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EvaluationDesEffetsMorpho-physiologiqueD’unBioEngraisOrganiqueSurLes
Grains Micro encapsulées

Résumé

Les biostimulants sont des composés actifs qui augmentent la productivité des
planteset de semences. Notre travail est basé sur 1’évaluation de la technique micro
encapsulation desgraines de haricot dur (Phaseolusvulgaris) dans une matiére enrobant

biologique appelée extrait de fumée.

Notreprotocoledetravailestbasésurlapréparation de I’extraitde fumée (de paille de blé)
adifférentes doses (0,5, 1 et 1,5 ml) comme matiére actif dans nos grainesencapsulées, placées
dans des rangées de 8 répétions. Réalisée pendant 10 jours, avec un apport quotidien de ces
produits biologiques. Les résultats obtenus a partir de cette étude ontmontré que les
préparations biologiques d'extraits de fumée apportentdes effets significatifs sur les
paramétres de germination et de croissance pour la dose sur les parameétres physiologiques
par rapport auxproduits, le produit formulé FG a des effets hautement significatifs comparais

le témoin.

Mots clés : bio stimulation, germination, micro encapsulation, extrait smoke, engrais organique



Evaluation of the Morpho-physiological Effects of an Organic Biofertilizer

on Microencapsulated Grains

Abstract

The present work has for objectives to evaluate the microencapsulation technology

anditsefficiencyon different parameterson the grains.

Biostimulants are active compounds that increase plant productivity. Our work
focuseson the microencapsulation of durum bean (Phaseolus vulgaris)seeds for a smoke
extractbased bioproduct. Our work protocol is based on the preparation of dose (1 ml), smoke
extract(0.5, 1 and 1.5 ml) of bioproducts and the encapsulation of the latter with seeds then
placed inrows of 8 Petri dishes. Carried out for 10 days, with daily intake of these biological
products.The results obtained from this study showed that the biological preparations of
smoke extracts(D1) (1 ml), (D2) (0.5 ml), (D3) (1.5 ml) and formulation products (FG), (FR)
(1 ml)
hadsignificanteffectsongerminationandgrowthparametersaswellasonphysiologicalparameters.
Thanks to these effects, we came to the following conclusion: the FG

formulatedproductismuchbetter than the Algineregistered productandalltreatments

Keywords: biostimulation, germination,microencapsulated,smoke extract.Organic fertilizer
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Listedesabréviations

e PDB:ProteinData Bank

e PDS:PLANT-dervivedsmoke

o L:liter

e ml:millimeter

e C°: Degré Celsius

e Um:micrometer

e Min:minute

e (G:grammar

e LRBPV:laboratoiresderecherchébiotechnologiesetproductionvégétale

e D:dosage
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Introduction

Introduction

Lagermination est le passage de la vie latente de la graine a la vie active, sous
l'effetdefacteursfavorables.C’estune étape crucialequiinitialedéveloppementde
I’appareilvégétatif lorsque les conditions climatiques le permettent, notant que la réunion de
toutesconditions : extérieures concernant le milieu entouré de la graine (eau, oxygene,
température)etintérieurs(l'étatdelagraine,dormance,maturationetc.)sontindispensablespourdécl

encherce phénomene.

L’exposition universelle au changement climatique peut engendrer des
perturbationsdans ces conditions et peut retarder la germination des graines, dans ce cas il faut
préservernotre planéte et assurer la sécurité alimentaire en pensant au développement durable,
donc leshiotechnologues doivent augmenter sensiblement ses productions, toutenréduisant

son empreintesur I’environnement.

Cette these est consacrée a la valorisation de la biomasse végétale. Une application
aété investiguée : pour évaluer les potentialités d’un débris végétale (de la paille de blé) par
laméthoded’ extractiondefumédansl’optimisationdelaperformancedel’expressionvégétativechezlesgr
ainesd’haricots(grainesmodeles)atraversdesquestions hypothéses :(i) Latechniqueencapsulation
par I’agent d’incorporation (extrait de fumé) peut-elle performer

I’expressionvégetativedessemencessousdifférentesconcentrations?

Le présent document est subdivisé en trois chapitres, et se termine par une

conclusiongénérale suiviedela listedesréférences avec:

Chapitre | Réserver pour la partie recherche
bibliographique.Chapitre
I1Consacrépourlapartieexpérimentale.

ChapitrellIComportelesrésultatsfinalsetdiscussion.
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Chapitrel:SynthéseBibliographie
Géneralité

I1s’agitdetouslescomposésminérauxetorganiquesajoutésausoletdestinésaétretransportés
directement ou indirectement vers les plantes alimentaires (Bliefert et Perraud,1997). Tout
produits, qu'il soit manufacturé ou d'origine naturelle, contient au moins 0,5 % ouplus d'un ou
plusieurs des trois  principaux  phyto-nutriments (N, P205, K20). Les
engraisindustriellessontappelésengraisminéraux(Anonyme,2003).Apportésausolpeuventaugme
nter ou maintenir la fertilitt du sol, notamment pour apporter aux plantes des
élémentsdirectementutiles(Mazoyer,2002).Permettentd’augmenterlaproduction
etaméliorerlaqualité des cultures également peut améliorer la fertilité des sols d’ou ils
apportent aux plantescultivées les éléments nutritifs dont elles ont besoin (Anonyme, 2003). 1l

existe trois typesd’engraisorganiques, organo-minéraux;mineraux.

Les engrais organique c’estun produit d’origine végétale, animale ou agro-industriel
quiappliqué au sol fournit une élévation de votre fertilité, augmenter la productivité et la
qualitédes cultures (TRANI et al. 2013).Lefumier, les résidus de culture et les engrais
vertsconstituent les principales sources d’engrais organiques disponibles (SBCS, 2004). Ont
étédéfinis comme étant des matieres ayant une composition chimique définie avec une
valeuranalytique élevée qui fournissent nutriments pour les plantes sous forme
disponible(GuptaPK(2004).

Mode d'actiondesengraisorganiques

Les différents composants des biostimulants sont des composés actifs, cependant, selon
lesétudesbibliographiques(Yakhinetal2017)et(Faesseletal,2014),lesdeuxprincipauxmodesd'act

ion desbiostimulantssont lessuivants

i) Stimulationdelagermination,lacroissancedesracines,l'établissementetlacroissancede
splantes,l'absorptiondesnutrimentsdel'équilibreetd'autresrésistances.

i) Réduireouaméliorerleseffetsnégatifsdesfacteursde stressbiotiques

(Sécheresse,chaleur, froid,salinité).Cesderniéresannées,|'utilisationdeproduitsnaturelsabase
d'algues a remplaceé les produits synthétiques classiques (Eman et al 2008, Erulan et
al,2009,Sangeethaetal2010)
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Engraisorganiqued’origineanimale

Fumier (mélange de litiere et de déjections animales ayant subi des fermentations plus
oul] moins poussées en étable ou en tas (AddenAk, 2004).Les effets bénéfiques de fumier
devolaille sont comparés a celles de 1’urée, en raison de la réaction rapide et a habituellement
untaux élevé de nutriments (SOUZA, 2007). Les concentrations de N, P et K ajouté dans
lefumier de poulet sont plus grandes que les autres especes d’animaux domestiques, car
lamatiére séche contient de 5 a 15 % d’eau, tandis que les autres fumiers arrivent aux 65 85

%.(TEDESCOet al. 2008).

Engraisorganiquesa basedeplantes

Lesengraisvégétaux,egalementappelésengraisverts,sontdesplantescultivéesspécifiqguementpour
enrichirlesol.Lorsqu'ellesatteignentuncertainstadededéveloppement, elles retournent au sol
pour pourrir et augmenter leur fertilité (Dupriez etDeleenner, 1987). Par conséquent, toutes
les plantes qui apportent de la matiere organique ausol peuvent étre considérées comme des
engrais verts (Kroll, 1994).De nombreuses matieresvegétales ou divers sous-produits peuvent
étre utilisés comme engrais dans le jardin. C'est lecas des déchets agricoles et agro-
alimentaires tels que les déchets de brasserie, la parche decafé, la sciure, les balles de riz, la
pulpe de fruits et autres déchets d'origine biologique(Dupriezet Deleenner, 1987)

i) Compostvégétal

Le compost est un matériau de débris brun foncé (Salemi, 2012). Il provient de restes
deplantes, de déjections animales (Inckel et al., 2005) ou de résidus en décomposition qui
sontdécomposéspardesmicro-organismes,desinsectesetdesversdeterreenprésenced'oxygene,qui

a atteint I'équilibre(Morency,2006).

i) Levermicompost

Levermicompostest un procédé de bio oxydation et stabilisation de la matiére
organiquegraceal’actioncombinéedumicroorganisme

etdesvermidiens,ildonneuncompostquinerequiertpasdephasethermophilecaractéristigueducom
postage.Cecompostappelévermicompost est de haute qualité notamment en raison de son

excellentestructure granulaire(Nagavallemmaet al, 2004).
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Figure 1: Vue intérieure d’un lombricomposteur avec ses différentes

parties(Anonyme,2019)

Le compost issu du vermicompost (Figl)a un intéréten tant que substance bio
fertilisante,biocide et stimulateur dessystemes de défense des plantes, 1’utilisation des
différentes dosesde bio fertilisant entre autre de vermicompost,permet de mieux comprendre
le r6lede cettesubstance naturelle sur la performance de la production de la phytomasse et
dans I’inductiondela résistance contre les ennemis naturels en particulier, des études ont
égalementmontréque le traitement foliaires des plants avec du vermicompost était associé au

développement decertainesréponsesdéfensivesdanslestissusdesplanteshdtes(Pajot.2010)
iii) lesalgues marines

L'extrait d'algues est sans aucun doute le biostimulant le plus ancien. Ils sont reconnus
pourleur impact positif sur la croissance des cultures, la floraison, la production de fruits et
lerendement. llsaugmententlarésistanceaustressetlalongévitéduproduitaprésrécolte(Faucher,20
21).

iv) Extraitsde plantes

L'utilisation de biostimulants d'origine vegétale (PDB) peut aider l'agriculture a cibler
unecroissanceetundéveloppementspécifiques,peuventaccélérerlacroissancedesplantes,(Posmyk

etal,2016)Lesextraitsaqueuxd'ailpeuventaméliorerlacroissance,les
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caractéristiques physiologiques de plusieurs cultures horticoles, y compris les olives, et
lacompositionphytochimiqueetcomposition  (Shakiretal, 2017)Haricot(Elzaawelyeta,2018l)
Tomate.Deméme,l'extraitderacinedecarotteaaugmentélesprocessusphysiologiques et les
concentrations phytochimique dans les semis de niébé (Vignasinensis)dans des conditions de
stress salin (Abbas et al, 2013).L'application d'extrait d'eau de
Moringaoleiferapeutaugmenterlacroissancevégétativeetl'absorptiondesnutrimentsdansdifférent
es cultures horticoles, améliorant ainsi la productivité des cultures et le rendementéconomique
des producteurs. 1l augmente également la hauteur des plantes, le nombre

debranchesetlasurfacefoliaire(Zulifigar etal, 2020).
Lesextraitsvégétauxdérivés defumée:smoke

Lefeu estun élément naturel important denombreuxde nombreux écosystemes, des forétsaux
prairies, et est reconnu comme un outil important de gestion des écosystemes.Plusieursaspects
du feu, comme la chaleur, la libération rapide des nutriments des tissusvégétauxbrilés et les
composés présents dans les cendres, ont été étudiés. Les nutriments
destissusvégétauxbrilésetlescomposésdescendresontétéétudiéspourleurinfluencesurlagerminat
ion des graines et/ou la croissance des plantes. Depuis 1990, l'accent a été mis
surl'importancedescomposésdelafuméedanslarupturedeladormancedesgrainesetl'améliorationd

e la germination pourcertainesespéces(Govindarai, M,etal, 2016).

Effetsdelafumeéesurlagerminationdesgrainesetlacroissancedessemis

LightetvanStaden.(2009)ontétudiélafuméeetlesextraitsaqueuxdefuméequipeuventpotentiellement  étre
utilisés pour une variété d'applications liges a la technologie des
semences. lIs'agitnotammentd'utilisationsenhorticulture,l'agriculture,lagestionécologiqueetlaréhabilitati
onde zones perturbées. La solution de PDS (Plant-derivedsmoke) a été préparée en brdlant
unmélange semi-séché comprenant diverses parties de plantes, y compris de la paille et
desfeuilles et un mélange semi-séché de bermuda, de blé tendre, d'eucalyptus, de gomme
rouge,d‘argousier, de mdrier et de ficus. Une légére modification de la méthode proposée par
(VanStaden et al. 2004). Le matériel végétal a éte brdlé dans un four métallique et les
fuméesrésultantes ont été aspirées dans 1L d'eau distillée a travers un tuyau jusqu'a ce que
lematériel végétal soit complétement incinéré. Les détails de la conception de l'appareil

sontillustrésala(figurel).
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Les composes bioactifs sontfacilement dissous dans I'eau distillée, leliquide defumeepréparé
peut étre stocké a 4°C pour une utilisation ultérieure (\Van Staden J, et al, 2004).Baldwin et al.
(1994) ont proposé que la fumee interagit chimiquement avec les
inhibiteursprésentsdansl'enveloppedelagraine,l'endospermeoul’embryonpourfavoriserlagermin
ation des graines, cette fumee peut également stimuler la floraison, I'initiation desracines
(Taylor et van Staden, 1996) et la vigueur des semis (Baxter et van Staden, 1994
;Spargetal.2005).Ilaméliorelagerminationetlavigueurdessemisdel'agriculture,horticoles,

fourragéres et forestieres. La stimulation de la germination est due a un

signalspécifiquealafumée(Molécule(s)designalspécifique(s)alafumée):Leskarrikins(KAR1).

Les karrikins contenantune fraction de buténolidefusionnée aun cyclepuraniqueavecdiverses
substitutions méthyliques. Bien que KAR1soit le stimulant le plus la plupart desespéces, la
germination des graines peut aussi étre grandement affectée par d'autres analogueségalement
(Nelson et al. 2008). Il est soluble dans I'eau, thermostable, de longue durée ensolution et trés
actif a de faibles concentrations, jusqu'a 10-9 M (Light et al. 2009) ; il n‘a pasnhon plus d'effets
mutageénes et génotoxique (Trinidad et al. 2009). En fait, I'effet stimulant deKAR1 sur la
germination des graines a été rapporté pour diverses espéces végétales (Daws etal. 2007
;Flematti etal. 2007 ;Stevens etal. 2007). En raison deson roleactif etpuissantdans la
stimulation de la germination des graines a de trés faibles concentrations, dont ilpossede le

pouvoird’élargirlesconditionsenvironnementalesdesgraines(Jainet al.2006).
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Figure2:lllustrationschématiquedelaproductiondefuméed-originevégétaleapartirdematériel

végétal. La fumée sort par une seule sortie d'ou elle est aspirée par un moteur ettransférée
vers le tuyau qui I'achemine vers un vase de verre contenant 1 L d'eau distillée

;contenantunevesseenverre(Shabir,S. etal,2021)
Micro-encapsulation

Ces dernieres années, la micro encapsulation s'est considérablement développée a
I'échelleindustrielle.Lesmicroparticulesontunlargeéventaild'applications,ellessontutiliséesdansl
a production de textiles parfumés (Rodrigues et al., 2008) et cosmétiques (ElZawahry et
al.,2007 ; Ge et al., 2009), pour la protection des cultures (Bingham et al. ., 2007 ; Stelinski et
al.,2007) ), dans l'industrie agroalimentaire pour conférer de nouvelles propriétés aux
aliments(encapsulation des aromes, des couleurs, des saveurs) (Augustin et al., 2009), et des
produitsphytosanitaires (Nordstierna et al., 2010 ; Scher et al., 1998 ans) et les domaines de

lamédecineet delapharmacie (Benitaetal.,1985 ;Sugamoriet al., 1989)
Définition

Lamicro-encapsulation regroupe I’ensemble des technologies permettant de préparer
desmicroparticules individualisees dont la taille varie de 1 pm a 1 mm, généralement
sphériquesou ovoidales, et constituées d’un matériau polymere qui enrobe jusqu’a 90 % d’une
matiéreactive : parfum, ardbme, pigment ou colorant etc. Elle est présente dans tous les
domaines de
laformulation:cosmétique,détergence,pharmacie,agroalimentaire,textile,peinture,électronique, i
mprimerie... (Richard]., Benoit].-P2000)
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Lestypesdemicro-encapsulation

Il existe deux types de microparticules qui différent par leur microstructure (Figure
3)(Girauds.,2002)

e La microcapsule : particule sphérique de type coeur-membrane — le coeur est
constituéde la substance active et la membrane de I’agent encapsulant qui forme
I’enveloppesolide

e La microsphére : constituée d’un réseau polymeére dans lequel la substance active

estdisperséea ’état moléculaire ouparticulaire (structure dite de type matriciel

MICROCAPSULES MICROSPHERES
(RESERVOIR SYSTEM) (MATRIX SYSTEM)

POLYMER

POLYMER

(SHELL) L
ACTIVE

ACTIVE INGREDIENT

INGREDIENT {CORE

(CORE MATERIAL)

MATERIAL)

\ (A) (8) J

Figure3:différenteentremicrocapsule(A)etmicrosphére(B)innémorphologie(Herre

ro-vanrelletal, 2014)

Intérétsdelamicro-encapsulation:

Lamicro-encapsulationconféreal’actifencapsulédespropriétésqu’ilnepossédepaslorsqu’il  est
libre et facilite son utilisation. Le premier avantage réside dans la protection
et/oul’augmentationdelastabilitéd’actifssensiblesadesagressionsdumilieuextérieur(oxydation,
pH, humidité). Un deuxieéme apport consiste en la libération controlée de I’actif.Ontrouveainsi

(Giraud S.,2002):

* Les systéemes a libération provoquée : le contenu de la capsule est libéré apres rupture de
laparoisousl’effetd’unecontraintephysique,chimiqueoubiologique(Figure 4),parexemple, dans
certains chewing-gums, des microcapsules libérent un aréme en se brisant lorsde

lamastication.
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MICROCAPSULE

/2/ AGENT ACTIF

LIBERATION DE L’AGENT ACTIF

Figured:présentationschématiquedelibérationduprincipeactifencapsule(PRONEEM,2001)

Substancesd’encapsulation protectrice

La microencapsulation est une méthode de fabrication de particules fermées, dans laquelle
lecontenu est encapsulé dans une encapsulation a couche mince, qui non seulement évite
lapollutionsecondaireducontenuencapsulé,maisaégalementpourfonctiond'isolerlesmatériaux
fonctionnels sensibles a la lumiere ou a l'oxygéne de Il'environnement extérieur
quipermetdemaintenirlecontenuencapsuléstablesurunepluslonguepériodedetemps(Barthés-
bieselet al, 2009)

Controélerlibérationdelasubstanceencapsulée

La micro encapsulation permet un transfert de masse entre l'intérieur et I'extérieur de
lacapsuleencontrélantlespropriétésphysiquesetchimiquesdelamembrane. llexistegénéralement

deux types de processusutilisés pour y parvenir : la diffusion a travers lamembrane, la
membrane et au niveau de la diffusion, le contréle de la taille des pores de lamembrane,de
I'épaisseurdelamembraneetdes gradients deconcentrationmoléculairespécifiques, permettant
une livraison contrdlée pour continuer le principe d'encapsulation. .(Barthés-bieselet al. 2009)

Faciliterl’utilisationdesproduitsdenatureliquide

Cette technologie permet de conditionner des produits liquides sous forme solide. Ce
procédéfacilite le transport des produits liquides susceptibles de fuir ou de s'évaporer du
contenant
dechaquecapsule,ledosageétantcontroléparlevolumedelacapsule.Lesgélulespeuventainsiétre
fourniesindividuellementselonla doserequise.((Barthés-biesel etal. 2009)
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1. MatérieletMéthode

L’étude a été réalisée dans des conditions contrélées au niveau de Laboratoire de
Recherchede Biotechnologies des Production Végétales, Faculté des Sciences de la Nature et

de la Vie,I'Université deBlidal(LRBPV)Figurel.

Ce travail a pour objectif de tester la micro encapsulation par un agent d’enrobage
(I’extraitaqueuxenfumé)etévaluerlesdifférentesdilutionsdecetextraitsurlesparameétresmorpholo

giquesetphysiologiquesdesgrainesd’haricotPhaseolusvulgaris.

Figure.1:LRBPV(Googleearth,2022).

Présentationdumateérielvégétal

LasemenceutiliséedanscetteétudeestcelleduharicotVar.Ricodontlafacultégerminative a  été
estimée a 85%. Les graines sont stérilisées par chlorure de sodium pendant20 min a 20 %
(v/v), puis rincées et trempées dans de I'eau distillée et séchées dans une étuveventilée. Cette
procédure est nécessaire pour éviter la contamination par les

microorganismespendantlagermination.

@)
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Préparationdesbiosproduits

11.2.1.Préparationdel’extraitaqueuxenfumé(extraitsmoke)

Dans ce modele d’extraction, la baille de blé a été utilisée dans le but d’obtenir un
extraitaqueux végétale, le concept consiste a bruler 200 g de paille de blé séche dans un
récipientmétallique qui a été alimenté en feu et d'air placée et enfermer pour assurer un
chauffagecirculaire, la fumée générée par le matériel végétal est passée en continu dans le
tuyaumétallique attaché et a bouillonné dans 4 L d'eau distillée dans le premier flacon en
revanchele deuxiéme flacon été utilisé comme un piege pour le gaz de la baille de blé

transformé
(Fig 2)

Figure2:Dispositifdeproductiondel’extraitaqueuxenfumé(Original)

11. 2.2Préparationdesproduitsformulés

A partir de ’extrait aqueux en fumé (smoke) on a réalisé différentes formulations pour

butde testerl’efficacitéde chaquetraitementcommeagentd’enrobage.
FG

:extraita50%+50%¢élémentsminérauxFR:ext
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raitad0%+ 60%émulsifiants
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I1.3.Conduiteal’essai

La micro-encapsulation est une technique utilisée pour conserver les aliments, les
moléculesouencoredeséchantillonsliésalamédecineoual’agronomie,(enrobagedesgraines)
(Boulbair et al, 2012)Latechnique été réalisée danslesconditionslesplusstérilespossibles.
Unesolutiond’alginatede concentration(1-5%)adefinireng/L
(grammesdecristauxd’alginate/litre d’eau distillée stérile) ou le pH de 1’eau distillée utilisée
pour dissoudre lescristaux d’alginate est pH 7,5) la solution ét¢ homogénéisé par un agitateur
magnétique,
lesgrainesontétémisedansl’alginateaveclesdilutionsdel’extraitsmokecitésdansletableau

I1.1 pendant 5min. Le mélange graines-alginate est prélevé avec une micropipette de 5mL
surlaquelle on a installé un cone dont on a coupée 1’extrémité en fonction de la taillede la
graine(Fig2) et plongée par la suite dans une solution cationique a 0,1M (soit
1,11g/100mL),laissée pendent 15 min puis filtrée par une passoire et séchées dans une étuve

ventilée a 23C°pendant72h,résultat de latechnique seprésente dansla figure3

Figure3 :grainesd’haricotencapsulé(Original)

£\
® (5 @ 3 @
S e / <
”~ d" y .’
Alginate » “
'V. Graines .“’.. ; —

Figure3:Protocoled’enrobagedesgrainesparl’alginate
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Tableaul:Descriptiondesdilutionspréconisédansl’expérimentation

Produit Dilutions
Extraitde fumé D1=1ml D2=0,5ml D3=1,5ml
ExtraitdefuméformuléFGFR 1mi
ProduitAlgin 1mi

Huit rangés de boites de pétri sont recommandé pour ’installation de 1’expérience dont
lenombrederépétionsest5.Lesuividesessaisestpréconisépendant10jours,l’ensembleétémis
dans une chambre d’Hortibox (16h/8h de photopériode, 23°C et 80%

d’humidité),l’imbibitiondesgrainesétéfaitselon leursbesoinsen eau.
Difféerentsparameétresdegerminationontétédéterminéscommedeéjacitépar(Cherifetal.)
-Lepourcentagedegerminationtotale(TG)aétécalculéselonlaformule:
TG(%) =Nombredegrainesgermeées/ Nombredegrainessermees:100
-L’indexdegerminationaété calculéselonlaformule:

GI=XZ(NiITi)
Avec:Ti= nombre de joursaprésle semis,Ni=lenombre de grainesgerméeslepremier jour.
-Lavitessedegerminationaétécalculéeselonlaformule:
CV=N1+N2+....+Nn/(N1T1+N2T2+.....NnTn)x100.

Avec:N1l:nombre degrainesgerméesautempsT1,N2 :nombre de grainesgerméesautempsT2,

Nn :nombredegrainesgerméesau tempsTn.

-Lalongueurdespartiesaérienneetracinaireexpriméen(cm?),ontétéestimésparanalysed’image

(image analysis software Digimizer ver. 3.0. (MedCalc Software bv, Ostend,Belgium))

- Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode décrite par (Shao et al, 2016).
0,5-1g de graines a été extrait avec 10mL d’éthanol 80% puis a été centrifugé a 10,000
tours/minpendant 20min. Le surnageant a été récupéré et laissé évaporer pendant 20 min a
températureambiante.Lesrésidusontétérécupérésdansdel’eaudistillée.0,5mLdecedernieraétéadd
itionnée a 2,5 ml de FolinCiocalteu 1N et a 2 ml de Na2CO3 7,5%. Apres agitation,

lemélange a été gardé a ’ombre pendant 30 min a température ambiante. L’absorbance a

14
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étéeffectuée a 760 nm. L'acide gallique a été utilis¢é comme standard pour la courbe
d'étalonnage.La teneur en composes phénoliques est exprimée en équivalent d’acide gallique
en utilisantéquation linéaire de la courbe d’étalonnage : Y=0,0042X + 0,0699, R2=0,0774, ou
Y estl'absorbance etXestla concentrationenacide gallique équivalents(g/mL).

- Dosagedel’a-amylase

L’alpha-amylase a été mesurée selon la méthode de Xiaoen utilisant le Lugol. Les
grainesmisent en germination (10 mg) ont été broyées dans 3 ml de solution tampon
phosphate (PH7)
Unmillilitre(1ml)del’extraitaétéadditionnéal mld’unesolutiond’amidonsoluble(0,2% ;
p/v).Aprés incubation a 50°C durant 30 min, 500ul d’acide chlorhydrique (HCI) ontété
ajoutéspourarréterl’activitéenzymatique.Ensuite,2,5mldeLugol(I,,KI)ontétéadditionnés.

L’absorbance a été mesurée a 580nm (Asgoe).Les résultats ont été exprimés enunité

enzymatique par millilitre (U/ml),calculéeselonla formulesuivante:

(Asgo.T — Asgoe)
A580.Et-T-Vextrait

Uml=

Asgo 1:’absorbancedel’amidonsansadditiondel’ extraitenzymatique;

Asgo e:1’absorbancedel’amidonaprésaddition del’extraitenzymatique;

Asgo e:1’absorbancepour 1 mgd’amidon,dérivéede lacourbeétalon (AppendiceB)
T:tempsd’incubationen minutes;

Vextrait:volumede I’extraitenzymatiqueenmillilitre

15
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Chapitrelll:Résultats

Ce travail porte sur le potentiel de différents bioproduits a base d'extraits de fumée
dure(smoke)pourstimulerlagerminationduharicot(Phaseolusvulgaris)enutilisantlatechnologied
emicroencapsulation.L'applicationdecesdeniersapermisd'estimerlafonction stimulatrice de la
germination sur les parametres de croissance, d'expression desnutriments et d'activité
physiologique sur la base de plusieurs dilutions (1ml pour les produitshiologiques formulés et
Iml,  05ml, 15ml dextrait de fumée).L'effet étudié rend a permis
demettreenévidencelaméthodedemicroencapsulation(enrobage)etlapertinencedel'utilisation

des produits biologiques pour assurer une bonne stimulation de la germination desgraines.

Effetsdestraitementsutilisésenmicro-

encapsulationsurlesparamétresdegerminationetdecroissance

Effets du traitement utilisé en micro-encapsulation sur le taux de
germinationEffets des traits de taux de germination des graines de haricot
(Phaseolusvulgaris).Des
étudesontétémenéesaladoseréelle(1ml)danschacundestraitementssuivants(FR,FG,EAUX
,ALGIN)et 3 doses(0,5 ml, 1ml, 1,5 ml d'extrait defumée).

LaFigurel montre I'effet des traitements sur la germination des haricots. Cette derniereest
estimée en fonction de la nature des traitements appliqués, ainsi les effets des

différentesformulations.

L’histogramme de la Figure 1, représente I’effet comparé des produits formulés et lestémoins
sur le taux de germination. L’analyse de la variance montre 1’absence de
déeférencessignificative entre les produits formulés (ALGIN, EAUX) et leur témoin, ainsi que
I’extraissmoke (D3) (1,5ml) par apport au témoin, Laméme analyse arévele la présence
d’unedifférence significative entre le produits formulée (FR, FG, ALGIN) (Iml) et

leurtémoin,ainsi quel’extraitsmoke(D2)(0,5ml) parapportautémoin.
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Figurel:Effetsdestraitementssurletauxdegermination
Témoin/ D1(1ml),D2(0,5ml),D3(1,5ml),FR(1mI)FG(1ml),ALGIN

Effetsdestraitementssurvitessedegermination(TMG)
Le Tableau.1, représente I’analyse de la variance appliquée a la vitesse de germination(TMG).

Les résultats montrentl’effet comparé des produits formulés et les témoins sur lavitesse de
germination. La comparaison par ANOVA concernant le facteur dose montre
quel’absencededifférencesignificativeentrelesproduitsformulés(FR,FG,EAUX,ALGIN)(1ml)

et leur témoin, ainsi que 1’extraits smoke (D1,D2,D3)(1ml, 0,5ml, 1,5ml) parapportau témoin.

Tableau 1: Effets des traitements utilisés en micro-encapsulation sur la vitesse
degermination

somme dd| Moyenne F Signification
descarré descarrés
S
Inter-groupes 2,33 7,00 0,33 1,32 0,31
T™MG Intra-groupes 3,54 14,00 0,25 - -
Total 5,88 21,00 - - -
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Effetsdestraitementssurl’indicedegermination(IG)

L'histogramme de la Figure (2) représente l'effet comparatif de la formule et du témoin
surl'indicedegermination.L’ANOV An'amontréaucunedifférencesignificativeentrel'extraitde
smoke (D3) (1,5 ml) et les EAUX (1 ml) (Figure2), la méme analyse a montré desdifférences

significatives entre les produits (FR, FG, ALGIN) et leur témoin, ainsi que

lesextraitsdesmoke(D1,D2) (1 ml, 0,5ml)ContributionTémoignage.

30,00
o 20,00
@
c
c
O
) 29 54
= ,
10,00
- 16,25
12,29
10,83
10,10 10,00
' 8,89
0,00 T T T T T T T T
Témoin D1 D2 D3 FR FG ALGIN Eau
Traitement

Figure2:Effets des traitements utilisés en micro-encapsulation sur I’index
degermination
Témoin,D1(1ml),D2(0,5ml),D3(1,5ml), FR(ImI),FG (1ml),ALGIN(1ml)
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Effetsdestraitementssurlalongueurdelapartieaérienneetracinaire

AnalysedelavarianceappliquéealavitessedegerminationTMGreprésententl’effetcomparé  des
produits formulés et les témoins sur la longueur de la partie aérienne et racinaire.La
comparaison par ANOVA concernant le facteur dose montre que 1’absence de
differencesignificative entre les produits formulés (FR, FG, EAUX, ALGIN)(1ml) et leur

témoin, ainsique 1’extraitssmoke(D1,D2,D3)(1ml, 0,5ml,1,5ml) par apportautémoin.

Tableau 2:AnalysedelavarianceappliquéealavitessedegerminationTMG

ANOVAa1facteur
Sommedes Moyennedes P
CaITeS ddl carrés F Signification
Inter-groupes 10,017 6 1,670 0,278 0,942
LAJ10 Intra-groupes 144,036 24 6,002 - -
Total 154,054 30 - - -
Inter-groupes 202,331 6 33,722 1,227 0,328
LRJ10 Intra-groupes 659,834 24 27,493 - -
Total 862,165 30 - - -
Effets des traitements utilisés en micro-encapsulation sur

lesparameétresphysiologiquesdegermination

Effetsdestraitementsutilisésenmicro-encapsulationsurlaconcentrationd’a-
amylase

L’histogramme de la Figure (3),représente 1’effet comparé des produits formulés et lestémoins
surlaconcentrationd’a-amylase.L’analysedelavariancemontrel’absencededifférences

significatives entreles produits formulés (FR, EAUX,ALGIN) (1ml) et leurtémoin, ainsi que
I’extrait smoke (D1, D2) (1 ml, 0,5ml) par apport le témoin (Figure 3),laméme analyse a

révele la présence d’une différence significative entre le produits formulée(FG)et leur témoin.
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Figure3:Effetsdestraitementsutilisésenmicro-encapsulationsurletauxd’a-amylase
Témoin,D1(1ml), D2 (0,5ml), D3(1,5ml), FR (1ml),FG(1ml), ALGIN (1ml).

Tableau3:Analysedelavarianceappliquéesurletauxd’a-amylase

Sous-ensemblepouralpha=0.05

Traitement N 1 2
ALGIN 4,00000 0,00024

TémoinNE 3,00000 0,00028

D1 3,00000 0,00029

D2 3,00000 0,00029

D3 3,00000 0,00057 0,00057
Eau 4,00000 0,00058 0,00058
FR 4,00000 0,00137 0,00137
FG 4,00000 0,00170
Signification 0,07975 0,08014
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amylase(U/ml)

SOQ?:ZS = ddl é\g:g;?gs F Signification
Inter-groupes 0,000 7,000 0,000 5,292 0,002
Intra-groupes 0,000 20,000 0,000 - .
Total 0,000 | 27,000 - ; i

Analyse de la variance appliquée sur le taux d’a-amylasereprésentent 1’effet comparé
desproduitsformuléset lestémoinssurletauxd’a-amylase.LacomparaisonparANOVAconcernant
le facteur dose montre que 1’absence de différence significative entre les produitsformulés
(FR, EAUX)(Iml) et leur témoin, ainsi que I’extraits smoke (D3) (1,5ml) par apportau
témoin.La méme analyse a révéle la présence d’une différence significative entre le

produitformulée(FG) et leur témoin.
EffetsdestraitementssurPolyphénols

Les histogrammes de la Figure (4) représentent 1’effet comparé des produits formulés et
lestémoins surle taux de Polyphénols. L’analyse de la variance montre 1’absence de
différencessignificatives entre les produits formulés (FR, EAUX) (1ml) et leur témoin, ainsi
que I’extraitsmoke (D1, D2) (1 ml, 0,5ml) par apport au témoin (Figure 4),la méme analyse a
révele laprésenced’unedifférencesignificative entre les produits formulée(FG,ALGIN)

etleurtémoin,ainsi que Extrait smoke(D3) (1,5ml) etleur témoin.
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Figured:Effetsdestraitementsutilisésenmicro-encapsulationsurletauxdePolyphénols

Témoin,D1(1ml),D2(0,5ml),D3(1,5ml),FR(1ml),FG (1ml),ALGIN(1ml)

Tableau4: TestdeTukeysurletauxdePolyphénols

Jours=J2 Jours=J3

Test Test
deTuke deTuke
y* 3P

Sous-ensemblepouralpha= _

0.05 Sous-ensemblepouralpha =0.05

Traitement N 1 2 Traitement N 1 2
Eau 4 | 248,0000 D3 3 193,3571
FG 4 253,4167 253,4167 Eau 4 286,6905 286,6905
D1 4 | 268,1190 268,1190 TemoinNE 4 290,7381 290,7381
D2 4 | 2685952 | 2685952 b1 4 290,9167 290,9167
D3 4 | 319,6071 319,6071 FR 4 291,2738 291,2738
FR 4 | 3341310 334,1310 D2 4 323,8333 323,8333
ALGIN 4 357,2857 FG 4 376,4524
Signification 1189 058 Sianification n7a nas

La comparaison par le biais de test de Tukey concernant le facteur dose montre que

lesproduits formulés quiont un effet plus important sont (EAUX,ALGIN)(1ml), I'extraits

smoke(D3)(1,5ml) et (FG)(Aml) parrapport aux produits formulé nous trouvonsque les

résultats

destraitementssontsimilairesprovoquelemémetauxdePolyphénols(Tableau4)ainsiquelesproduit

sformulés.
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ANOVAalfacteur
Polyphénoles
Somme Moyenne
Jours descarré ddl descarrés F Signification
S
J1 Inter-groupes
67612,54 7,00 9658,93 1,68 0,16
Intra-groupes
132391,59 23,00 5756,16
Total 200004,13 30,00
J2 Inter-groupes
51267,23 7,00 7323,89 3,45 0,01
Intra-groupes
50943,93 24,00 2122,66
Total 102211,16 31,00
J3 Inter-groupes
68720,26 7,00 9817,18 2,93 0,02
Intra-groupes
77066,47 23,00 3350,72
Total 145786,73 30,00

La comparaison par ANOVA concernant le facteur dose montre que [’absence de
differencesignificativedepremierjourparapportlaprésencesignificativededeuxiemeettroisiemejo

ur.

La comparaison par ANOVA concernant le facteur dose montre que 1’absence de
différencesignificative entre les produits formulés (FR, EAUX) (1ml) et leur témoin, ainsi que
I’extraitssmoke (D1, D2) (1 ml, 0,5ml) par apport au témoin, la méme analyse a révéle la
présenced’une différence significative entre les produits formulées (FG, ALGIN) et leur
témoin, ainsique Extrait smoke(D3) (1,5ml) et leurtémoin.
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Tableau5: AnalysedelavariancesurletauxdePolyphénols
Polyphénoles
Sommedes Moyenne P
Traitement carrés da descarrés F Signification
Inter-
groupes 4446787 2,00 22233,93 2,95 0,10
TémoinNE  Intra-
groupes 67889,77 9,00 7543,31 . -
Total 112357,63 | 11,00 - - -
Inter-
qroupes 1825,86 2,00 912,93 0,50 0,62
D1 Intra-
groupes 16459,27 9,00 1828,81 ; -
Total 18285,13 11,00 ; ] ]
Inter- 6372,35 2,00 3186,17 1,80 0,22
groupes
D2 Intra-
groupes 15960,93 9,00 1773 44 ; -
Total 2233327 11,00 ; ] ]
Inter-
groupes 51462,78 2,00 25731,39 22,48 0,00
D3 Intra-
groupes 9157,30 8,00 1144,66 ; -
Total 60620,08 10,00 - ) )
Inter-
groupes 6541,96 2,00 3270,98 0,49 0,63
FR Intra- 60682,17 9,00 6742,46 ; ;
groupes
Total 67224,13 11,00 - ) ]
Inter-
groupes 33197,81 2,00 16598,90 6,12 0,02
FG Intra- 2170892 | 8,00 2713,62
groupes
Total 54906,73 10,00
e 27464,89 2,00 13732,45 8,22 0,01
groupes
e Iz 15039,46 9,00 1671,05 - -
groupes
Total 42504,35 11,00 . ) )
Inter- 4099,01 2,00 2049,50 0,34 0,72
groupes
Fau Intra- 53504,18 9,00 5044,91 i i
groupes
Total 57603,19 11,00 - ] ]
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ChapitrelV Discussion

Les biostimulants sont des produits d'origine biologique (Yakhin et al. 2017) pouvant agir
surplusieurs aspects bénéfiques de la culture (propriétés de stimulation de la germination, de
lacroissance racinaire, de I'établissement et de la régulation de la croissance des plantes,
del'absorptiondesnutrimentsdusoletdelarésistanceaustress),modulantcomposésphytosanitaires(
Faesseletal,2014).Danscetteoptique,cetteétudevisaitamettreenévidence le potentiel des extraits
de fumée, en se basant sur les parameétres de croissance, pourestimer les résultats de
I'évaluation a stimuler la germination, Ces résultats nous
permettentd'identifierleshypothesessuivantes:

- les bioproduits sont probablement riches en phytohormones et composées stimulants
lagermination.

- Defortesconcentrationsdefuméepeuventétreinhibitricesdelagermination

- lesproduitsformuléssontricheenpolyphénol.

Effetsdestraitementsutilisésenmicro-
encapsulationsurlesparametresdegerminationetdecroissance
Les bioproduits formulés sous dose (1 ml) FG, FR pareil pour le produit homologué

ALGINprovoquent I’effet le plus important sur le taux de germination en revanche 1’extrait
smoke(D1)(1ml),(D2)(0,5ml)présententuneffetimportantsurl’ indexdegermination.Concernant
la vitesse de germination tous les bioproduits marquent un effet similaire. Lesrésultats obtenus
nous permettent d’avancer I’hypothése  suivante : que les  bioproduits
sontprobablementrichesen phytohormonesetcomposéesstimulantslagermination.

Cette hypothése est confirmée par Brown et Van, dans ses recherches, I’extrait de fumé
étaitresponsable de la stimulation de la germinationcontenant un composé actif appelé
karrékinqui a stimulé la longueur des racines chez la carotte, parallelement une augmentation
desracineslatéralesest égalementobservée par Mengetal.(2016).

Finalement par tous les produits connue testé le produit FG il 1’a mémeefficacité sur
lesparametres(tauxdegerminationetmoyennedetauxdegermination)queleproduithomologueé,

donc le produit FG c’est la produit une considérationparce que il y a un Boonproduit.

Effetdesbioproduitssurl’expressionvégétative

Les traitements et les témoins (FR,FG,EAUX,ALGIN) (1ml), ainsique 1’extrait smokesous
différentes doses (D1, D2, D3) (1ml, 0,5ml, 1,5ml)marquentun effet similaire sur

lesrésultatsobtenusnouspermettentd’avancerl’hypothésesuivant: Defortesconcentrationsde
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fumée sont inhibitrices de la germination (Drewes et al. 1995) (De Lange et Boucher
1993Db).Cependant, Rocheetal. (1996b) ontsuggéréquedes niveaux élevés
defuméepeuventconférer une protection contre la prédation et les attaques microbiennes aux

graines et peut-étre aussi auxjeunessemis.

Effetdesbioproduitssurl’ activitéphysiologique

La Présence d’une concentration élevée des a-amylase totaux chez les grains enrobées
traitéespar la formulation FG (1 ml) est conduite a suggere la présence de Karrikinolide dans
nostraitementssimilaireavecunerecherchetrouvée :L’eaudefuméemontreuneactivitéstimulante
sur les enzymes hydrolytiques telles que les lipases et l'a-amylase dans toutes
lesconditions.(Guptaetal ,2019).Lesgénesdonnentplusieursproduitsquiinduisentlesréponses de
croissance de la plante dans des conditions de stress. Alors que les o/p hydrolasesprovoquent
le fonctionnement de plusieurs enzymes comme les amylases, les lipases, et
lesperoxydasesquijouentplusieursréles,notammentl'agrandissementdescellules,lagerminationd

esgraineset lemétabolismedesplantes(Shabiretal, 2021).

D’aprés les retombées de notre travail, on a remarqué la plus part des bioproduits a la
faibledose montrent I’effet le plus important sur I’ensemble des parametres étudiées ce qui
nouspermettent d’avancer I’hypothése suivante :La micro encapsulation favorise le largage de
lamatiere active a travers la matiereenrobantméme si elle se présent a faible dose
cettehypothése est confirmée par(Lazko etal,2004) qui déclare que le contenu d’une

capsuleindividualisée peutétrelibéréparladiffusiona traverslamatiéreenrobant.

Quand on utilise la technique d’encapsulation le produit formulé est bienmeilleur que
leproduit homologué Alginsur certains parametres .Qui peut étre due A la Composition de

laformationqui sécurise notreprincipeactif(extrait defumée).
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Conclusion

Conclusion

Au terme d’¢tudier D’effet de la micro encapsulation sur Dactivité stimulatricede
I’extraitsmoke sur lagermination des grains d’haricot(Phaseolusvulgaris)D’apres les
potentialitésdes produits formulées etl’extrait smokeet les facultés stimulatrices de la
germinationestiméssur les paramétres decroissance, d’expression végétativeet 1’activité
physiologiquedes  grains,nous  sommes arrivés non  seulementd’estimée les
performancesdesproduitsformulés sur la stimulationde la germinationdes graines mais aussi

de préciser I’optimumdesproduitsaune dosedonnée sur lesparameétresciterprécédemment.

Concernantles  résultatsde  paramétre de croissance, on a trouvé que la
formulation(FG)etproduithomologuépossédelafacultéstimulatricedelagerminationlaplusélevée.
Approuvent un effetimportant sur I’indexde germination. L’extrait smoke (D1) (1 ml),
(D2)(0,5 ml) a un effet important sur le taux et 1’indexde germination, ainsi quetous

lesbioproduitsont le mémeeffet surlavitessede germination.

Concernant ’accumulation de o-amylase, on a trouvé que la formulation (FG) (1 ml)

donneune accumulation important dea-amylase.

Concernant I’accumulation de polyphénol, on a trouvé que la formulation (FG)et la

produithomologué(ALGIN)ala dose(1ml),donneuneaccumulationimportante depolyphénol.

Notre résultat final est que le produits formulé FG est bien meilleur que le produit
homologuéAlgine et tous les traitementssur certains parametres (germination et de croissance,

’activitéphysiologique).

Les résultats de cette étude encouragent une transition vers une culture saine et
bénéfique(bio-agriculture) pour la santé humaine et I'économie nationale. L'utilisation
d'extraits

defuméecommebiostimulantsparlaformulationetl'utilisationdelatechnologiedemicroencapsulati
on est une alternative prometteuse aux produits chimiques nocifs a la foispourl'environnement

etlasantépublique.
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