendant 15min a reflux, la solution est filtrée puis refroidit.
> ldentification
On ajoute 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH (10%) a 3 ou 5 ml du filtrat, et
quelques gouttes d’HCl a 10% jusqu’a ’obtention d’un milieu faiblement acide. L’apparition

d’un trouble indique la présence des coumarines.
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I1VV.2.3.2.9. Recherche des phénols

2ml de I’éthanol est ajouté a 2 ml de I’extrait, L’ajout de quelques gouttes de FeCls
permet 1’apparition d’une coloration bleue noiratre qui indique la présence des phénols (Igbal

Hussain et al., 2011).

IVV.2.4. Détermination de la teneur en polyphénols totaux
IV.2.4.1. Méthode d’extraction

IV.2.4.1.1 Préparation de I’extrait éthanolique par macération

20g de matériel végétal finement broyé et soumis a ’extraction par macération a froid
dans 200 ml d’un mélange éthanol/eau (70/30 ; v/v) pendant 24h et a ’obscurité totale avec
agitation de temps en temps. Apres filtration, la solution obtenue subit une évaporation a I’air
libre jusqu’a obtention d’un résidu sec. Ce dernier est repris avec 5 ml de DMSO et conservé

a 4°c pour des analyses ultérieures.

1V.2.4.1.2. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement en extrait sec est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids du
matériel végétal utilisé pour I’extraction en gramme (Abe et al., 2010). Le rendement est
calculé selon la formule ci-dessous ;

R (%) = (Masse de I’extrait sec / Masse du materiel végétalutilisé)x100

IVV.2.5 Analyse quantitative par spectrophotométrie

IVV.2.5.1. Dosage des polyphénols totaux

» Principe

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le meélange
d’acide phosphotungstique (H:PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H;PMO12040) de ce
réactif est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe
(W:023) et de molybdéne (MosO2s). La coloration bleue produite est proportionnelle au taux
de composés phénoliques présents dans I’extrait analysé , qui est estimée par
spectrophotométrie UV a une longueur d’onde de 760 nm (Singleton et al., 1999).

» Mode opératoire

200ul de I’extrait éthanolique est mélangée avec Iml du réactif de Folin—Ciocalteu

(1/10), aprés 4 minutes 800ul de carbonate de sodium a 7,5% sont ajoutés puis ajusté le
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volume a 3 ml avec I’eau distillée. Les tubes sont placés a l'obscurité & 37°C pendant 2 heures

et I’absorbance est mesurée a 760 nm par un spectrophotometre UV.

» Expression des résultats

Laconcentration des polyphénols dans I'échantillon est déterminée par la courbe
d'étalonnage effectuee par l'acide gallique a différentes concentrations (0-100pg / ml), dans
les mémes conditions et les mémes étapes que l'extrait (Clémentine et al., 2012).

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligrammes équivalents d’acide

gallique par gramme de matiere séche (mg EAG / g MS).
IV.2.6. Tests des activités biologiques

1VV.2.6.1 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de notre plante a été évaluée par la méthode de diffusion sur
milieu gelosé décrite par (Benjelali etal.,1986). Il s’agit de mesurer les zones d’inhibitions

issues de I’effet des extraits phénoliques vis-a -Vvis les souches pathogenes testées.

v' Préparation des milieux de culture

Le milieu utilisé pour la culture des souches bactérienne est celui de Mueller Hinton
(MH). Car il est considéré comme le milieu de référence pour les tests antibactériens selon
les recommandations nationales et internationales (EUCAST, 2003 ; NCCLS, 2003), du

fait qu’il contient tous les ¢léments nécessaires pour une bonne croissance des bactéries.

v' Préparation des disques
Des disques de papier Wattman de 6mm de diameétre ont été préparés et stérilisés. Ils

sont mis dans un tube a essai et conservés jusqu’au moment de leurs utilisation.

v" Revivification des souches bactériennes

Pour permettre aux bactéries stressées de récupérer leurs potentialités ; 1 ml de la
suspension bactérienne a été préleve et additionner a 9 ml du BHIB. Les tubes sont mis a
I’étuve pendant 24h a 37°C.

v' Préparation de pré-culture

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries (trois
cadrans) dans des boites de Pétri préalablement coulées de gélose nutritive, puis incubées
a
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37°C pendant 18heures afin d’obtenir une culture jeune en phase exponenticlle de

croissance.

v' Vérification de la pureté des souches bactériennes
La pureté des souches (S. aureus, E. coli et P. aeruginosa) est Vérifiee par la
coloration de Gram.

» Coloration de Gram :

La coloration de Gram est une coloration différentielle microbiologique, elle est établie
par Hans Christian Gram en 1884. Elle permet de distinguer le type de gram des bactéries, la
forme des cellules ainsi que leurs modes de regroupement.

v Principe

La coloration de Gram est une méthode qui permet de classer les bacteries selon la
composition et la structure de leur paroi. Elle repose sur le traitement d’un frottis bactrien fixé
par la chaleur par un colorant primaire violet de gentiane, suivis par une fixation de la
coloration avec du Lugol. Les cellules colorées sont ensuite soumises a 1’action de 1’alcool.
Les cellules bactériennes réagissent selon deux fagons :

e Les bactéries dite gram négatif se décolorent rapidement : la paroi devient poreuse

suite a la dissociation des lipides ce qui entraine la décoloration du cytoplasme

e Les bacteries a Gram positif gardent leur coloration violette car la composition de la

paroi et en majorité protéinique ce qui empéche I’action de 1’alcool.

v" Mode opératoire

En suivant la méthode décrite par (Delarras,2007), ce test s’effectue ainsi :

1. Préparation du frottis : déposer sur une lame une goutte d’cau sur laquelle on dépose un
prélevement provenant d’une culture jeune. Bien étaler en une couche mince homogene. Par
la suite, une fixation s’effectue par passage de frottis dans la flamme 4 a 5 fois ;

2. Recouvrir le frottis avec le colorant primaire (violet de Gentiane) et laisser agir pendant 1
minute. Le colorant est rejeté sans rincage ;

3. Verser le Lugol et laisser agir 1 min, suivi d’un ringage a I’eau distillée ;

4. Décolorer a I’alcool entre 15 et 30 secondes, rincer a ’eau ;

5. Recouvrir avec la Fushine pendant 1 minute ;

6. Laver a I’eau courante ;

7. Sécher la lame et observer a ’immersion sous microscope optique au grossissement 1000.

Le méme protocole est appliqué sur I’ensemble des souches bactériennes étudiées.
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v’ Standardisation des suspensions bactériennes :

Dans la zone stérile du bec bunsen et a partir d’une culture pure et fraiche de 18h, nous
avons raclé a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de
chacune des souches bactériennes a tester, puis ont été mises dans 10 ml d’eau physiologique
stérile (NaCl 0,9%).

La suspension bactérienne est bien homogénéisée et standardisée a une densité optique (DO)
de 0.08 a 0.10 a I'aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 620 nm, qui

correspond a 10" UFC/ml.

1V.2.6.1.1. Evaluation de D’activité antibactérienne par la méthode des

disques

» Principe
Afin de déterminer I’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique de la plante étudié,
nous avons utilisé la methode de diffusion sur disque en milieu géelosé (Nair et Chanda, 2005,
Perez et al., 1990). C’est une méthode similaire a celle de I’antibiogramme qui consiste a

déterminer la sensibilité d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un produit.

» Mode opératoire

Des boites de Pétri de 90mm de diameétre, sont ensemencées par écouvillonnage, en
tournant chaque fois la boite environ 60° de telle sorte a assurer une distribution homogéne
des bactéries.

Les disques de papier Wattman imbibés de 20 ul de I’extrait a tester sont déposés a la
surface du milieu ensemencé a I’aide d’une pince stérile en y appuyant légerement dessus.
Ainsi qu’un antibiogramme est réalisé avec des disques d’antibiotiques approprié¢s comme des
témoins positifs (Tableau 1V). Chaque essai est répété trois fois dans les mémes conditions

d’expérimentation.
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Tableau IV : Antibiotiques utilisés dans 1’antibiogramme.

S. aureusATCC 25923 E. coliATCC 25922 P. aeruginosaATCC27853
Gentamycin Gentamycin Gentamycin
(CN10) (CN 10) (CN10)
Cefoxitin Amoxicillin Kanamycin
(CX 30) (AX 25) (K 30)
Cefotaxime / /
(CTX 30)
Kanamycin
(K 30) / /

» Lecture desrésultats

Aprés incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures, toute activité
antibactérienne se manifesterait par la formation des halos d’inhibition autour du disque ou la
culture est absente ; le diametre sera mesure en millimétres et comparé avec des diametres de
référence relatifs aux antibiotiques utilisés.
Les résultats obtenus sont symbolisés par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-
vis I’extrait testé (PONE et al., 2003).

e Souche non sensible (-) ou résistante : diamétre <a 0,8cm ;

e Souche sensible (+) : diamétre compris entre 0,9 a 1,4cm ;

e Souche tres sensible (++) : diamétre compris entre 1,5 et 1,9cm ;

e Souche extrémement sensible (+++) : diamétre > a 2,0cm.

1V.2.6.2. Evaluation de ’activité insecticide

1V.2.6.2.1. Préparation de I’extrait
L’extrait végétal est obtenu par chauffage jusqu’a ébullition de 200g de poudre de la
plante étudiée dans un récipient contenant 700ml d’eau distillée, pendant 30min tout en

agitant de temps a un autre, puis filtré et constituant le premier jus. Le marc restant du jus 1

29



CHAPITRE IV : MATERIEL ET METHODES

est versé a son tour dans un autre récipient contenant 300ml d’eau distillée et laisser macérer
pendant 30 min avec agitations. Ainsi le deuxieme jus obtenu apres filtration, sera mélangé
avec le jus 1 pour obtenir un extrait final prét a I’emploi (Pasquier et Gerbinot in

Belhadi, 2005).

1V.2.6.2.2. Test d’inhalation

» Principe

Ce test consiste a étudier la longévité des adultes de Sitophilus oryzaeet cela en
dénombrant les individus morts toutes les 24 heures pendant 5 jours.

» Mode opératoire

Nous introduisons des doses de I’extrait préparé (20ul, 40ul, 60ul) sur du papier filtre
découpé au préalable en cercle de 2mm de diamétre suspendu a I’aide d’un fil a la face interne
du couvercle des bocaux, puis nous mettons a I’intérieur 10 individus et 5g de graines de blé
et nous fermons hermétiquement les bocaux (Figure 15).
Nous utilisons des étiquettes pour chaque dose de I’extrait, Deux répétitions sont réalisées

avec un témoin sans extrait.

Disque imprégné

d'extrait aqueux

d’A. halimus

Sitophilus oryzae

Graines de blé

Dose 1 Dose 2 Dose 3 Lot témoin

Figure 15 :Evaluation de [lactivité insecticide de I’extrait aqueux par le test
d’inhalation(Photo personnelle,2022).
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> Expression des résultats
La mortalité observée est corrigée en rapport avec celle des témoins, selon la
formule(d’ Abbout,1925).
Mc % = (P1- P2) 100/ P1.
Mc% : pourcentage de mortalité corrigé
P1 : Nombre d’individus vivant dans la population témoins.

P2 : Nombre d’individus vivant dans la population traitée.

I1VV.2.6.2.3. Test de répulsion
» Principe
Ce test consiste a étudier D'effet répulsif de D’extrait éthanolique sur les adultes de

Sitophilus oryzae.

» Mode opératoire

Découper en deux parties egales un disque de papier filtre de 10 cm de diamétre, un demi
disque est traiter par ’extrait éthanolique dilué dans de 1’eau distillée et ’autre demi disque ne
recoit que de I’eau distillée puis les deux disques sont rassemblés par une bande adhésive et
places dans une boite de Pétri. Ensuite, 10 Charangons sont disposés au centre de la boite.

» Expression des résultats

Apres 30min nous comptons le nombre de charangons présents sur la partie traitée et sur
la partie non traitée.
Le pourcentage de répulsion (PR) est calculé comme suit :

PR% = (Nc - Nt) / (Nc +Nt) x100
Nc : nombre d’insectes présents sur le demi disque traité avec 1’eau distillée.
Nt : nombre d’insectes présents sur le demi disque traité avec de I’extrait éthanolique.
Le pourcentage de répulsion moyen est calculé et attribué a I’'une des différentes

classes répulsives selon le classement de Mc Donald et al., (1970) (Tableau V).
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Tableau V :Pourcentage de répulsion selon le classement de Mc Donald et al., (1970).

Classe Intervalle de repulsion Proprietés
Classe 0 PR<0,1% Trés faiblement répulsif
Classe | 0,1%<PR<20% Faiblement répulsif
Classe Il 20%<PR<40% Modérément répulsif
Classe 111 40%=<PR<60% Moyennement répulsif
Classe IV 60%<PR<80% Répulsif

Classe V 80%<PR<100% Trésrépulsif
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V.1. Résultats des paramétres physico-chimiques

Les résultats de quelques parametres physico-chimiques des parties aériennes de
I’espéce Atriplex halimus sont cités dans le tableau ci-dessous. Ils sont présentés sous forme
de la moyenne des trois essais + I’écart type.

Tableau VI : Résultats des paramétres physico-chimiques.

Paramétres physico-chimiques Résultats
Humidité (%) 10400

Matiére séche (%) 90+00

Matiére organique (%) 75+0,028
Teneur en cendres (%) 250,028
pH 6,8+0,035
Acidité titrable (%) 5,11+0,32

V.2. Résultats des caractéristiques phytochimiques

Le criblage phytochimique sert a détecter certains constituants dans la partie aérienne
de VAtriplex halimus L. Ce premier s’effectuc par des tests et selon des réactions
phytochimiques, ces réactions sont basées sur des changements de couleur et des

précipitations spécifiques, indiquent la présence ou non de ces constituants(Tableau VII)
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Tableau V11 : Résultats de criblage phytochimique de la partie aérienne d'Atriplex halimus.

Les composés chimiques Couleur ou caractere Résultat
Anthocyanes Rouge -
Tanins Bleu-noir +++
Tanins galliques Bleu foncé +++
Flavonoides Rouge orangé +++
Quinones libres Rouge violette -
La présence ou non d’une +
Saponosides mousse persistante

Saponines stéroidiennes :
méme volume

Saponines tri-terpéniques :

milieu
Basique >
Glycosides Rouge brigue ensuite violette +++
Coumarines L’apparition d’un trouble -
Phénols Bleu noiréatre +++

Légende : (-) : negatif ; (+) : faiblement positif ; (++) : Positif ; (+++) : Fortement positif

D’aprés les résultats obtenus, la partie aérienne d’Atriplex halimus L. contient des
tanins, tanins galliques, flavonoides, saponosides ainsi que les glycosides et des phénols, mais
a des proportions différentes. Ce qui met en évidence la présence des métabolites secondaires
qui possedent des activités biologiques intéressantes. Mais elle est dépourvue des anthocyane,
des quinones libres et des coumarines.

Les travaux portés sur les tests phytochimiques de 1’Atriplex halimus L. ont démontré
I’abondance des phénols, des tanins catéchiques, des saponines et 1’absence des alcaloides (

Hadjadj, 2017), ces résultats concordent avec ceux obtenus dans notre étude.
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De méme les résultats trouvés parSekkoum (2011),ont montré que 1’Atriplex halimus
L.contient des saponines, tanins et dépourvue des alcaloides. Ainsi une étude faite par
Benhammou et al. (2009)a montré que 1’extrait méthanolique des feuilles d’Atriplex halimus
L. collectée de Béchar sud-ouest Algérien contient une teneur élevée en phénols totaux (10, 12
+2,24 mg GAE/g DW) les tannins (0.5 + 0.14%) saponines (0.33 + 0.14%) et les
alcaloides.

Pour la plupart de nos résultats sont en accord avec les travaux qui ont été faite sur la
plante étudiée. Ces différences sont peut-étre dues a la période de récolte, la méthode et les
conditions d’extraction appliquées et le type de solvantutilisé.

Ces résultats indiquent la richesse de cette espéceen substances bioactifs
principalement les polyphénols . Ces molécules bioactives telles que les saponosides et les

flavonoides sont douées de propriétés insecticides et de nombreuses propriétés thérapeutiques.

V.3. Rendementde I’extrait éthanolique

Le rendement de notre extrait éthanolique de la partie aérienne d’Atriplex halimus est
de 20%. Il est supérieur a celui obtenu par Belhadj-Tahar et al. (2015)(région de Laghouat),
qui ont trouvé un rendement de 5,96%, et inférieur a celui obtenu par Benhammou et al.
(2009) (région de Bechar) qui ont obtenu un rendement de 24 %.

Cette variabilité des valeurs peut étre due a plusieurs facteurs tels que, la méthode
d’extraction appliquée, la polarité de solvant utilisé (eau et I’éthanol) et le stade de croissance.
Ceci rejoint les observations faites par plusieurs études qui ont signalées I’importance de

I’effet des solvants et ses polarités sur le rendement d'extraction (Hayouni et al., 2007 ; Clara

et al., 2010 ; Khlifi et al., 2011 ; Ben El Hadj Ali et al., 2014).

V.4. Teneur en polyphéenols totaux
Les concentrations d'extrait en polyphénols totaux sont exprimées en mg équivalent
d’acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/gMS), la teneur en polyphénols est

calculée via I’équation de la courbe linéaire d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 16,

Tableau VIII).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Tableau VIII : Teneur en polyphénols totaux dans lextrait éthanolique

[ Echantillon Teneur en phénols totaux
(mg EAG/g MS)
Extrait éthanolique 22,1 £0,01

La teneur en polyphénols totaux d'extrait éthanolique d’Atriplex halimus L.étudié est
égale a 22,1 mg.

Les résultats obtenus montrent la richesse de I'extrait d'Atriplex halimus L.
en polyphénols totaux.

Cette quantité est supeérieure a celle trouvée au niveau des racines (18,67 mg AG/mg d'
extrait lyophilisé ) par Benamar et al. (2008).Nous pouvons dire que, la partie aérienne est
riche en polyphénol totaux par rapport aux racines.

Les résultats que nous avons obtenus sont supérieurs a ceux de Samira et al. (2015)
avec une valeur de I’ordre 3,648 mg EAG/g MS et de Rached (2009), qui a enregistré
une valeur de 16.50mg EAG/g ES.

La variabilité des teneurs en composés phénoliques chez des espéces végétales est due
probablement a la composition phénolique des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs
génotypiques (EI-Waziry ,2007 ), les conditions biotiques (espece , organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le
type du microclimat (Atmani et al., 2009) et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces

plantes.
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En effet plusieurs facteurs interviennent dans le processus d’évaluation des
polyphénols totaux des plantes. Ces teneurs varient qualitativement et quantitativement d’une
plante & une autre. Parmi ces facteurs :

- La méthode d’extraction (Lee et al., 2003),le patrimoine génétique, la période de récolte et
le stade de développement de la plante (Miliauskas et al., 2004),les facteurs climatiques
(température élevée...etc.), environnementaux (Zone géographique, sol, salinités.) et les

maladies, etc (Fallah et al., 2008 ; Ebrahimi et al., 2008).
V.5. Test de I’activité antibactérienne
V.5.1. Vérification de la pureté des souches

e Coloration de Gram
Les caractéristiqgues morphologiques que nous avons observées sous microscope optique
au cours de I’identification bactérienne sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau IX : Caractéristiqgues morphologique observees des bactéries testées.

Espéce bactérienne Gram Aspect morphologique
Escherichia coli Négatif Bacille en rose
ATCC25922

Pseudomonas aeruginosa Négatif Bacille en rose
ATCC27853

Staphylococcus aureus Positif Cocci en grappe en violet
ATCC25923

V.5.2. Résultats d’évaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été testée sur trois souches bactériennes, réalisée par la
méthode de diffusion des disques imprégnés d’extrait de plantes sur milieu solide (Mueller
Hinton). C’est une méthode qualitative basée sur la mesure des diametres des zones d’
inhibition. Des antibiotiques ont été utilisés comme témoins positifs
Cette méthode a permis d’obtenir les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessous et
I’annexeVI.

Les résultats obtenus sont résumés sous forme de moyenne + I’écart type.
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Tableau X : Diamétres des zones d’inhibition (en mm).

Extrait
Bactérie AH Cnl0 K30 AX-25 CTX 30 CX 30
Escherichia coli
ATCC 25922 0600 28+00 _ 08+2,081 | _ _

¢ (+++) )

Pseudomonas
aeruginosa 09+00 21+1,527 13+1,527 | _ _ _
ATCC 27853 (+) (+++) (+)
Staphylococcus
aureus 12100 26x1,154 18+1,154 | _ 0600 12+00
ATCC 25923 (+) (+++) (++) () (+)

AH: Atriplex halimus; Cn10: Gentamicin; K30: Kanamycin; AX-25: Amoxicillin;
CTX 30 : Cefitaxime ; CX 30 : Cefoxitin.

Reésistante (-) ; sensible (+) ; Tres sensible (++) ; Extrémement sensible (+ ++).

D’aprés ces résultats I’extrait éthanolique d’Atriplex halimus a un faible effet
sur Staphylococcus aureus avec un diameétre d’inhibition del2 mm et sur Pseudomonas
aeruginosa ou nous avons enregistré une zone d’inhibition de 9 mm. Par contre, aucun effet n’
a été signalé sur Escherichia coli (6 mm).

Peu de travaux sur I’activité antibactérienne des extraits de cette plante

Les résultats obtenus par Abdel Rahman et al. (2011) sont en concordance avec nos

résultats et montrent que l'extrait éthanolique présente un effet contre Staphylococcus aureus,

tandis que Escherichia coli était résistante.

V.6. Activité insecticide

La valorisation des plantes a effet insecticide prend de plus en plus de I’ampleur au
niveau des programmes de recherches dans le monde entier et particulierement en Afrique.
Ces plantes sont exploitées sous plusieurs formes, soit sous forme de poudres végétales,
d’huiles essentielles, d’huiles végétales ou d’extraits végétaux.

Le recours aux produits chimiques d'origine botanique apparait comme la meilleure

alternative de lutte propre contre les insectes nuisibles. C’est dans ce contexte que plusieurs
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chercheurs ont testés l'effet insecticide de Peganum harmala caractérisée par son pouvoir
insecticide, antinutrionnel et perturbateur physiologique contre les insectes nuisibles (Abbassi
et al., 2005 ; Jbilou et al., 2006). L’effet insecticide vis-a-vis du Criquet pélerin, moustiques
et drosophiles (Kemassi, 2014 ; Habbachi et al., 2013 ; Habbachi et al., 2014) mais avec des
rapidités d’action variables. Govindara et Kumari (2013), ont testés avec succes ’activité
larvicide des huiles essenticlles d’Artemisia vulgaris (Asteraceae) sur Aedes aegypti. Ainsi
que les travaux de Benayad (2008) montrent I’effet de Lavandula angustifolia sur les larves du
Sitophilus oryzae, Rhizopertha dominica, qui sont des ravageurs des denrées alimentaires
stockées.

V.6.1. Résultats de D’évaluation de Dactivité insecticide de 1'extrait

aqueuxd’Atriplex halimus contre les adultes de Sitophilus oryzae

V.6.1.1. Par inhalation

Les résultats de traitement de Sitophilus oryzae par I’extrait aqueux d Atriplex halimus
sont résumes au niveau du tableau et la figure ci-dessous.

Nous remarquons que l'extrait aqueux d’Atriplex halimus affecte significativement la
survie des adultes de Sitophilus oryzae. Dans les lots traités, la survie des adultes diminue
graduellement du premier au quatrieme jour et ceci proportionnellement a la concentration de
l'extrait utilisé et la durée d’exposition, alors que dans le lot témoin aucune mortalité n’a été
observée.

Tableau XI :Tauxde mortalité des adultes de Sitophilus oryzae traité par 1’extrait aqueux
d’A. halimus dans le temps en fonction de la dose.

Temps 24h 48h 72h 96h
Dose
20pl 0 0 0 0
40ul 0 10% 20% 20%
60pl 20% 30% 30% 30%

Nous constatons que pour la plus faible dose (20ul) aucune mortalité n’a été
enregistrée pendant les 96heures. L’effet fumigeant de l'extrait Atriplex halimus commence a
apparaitre a la dose 40ul aprés 48h d’exposition avec 10% de mortalité, alors qu'il apparait

aprés seulement 24h d'exposition pour la dose 60ul avec 20% de mortalité.
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Nous avons donc remarqué que 1’activité insecticide par inhalation de 1'extrait testé est

maximale a la dose de 60pl. La mortalité obtenue la plus élevée est de 30%.

Dose

30 ~

20 - — — = 20pl

40ul
15 A
60ul

0t e e e . 7 1 Jours

24h 48h 72h 96h

Figure 17 :Taux de mortalité des adultes de Sitophilus oryzae traités par inhalation aux
différentes doses de I’extrait aqueux d’A. halimus.

Selon Ketoh et al. (2004) la recommandation de 1’organisation Mondiale de la Santé
(1995) en faveur de I’élimination des fumigeant classiques dans les pays développés, et dans
les pays en développement ouvre la voie a la recherche de nouveaux produits a faible
répercussion écologique. Le recours au monde végétal et aux molécules qui ont permis aux
plantes de se protéger contre les ennemis naturels devient donc indispensable (Regnault-
Roger et al., 2008). Les huiles essentielles sont des insecticides naturels qui tout en étant aussi
actifs, sont biodégradables (Tchoumbougnang et al., 2009).

Dans cette étude, l'extrait aqueux d'Atriplex halimus testé a révéler une activité
insecticide remarquable a I'égard des adultes de Sitophilus oryzae. L’activité insecticide des
huiles essentielles extraites des plantes aromatiques fait 1’objet de nombreuses recherches en
vue de réduire les pertes occasionnées par les insectes ravageurs des graines stockees.

D’apres, Derradji-Heffaf (2013), les huiles essentielles d’Artemisia campestris et de
Thymus algeriensis testé sur Sitophilus oryzae ont enregistré des taux de mortalités de 100%
au bout de 72h, avec la plus grande dose qui est de 16pl, alors que 1’huile de Teucrium polium
n’a provoqué aucune mortalité. Cette inefficacité est due a la pauvreté de cette huile
essentielle en monoterpénes.

L’huile essentielle d’eucalyptus a provoqué 66,23% de mortalité aprés 48h. Au

cinquieme jour, 100% de mortalité est atteint. Alors que, pour le thym, ce méme taux n’a été
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enregistré qu’apres 6 jours de traitement. Quant a la Citronnelle, c’estl’huile qui s’est
montrée la moins efficace étant donné 73,68% de mortalité a été enregistrée apres 6 jours.
Dans le méme contexte, Sahaf et al. (2007) ont constaté une forte activité insecticide
de I’huile essentielle de Carum copticum (Apiaceae) sur Sitophilus oryzae avec un taux de
mortalit¢ de 100% a uneconcentration de 185,2 pl / 1 pendant 12h d’exposition.
La différence de sensibilité de Sitophilus oryzae a I’égard de ces huiles essentielles peut étre
due a plusieurs facteurs dont la résistance de cette espece a certains composés de ces huiles
essentielles. En effet, des travaux de Shaaya et al. (1997) ; Sékou Moussa et al. (2000) ; Kim
et al. (2003) ; Ngassoum et al. (2003) ; Ngamo et al. (2001)et de Lee (2002), révélent que
I’effet des huiles sur les insectes n’est pas systématique car on observe des réponses
différentes suivant I’espece d’insecte et I’huile essentielle.
Par ailleurs, Selon Ngamo et Hance (2007), une huile essentielle n’exerce pas forcément la
méme activité aux différents stades du cycle biologique d’un insecte, comme il existe une
grande variation dans la sensibilité¢ des especes d’insectes pour une méme huile essentielle.
Selon Bostanian et al. (2005), les huiles essentielles agissent directement sur la cuticule des
insectes et acariens a corps mou, ils sont moins efficaces avec des insectes acarapace dure tels
que les coléopteres et hyménoptéres adultes.
L’activité insecticide pourrait dépendre également du sexe de I’insecte. En effet, plusieurs
auteurs ont démontré que les males d’Acanthoscelides obtectus sont plus sensibles aux huiles
essentielles par rapport aux femelles (Regnault-Roger et Hamraoui, 1994 ; Papachristos et
Stamopoulos, 2002).
Les modes d'action des huiles essentielles sont encore a confirmer malgré les études
relativement nombreuses réalisées a ce sujet (Isman, 2000). Selon Furet et Bellenot (2013),
les mécanismes toxiques des huiles sur les adultes sont d’ordre physiologique ou physique.
Ainsi, il a été signalé également que, I’action rapide des huiles essentielles ou de ses
constituants contre les insectes ravageurs est un indicatif d’une action neurotoxique

(Kostyukovsky et al., 2002 ; Priesley et al., 2003 ; Isman et al., 2007).
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V.6.1.2. Par répulsion
Ce test consiste a étudier I’effet répulsif de I'extrait éthanolique d'Atriplex halimus sur
les adultes deSitophilus oryzae.

Les résultats de ce test sont présentés dans la figure suivante :

Figure 18 :Résultat du test de répulsion(Photo personnelle, 2022).

Ces résultats montrent qu'il y'a un refuge des adultes de Sitophilus oryzae dans la
partie traitée avec l'extrait éthanolique.

D'apres ces résultats, nous pouvons noter que I'extrait éthanolique étudié d'Atriplex halimus
est classédans la classe Il selon Mc Donald et al. (1970) comme modérément répulsive avec
un taux PR (%) = 40%.

L’effet répulsif de certaines huiles végétales a ¢été constaté par de nombreux
chercheurs. C’est ainsi que Odeyemi et al. (2008) ont noté un taux de répulsion de 100% de
I’huile essentielle de Mentha longifolia contre Sitophilus zeamais. De méme, Aggarwal et al.(
2001 ) ont évalué¢ 1’activité répulsive du L-menthol et de ses dérivés acyl contre
Callosobruchus maculatus, Tribolium castaneum, Sitophilus oryzae et Rhizopertha dominica
qui ont donné des taux de répulsion de 100%, 82%, 78% et 72% respectivement a une
concentration de 20 pg/ml.

D’aprés Mishra et Tripathi (2011), les huiles essentielles de Schyzygium aromaticum,
Aegle marmelos, Corriandrum sativum et Citrus reticulata extraites par hydrodistillation
ont montré une répulsivité importante contre S. oryzae et T. castaneum méme a faible

concentration, mais sa répulsivité a été plus marquée envers S. oryzae.
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Selon Bendjeddou et Halaimia (2019), les résultats obtenus aprés application de
I’extrait éthanolique de L. angustifolia révelent un pouvoir répulsif appartenant a la classe 1V
pour R. dominica et la classe V pour S. granarius, selon le classement de Mc Donald (1970).
De plus, on note que cet extrait induit une augmentation de 1’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.

43



CONCLUSION ET PERSPECTIVES



CONCLUION ET PERSPECTIVES

La connaissance et 1'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée durant
ces derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante comme des agents chimiques
contre les maladies, les herbivores et les prédateurs, aussi comme des agents médicinaux tels
que les antioxydants.

Notre travail est une contribution a la valorisation d’une plante médicinale de sud
algérien Atriplex halimus connue sous le nom de « Guettaf ». Pour objectif de réaliser une
caractérisation phytochimique, physicochimique ainsi d'évaluer son activité antibactérienne et
insecticide.

L’analyse phytochimique de l'extrait aqueux de la partie aérienne d'Atriplex halimus a
révelé la présence de ces composes chimiques: flavonoides, tannins, tanins galliques,
glycosides, phénols et des saponosides. Ainsi cette plante possede des propriétés
physicochimiques caracteristiques tels que la teneur en eau (10%), en cendres (25%), un pH
neutre (6,8) et ’acidité (5,11%).

Le dosage de polyphénols effectué¢ sur I’extrait éthanolique de la plante montre une teneur
appréciable qui est de I'ordre de 22,1mg EAG/ g MS.

L’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique d'Atriplex halimus a été évaluée par
la méthode de diffusion sur disque. Les résultats montrent que Atriplex halimus possede une
activité contre les deux souches: Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 avec des diametres d'inhibition de 12 mm et 9 mm respectivement,
par contre ne possede aucune activité vis-a-vis Escherichia coli ATCC 25922.

L'évaluation de la toxicité de l'extrait d’Atriplex halimus sur I’insecte des denrées
stockées Sitophilus oryzae, a montré une efficacité remarquable avec un taux de mortalité de
30% par inhalation, et de 40% par répulsion. Nos résultats suggeérent que 'extrait d’A. halimus
possede une activité insecticide contre Sitophilus oryzae, il pourrait étre une bonne alternative
aux pesticides chimiques, tout en préservant la santé humaine et lI'environnement.

Enfin, il ressort du présent travail que I’Atriplex halimus L.est un produit
effectivement intéressant et riche en possibilités thérapeutiques. Nos résultats restent

préliminaires et ouvrent la porte pour de nouvelles études.
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De cet effet, et comme perspectives nous suggérons :

- Déterminer la composition chimique des extraits qui ont donné des effets bénéfiques.

- Comprendre les mécanismes moléculaires derriere ces effets bénéfiques in vitro et in vivo.

- Etudier la toxicité de ces molécules et détermination de I’intervalle de sécurité ou ils seront
bénéfiques sans effets secondaires nocifs.

-L’inclusion de ces molécules dans le développement des médicaments antibactérien et
antioxydants.

-D’¢étudier Atriplex halimus de chaque région pour savoir qu’elle est la plus efficace.

-Etudier et déterminer la composition chimique des huiles essentielles de cette espéce.
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Annexe |:Différents produits chimiques utilisés.

Solvants Produit Utilisation
Ethanol CHs-CH2-OH (96%) | Extrait éthanolique
Eau distillée Préparation des extraits
L’eau physiologique 0,9% La suspension bactérienne
Dimethylsulfoxyde DMSO | Dilution de I’'HE pour I’activité
XC:HsOS antibactérienne
Acide chlorhydrique HCI Screening phytochimique
Chlorure ferrique FeCls Recherche des tanins
Acétatedesodium Révélation des tanins galliques
(CHsCOONa)
Copeau de magnésium Mg Recherche des flavonoides
Réactifs Alcool iso-butanol

Chloroforme CHCls

Ammoniaque NH:OH

Recherche des quinones libres

Acide acétique NaOH

Révélation des saponosides

Acide sulfurique H2SO4

Révélation des glycosides

Solutionalcool-éthylique-eau

distillée

Solution alcoolique de KOH

Révélation des coumarines

Réactifsde Folin- Ciocalteau

Acide gallique

Carbonate de sodium

Dosage des polyphénols totaux

Annexe Il : Appareillages et verreries utilisés au laboratoire.
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Appareillages Verreries
Etuve a 37°C Flacons
Spectrophotométre Tubes & assai
Bain marie Fioles
Autoclave Béchers
Plaque chauffante Entonnoirs
Balance de precision 0,001g Pinces
Four a moufle Micropipettes
pH métre Anses
Agitateur Papier filtres
Une loupe binoculaire (Gx20) Pipette Pasteur
Microscope optique (Gx1000) Ecouvillons
Refrigirateur Erlenmeyer
Bec bunsen Papier wattman
Boites de Pétri
Passoire

Annexe 11 : Les milieux de culture.

La gélose Mueller Hinton (MH).

Milieuxde culture utilisés

Gélose nutritive (GN).

Annexe 1V :Résultats du criblage phytochimiquesde la partie aérienne d’Atriplex halimus.
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Les composés chimique Résultats

Anthocyanes

Tanins

Tanins galliques

Flavonoides

Quinones libres
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Saponosides

Glycosides

Coumarines

Phénols




ANNEXES

s R | el
f/’ Nt 7% Iv."' 7 “; % "
w AT b S . AL
| .
‘v
¢
5
‘
A

Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus
(GX1000). (GX1000). (GX1000).
Annexe V:Observation microscopique de la coloration de gram des souches bactérienne

testées au microscope optique (GX1000).

Pseudomonas aeruginusa — §1aphyll,x(cc\,u; aureUs

Escherichia coli

E. Ethanolique

eyt

Annexe VI : Résultats de ’activité antibactérienne de 1’extrait éthanolique d’Atriplex

halimus L.



Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules biologiquement actives.
Notre intérét s’est porté sur Atriplex halimus L. espéce végétale utilisée en phytothérapie, dans le but de réaliser
une caractérisation phytochimique, physicochimique ainsi d'évaluer son activité antibactérienne et insecticide.

L’examen phytochimique réalisé sur la partie aérienne d'Atriplex halimus a mis en évidence la présence
des flavonoides, tannins, tanins galliques, glycosides, phénols et des saponosides. Les anthocyanes, les quinones
libres et les coumarines sont absents. L’estimation quantitative des polyphénols totaux a montré que I’extrait
éthanolique d'Atriplex halimus L. est riche en polyphénols totaux (22,1 + 0,01mg EAG/g MS).

Les analyses physicochimiques ont montré une faible teneur en eau (10%), ainsi en cendres (25%), pH
neutre (6,8) et I’acidité de 5,11%.

L’évaluation de [D’activité antibactérienne montrent que 1’extrait posséde une activité contre
Staphylococcus aureus ATCC25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Par contre aucun effet n’a été
signalé sur Escherichia coli ATCC 25922.

L’évaluation de I’activité insecticide de l'extrait éthanolique d’Atriplex halimus sur I’insecte des denrées
stockées Sitophilus oryzae, montrent un effet toxique vis-a-vis de ce ravageur ol nous avons enregistré un
pourcentage de mortalité de 30 % par le test d’inhalation et un pourcentage de répulsion de 40 %.

Mots clés : Atriplex halimus, étude phytochimique, analyses physicochimiques, activité antibactérienne, activité
insecticide, Sitophilus oryzae.

Abstract

Natural plant extracts contain a variety of biologically active molecules. Our interest focused on
Atriplex halimus L. a plant species used in herbal medicine, with the aim of carrying out a phytochemical and
physicochemical characterization as well as evaluating its antibacterial and insecticidal activity.

The phytochemical examination carried out on the aerial part of Atriplex halimus revealed the presence
of flavonoids, tannins, gallic tannins, glycosides, phenols and saponosides. Anthocyanins, free quinones and
coumarins are absent. Quantitative estimation of total polyphenols showed that the ethanolic extract of Atriplex
halimus L. is rich in total polyphenols (22.1 £ 0.01mg EAG/g DM).

Physicochemical analyzes showed a low water content (10%), as well as ash (25%), neutral pH (6.8)
and acidity of 5.11%.

The evaluation of the antibacterial activity shows that the extract has activity against Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 On the other hand, no effect has been reported
on Escherichia coli ATCC 25922.

The evaluation of the insecticidal activity of the ethanolic extract of Atriplex halimus on the insect of
stored foodstuffs Sitophilus oryzae, show a toxic effect vis-a-vis this pest where we recorded a mortality rate of
30%. by the inhalation test and a repellency percentage of 40%.

Keywords : Atriplex halimus, phytochemical study, physicochemical analyses, antibacterial activity, insecticidal

activity, Sitophilus oryzae.
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