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Résume

L’étude réalisée porte sur I’évaluation du pouvoir insecticide par contact de I’extrait
méthanolique de la Menthe citronnée Mentha citrata sur le taux de mortalité des adultes de
Tribolium castaneum. L’extrait est préparé a partir des feuilles de cette plante, il est préparé a
différentes concentrations : 200mg/ml ; 100mg/ml ; 50mg/ml et 25mg/ml durant 7 jours. Les
résultats obtenus montrent que le rendement de I'extraction de la Menthe citronnée est de 23,40
%. Les mortalités trouvees varient en fonction des doses et du temps d’exposition des individus
aux extraits méthanoliques de la Menthe citronné qui ont indiqué un taux de mortalité allant de
23,33% jusqu’a 83,33% aprés 168heuresd’exposition. Par ailleurs, I’estimation de la dose
létale 50 montre I’effet insecticide de ces préparations vis-a-vis des adultes de T. castaneum.
Ces valeurs rapportées sont de I’ordre (DL50 : 105,79 mg/ml et 55,62 mg/ml) apres 96h et
120h respectivement. Les TL50 calculées varient entre 1j 11h et 5jrs 22h et les TI90 sont de
27jrs 2h a71jrs 4h. Ces valeurs obtenues sont rapportées de plus forte dose 200mg/ml a faible
dose 25mg/ml respectivement.

L’extrait méthanolique peut avoir un effet toxique sur les adultes de T. castaneum.

Mots clés : Tribolium castaneum, Mentha citrata, extrait méthanolique, insecticide, mortalité.



Abstract

The study carried out concerns the evaluation of the insecticidal power by contact of the
methanolic extract of lemon mint Mentha citrata on the mortality rate of adults of Tribolium
castaneum. The extract is prepared from the leaves of this plant, it is prepared at different
concentrations: 200mg/ml; 100mg/ml; 50mg/ml and 25mg/ml for 7 days. The results obtained
show that the yield of the extraction of lemon mint is 23.40%. The mortalities found vary
according to the doses and time of exposure of individuals to methanolic extracts of lemon mint,
which indicated a mortality rate ranging from 23.33% to 83.33% after 168 hours of exposure.
Furthermore, the estimate of the lethal dose of 50 shows the insecticidal effect of these
preparations against adults of T. castaneum. These reported values are of the order (LD50: 105.79
mg/ml and 55.62 mg/ml) after 96 hours and 120 hours respectively. The calculated TL50s vary
between 1day 11h and 5days 22h and the TI90s are from 27days 2h to 71days 4h . These values
obtained are reported from higher dose 200mg/ml to lower dose 25mg/ml respectively.

The methanolic extract may have a toxic effect on adult T. castaneum.

Keywords: Tribolium castaneum, Mentha citrata, methanolic, extract, insecticide, mortality.
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Glossaire

Activité immunomodulatrice : augmentation de I’activité phagocytaire des macrophages et

I’augmentation de la cytotoxicité spécifique des lymphocytes pour les cellules cibles.

Activité antibactérienne : substance active utilisée pour lutter contre des bactéries, les
génantes, qui détruit les bactéries avec une action bactéricide

Activité antifongique : substance qui possédant la capacité de traiter les mycoses, c'est a

dires des infections causés par des champignons microscopiques et levures.
Antalgiques : moyen qui prévient, atténue ou supprime la douleur.

Anticonvulsivant : médicaments utilisés dans la prévention et le traitement de 1’épilepsie et

des différentes formes de convulsions.
Antiémetique : un médicament qui agit contre les vomissements et les nausees.

La dyspepsie : des symptdmes digestifs fonctionnels hauts. Elle se caractérise par une douleur
ou sensation d'inconfort apres le repas, localisée au niveau de la partie supérieure de lI'abdomen.

L'aérophagie : I'ingestion dair, qui penétre dans I’cesophage et I'estomac lorsque l'on parle,

boit et mange.

Les spasmes : Contraction pathologique des muscles et spécialement des muscles lisses.
Nervosité : état d'excitation nerveuse passagere.

Rustique : une plante qui résiste au froid.

Vivace : une plante qui vit plus de deux années.
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Introduction

Les céréales et leurs dérivés constituent la base alimentaire des populations de globe,
le blé est lI'une des plantes introduite en culture en raison de nombre de caracteres favorable
(facilité de stockage et de transport, large zone de culture). Ce type de denrée est habituellement
attaqué par différentes espéces de 1’ordre des coléoptéres, et des lépidoptéreset des acariens
(Alzouma et al., 1994; Fleurat-Lessard, 1994). Parmi les coléopteres les plus fréquents, le
Coléoptére rouge de la farine (Tribolium castaneum), (Coleoptera: Tenebrionidae), est le
ravageur sérieux des céréales stockées et de leurs produits dans le monde entier. 1l cause de
graves dommages aux graines oléagineuses, aux noix, aux fruits secs, aux épices, aux féves de
cacao, aux légumineuses, aux graines de coton, au fourrage et aux produits animaux (Rajendrah
et Parven 2005 ; Hagstrum et Subramanyam, 2008; Mahroof et Hagstrum 2012; Fardisi et al.,
2017).

En Algérie, les produits céréaliers, notamment le blé, occupent une place stratégique dans le
systéeme alimentaire et I'économie nationale (Djermoun, 2009). Cependant, la conservation
apres recolte est le seul moyen d'assurer un lien entre la récolte de I'année et la consommation
a long terme. Les cultures conservees dans des conditions défavorables sont genéralement
attaquées par la moisissure, par des insectes et par les rongeurs (Foua-Bi, 1989). Les infestations
d'insectes et la croissance de moisissure dans le blé entreposé ont deux conséquences.
Modifications de la qualité des grains affectant la valeur nutritionnelle et la production de
mycotoxines des produits dérives (Pitt et Hocking, 1997).

Le controle de ces insectes a I'échelle mondiale repose principalement sur l'application
d'insecticides chimiques. Mais leur utilisation répétée s'est traduite par une toxicité résiduelle,
une pollution environnementale, des effets néfastes sur les aliments et la santé humaine (Dubey
et al., 2007, Kumar et al., 2007). Ces graves problemes mettent en évidence la nécessité
d'alternatives sélectives aux pesticides. La recherche de méthodes alternatives s'est développée
rapidement ces derniéres années, avec une sélection axée sur les composes phytochimiques
contenus dans les différentes parties de la plante et leur composition chimique (Djidel et al.,
2018). Les composeés végétaux naturels peuvent étre des alternatives efficaces aux pesticides
chimiques, en raison de leur faible toxicité pour les mammiféres, de leur dégradation rapide et
de leur grande disponibilité (Rajendran et Sriranjini, 2008).

Dans ce travail nous nous proposons d'évaluer l'activité insecticide des extraits de la plante
aromatique et médicinale (Mentha citrata) appartenant a la famille botanique (Lamiaceae ou

Labiatae), sur les adultes de I’insecte de denrée stocké (Tribolium castaneum).



L'adoption de cet extrait méthanolique était due au rendement nul en huile essentielle qui est
affecté par différents facteurs, nous pouvons conclure que ce résultat est di a un de ces
facteurs. Des études ont mis en évidence l'influence de la technique d'extraction, du cycle
végetatif sur le rendement et la qualité de I'HE (Gomes PB, 2014). La composition chimique
de I’HE est affectée aussi par les périodes estivales ou hivernales, les températures maximales
et minimales, la durée d’ensoleillement et le pic des radiations solaires, la pluviométrie,
I’altitude, la nature du sol et son pH. Les pratiques culturelles déterminent aussi la qualité des
HE. L'influence des apports organiques et minéraux a été étudiée sur différentes plantes
aromatiques (Boukhatem M N, et al., 2010).

Le présent manuscrit se partage en trois chapitres :

-. Un chapitre sur une synthése bibliographique qui a été scindée en trois parties : la premiére
partie représente un apercu biologique sur Tribolium castaneum, la deuxieme sur une
présentation de la plante étudiee la Menthe citronnée Mentha citrata. Et la derniere partie est
une porte generale sur les métabolites secondaire. Dans le deuxieme chapitre, nous exposons le
matériel et la méthodologie retenue pour cette étude. Enfin et dans le dernier chapitre, nous
regroupons les résultats et la discussion relatifs aux expérimentations dans le cadre de cette

présente contribution. Cette étude est cloturée par une conclusion et des perspectives.



Chapitre | : Synthese
bibliographigue
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I.1.- Généralités sur le coléoptere rouge de la farine Tribolium castaneum

Les coléoptéres constituent l'ordre d'insectes le plus riche en especes, on estime

actuellement leur nombre a plus de 350000 espéces réparties sur environ 500 familles et sous-
familles dont la famille des Tenebrionidae (Delobel et Trane, 1993). Cette derniere regroupe
plus de 17000 especes (Hunt et al, 2007). Le genre Tribolium comprend 36 espéces (Angelini
et Jockusch, 2008). En Algérie, le genre Tribolium est représenté dans des entrepdts par deux
espéces T. castaneum et T. confusum (Doumandji et al, 2003).
D’apres Cheikh (2019), le coléoptere rouge de la farine est un insecte nuisible cosmopolite et
polyphage, rencontré dans toutes les régions tropicales du monde (Bonneton, 2010) infestant
particulierement certaines denrées comme les arachides décortiquées, les tourteaux, le riz, le
mais, le mil, le sorgho, et le blé. Il est considéré comme un ravageur secondaire strict causant
d’importants dégats sur les stocks de tres nombreuses denrées amylacées notamment les farines
de céréales (Roorda et al. 1982).

I.1.1.- Les caracteres bioécologiques de T .castaneum

Le developpement de Tribolium castaneum est optimal a des températures oscillant
entre 32°C et 35°C avec 60% a 80% d’humidité relative. Dans ces conditions, la durée d’une
génération peut étre de 27 a 35 jours (Shazali et Smith, 1986). lls sont trés résistants a la
sécheresse et capable de survivre a un jelne de 25 a 45 jours (Ncibi, 2020).
Des études de Gueye et al.(2012), ont montré que la température ambiante, I'humidité relative
de l'air et le type de nourriture (grain entier et farine) ont un effet sur la durée du cycle de
développement de T. castaneum. Leur longévité peut atteindre pres de trois ans (Mason, 2003).
La durée du cycle complet du Coléoptére rouge de la farine varie généralement entre 7 semaines
a 3 mois. Les adultes se nourrissent des mémes aliments que les larves et vivent entre 15 et 20

mois (Gueye et al, 2015), on peut rencontrer cing générations par an (Gueye et al, 2015).

1.1.2.-Position systématique

Selon Haines, 1991; Bolev, 2014; Myers et al., 2016 la classification de Tribolium castaneum est la
suivante :



(OLETLIIICRN Synthese bibliographique

Régne: Animalia

Phylum: Arthropoda

Sub phylum: Hexapoda
Classe: Insecta

Ordre: Coléopteéres

Super famille: Tenebrionoidea
Famille: Tenebrionidae
Sous-famille: Tenebrioninae
Tribu: Triboliini

e Genre : Tribolium

e Espéce : castaneum

1.1.3.- Morphologie

Tribolium castaneum est un insecte de 3-4 mm de long, facile a élever (Bonneton, 2010).
Au stade adulte, il est facilement confondu avec d’autres espéces du méme genre. Les males et
les femelles se distinguent par la partie terminale de I’abdomen. Dans les deux sexes,]’abdomen
se termine par une paire d’appendices pointus courts a I’extrémité du dernier segment
abdominal (urogomphes). Chez les femelles, les papilles génitales, situées juste en avant des
urogomphes, sont nettement plus développées que chez les males (Sokoloff, 1974), les papilles
males sont plus petites.
Les coléoptéres adultes sont actifs et se déplacent irrégulierement. Les males adultes sont
distingués par glandes (qui s'accumulent souvent farine) sur leurs pattes prothoraciques. Les

adultes de Tribolium sont pourvus d'ailes, mais ils sont incapables de voler (Ncibi, 2020).

1.1.4.- Description des différents stades du T.castaneum

Tribolium castaneum subit une métamorphose compléte qui englobe quatre étapes du
cycle de vie : ceuf, larve, pupe, et I’adulte (Sreeramoju et Msk, 2016). Dans la farine infestée,
les larves, pupes et adultes sont visibles, a cause de leur taille. Mais, les ceufs sont difficilement
reconnaissables de la farine, particulierement a I’ceil nu car les particules de la farine adhérent

aux ceufs rendant leur identification plus ardue.
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a.- L’ceuf
IIs mesurent de 0,6 & 0,7 mm de longueur et 0,35 & 0,4 mm de largeur, sont
cylindriques, blancs ou incolores et microscopiques (Fig. 1). La surface de I’ceuf est collante;
pate et particules alimentaires peuvent coller a sa surface. Les ceufs minuscules éclosent aux
environs de cing jours aux conditions optimales (Maisommeuve et Larose, 1985) et ne peut pas
étre vu par I’ceil nu. Apres que la femelle pond les ceufs (Sreeramoju et Msk, 2016), ils éclosent

aprés une incubation d’une semaine en moyenne a 25°C.

b.- Les larves

Les larves subissent de 5 a 8 stades larvaires dans des conditions de développement
optimale, mais jusqu'a 13 stades larvaires si les conditions sont défavorables. Ils sont
vermiformes et pourvues de pattes a ’extrémité du dernier segment abdominal et une paire de
courts appendices. Elles mesurent 6 mm de long, environ 8 fois plus longue que large (Fig. 1).
Elles sont blanches jaunatres, minces, cylindriques et couvertes de poils fins. La téte est brun
clair et le dernier segment de 1’abdomen a deux structures sombre et pointues tournées vers le
haut (Sreeramoju et Msk, 2016), elle porte deux épines. Le nombre de mues, de 5 au minimum,
11au maximum (Gueye et al., 2015), varie selon de nombreux facteurs a savoir la température,
I’humidité, et la qualité de 1’alimentation.
A la fin du dernier stade larvaire, les larves s'immobilisent, cessent de se nourrir et se
transforment en nymphes immobiles (Gueye et al., 2015). La période larvaire dure de 15 jours

a plus (Sreeramoju et Msk, 2016).

c.- Lapupe

Le Coléoptere rouge de la farine n’a pas de cocon et selon (Christine, 2001), la forme
de nymphe chez T.castaneum est cylindrique et de couleur blanchatre virant vers le jaune, au
départ mais leur couleur s'assombrit graduellement avant de devenir adultes. A ce stade, le
coléoptere est dormant et ne mange pas que toute 1’énergie est mise dans la métamorphose. Le
stade nymphal dure environ cing jours (Fig. 1). Le sexe de coléopteres au stade nymphal est
plus facile a déterminer ; les papilles femelles, qui sont beaucoup plus grands que ceux du male,
sont deux structures en forme de doigt juste avant I’'urogomphi pointu a I’extrémité postérieure
de I’abdomen des larves et des pupes). A ce stade, le coléoptere se réorganise completement

devenir un adulte (Sreeramoju et Msk, 2016).
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d.- L’adulte

Le coléoptere rouge adulte est un petit insecte, il mesure environ 3 a 4 mmde long avec
un corps plat aux cotés incurvés de couleur brun rougeatre (Fig. 1).La téte et la partie supérieure
du thorax sont couvertes de piqueurs minuscules. Les antennes sont élargies a I’extrémité
(capitat) avec les trois derniers segments plus larges que les segments précédents, les yeux sont
de couleur noir rougeétre. La partie terminale de 1’abdomen porte deux épines (Delobel et Tran,
1993), les élytres présentent des lignes longitudinales pointillées. Les Tribolium vivent
longtemps jusqu’a trois ans (Sreeramoju et Msk, 2016) ; certaines ont survécu pendant 2,5 ans,
les femelles pondant de 2 a 13 ceufs par jour pendant 300 jours. Ellesproduisent une moyenne
a vie d'environ 500 a 800 ceufs blancs et sphériques. Certaines femelles étant capables de

produire plus de 900 ceufs, les déposant directement dans la matiere alimentaire.

Figure 1: (Euf, larve, nymphe, adulte de Tribolium castaneum H. (Linda J. Mason, 2018).

I.1.5.- Régime alimentaire et dégats dus a T.castaneum

Les dommages directs au produit sont causés par I'alimentation des larves et des adultes
de T.castaneum qu’il est un insecte g ui se nourrit sur les noix, les fruits secs, les
Iégumineuses, les épices et les aliments transformés (Delobel et Tran, 1993), mais les farines et
autres produits moulus sont préférés. Ils se nourrissent surtout des brisures, attaquent es grains
endommagés et affectent la qualité technologique en détériorant la qualité du gluten de la farine,
mais un probléme plus grave est la contamination du produit par des peaux moulées, des
insectes morts et des matiéres fécales. De plus, les grandes populations de coléopteres sécretent
des quinones défensives qui provoquent des odeurs désagréables, persistantes et réduisent la
qualité des produits, a forte densité, il peut conférer une coloration rosée aux denrées qu’il

infeste (Fig. 2).
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Ce probléme affecte I’économie & 1’échelle mondiale, du fait du cout élevé des pertes
provoqueées par les insectes ravageurs des denrées alimentaires stockées (Triboliumcastaneum),
pouvant atteindre 475 millions de dollars par an (Dominguez et Marrero, 2010).

Figure 2: Dégats de T.castaneum sur la semoule (Cherfi et Gassi, 2020).

1.1.7.- Les ennemies naturelles

Pour lutter contre les insectes ravageurs, on utilise leurs ennemis naturels dont les
parasitoides, les bactéries, les virus, les champignons, les protozoaires, et les nématodes
(Kumar, 1991). L'espece la plus connue dans ce domaine est la bactérie Bacillus
thuringiensisBerliner, (Gueye et al, 2011) qui est une bactérie ubiquiste gram positive qui
produit des cristaux parasporaux lors de la phase stationnaire de son cycle de développement.
Ces cristaux sont des endotoxines et ont des activités larvicides/insecticides contre des
Coléopteres, des Lépidopteres et des Dipteres d'ou son utilisation comme pesticides naturels
(Schnepf et al, 1998). Et aussi le prédateur Xylocoris flavipes qui (Rahman et al, 2009) est une
espece connue pour combattre les ceufs et les larves de ravageurs des denrées stockées. Certains

ennemis naturels ne s'attaquent également qu'a des stades précis de développement.

1.2.- Présentation de la plante, la Menthe citronnée (Mentha citrata)

La plante aromatique de la menthe appartient a la famille des Lamiacées, un genre industriel et
économique important, comprenant environ 25 especes, largement distribuées dans le monde,
avec une forte prévalence dans la région méditerranéenne (Lawrence, 2007). En particulier, la
menthe a été utilisée sous forme de thé pour soulager de nombreux maux (Benabdallah et al.,
2018 ; Begaa et Messaoudi, 2019). Elle a de nombreuses activités biologiques prouvées, telles
qu'antiémétique, anticonvulsivant, traite de nombreux troubles respiratoires et gastro-
intestinaux, et possede une activité antibactérienne et antifongique
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importante (Mimica-Dukic et al., 2003 ; Mimica-Dukic et Bozin, 2008 ; Hassan et al., 2013 ;
Brahmi et al., 2017 ; Butnariu et Sarac, 2018 ; Begaa et al., 2018; Leal et al., 2013; Begaa et
Messaoudi, 2018).

1.2.1.-La menthe citronnée (Mentha citrata)

La menthe citronnée est un croisement entre la menthe poivrée M. X piperata et la
menthe aquatique M.aquatica. Elle est également connue sous le nom de menthe bergamote
ou menthe Cologne. Cette plante herbacée vivace, originaire d'Europe, est une plante
medicinale de la famille des Lamiacées (Anemone et al., 2017).

1.2.2.- Classification botanique

La menthe citronnée est un genre (Mentha) d'herbes vivaces de la famille des
Labiaceae, de la sous-famille des Nepetoideae, de la tribu Menthae, et comprend de nombreuses
especes, dont beaucoup sont cultivees comme aromatiques et assaisonnement, ornemental ou
médicinal (Cantino et al., 1992).

Selon Linné (1753), la classification phylogénétique de la menthe citronnée était la suivante :
e Reégne : Plantae
e Classe: Magnoliopsida
e Ordre: Lamiales
e Famille: Lamiaceae
e Sous-famille: Nepetoideae
e Tribu: Mentheae
e Genre : Mentha

e Espece: Mentha citrata

1.2.3.-Description morphologique

Est une variété aux feuilles vertes et jaunes qui dégagent un parfum citronné. Cette

herbe, rustique et vivace, pousse sous terre ou en pots. Sa hauteur atteindra 60 a 80 cm.

La menthe citronnée est une plante buissonnante aromatique aux feuilles lisses, ovales-

elliptiques et tres parfumé aux branches tombantes aux extrémités dressées. Les fleurs sont
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violettes (Fig. 3). Il est préférable de I'installer a mi-ombre, méme si la menthe peut s'installer
presque n'importe ou. C'est une vivace et elle poussera en deux ou trois ans, car au-dela, elle a
tendance a s'user et a devenir peu productive. La menthe se propage tres rapidement grace a
ses racines rampantes. Elle est idéale pour repousser les insectes indésirables du jardin, comme
les pucerons et les fourmis, ainsi que certains rongeurs, la récolte des feuilles elle a lieu tout au

long de I'année principalement de mars a octobre (Anemone et al. 2017).
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Figure 3: Parties et feuilles aériennes de Mentha citrata (Achour et al., 2019).

1.2.4.- Répartition géographique

L'origine de la menthe citronnée est I’Inde, on ne la trouve qu'aux Etats-Unis, au
Royaume-Uni, la Chine, Inde aux Pays-Bas et en Afrique du Nord (Algérie, Maroc...), de
nombreux jardins et des cultures industrielles implantées. La menthe citronné se trouve dans les
sols humides sur les cotés des fosses, des chemins de circulation, et ne nécessite pas une qualité
de sol élevée (Anton, 2005).
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1.3.-Généralités sur les métabolites secondaires

Plus de 250 000 espéces végétales sont actuellement connues. Ceux-ci produisent
différents produits chimiques avec des structures différentes. Nous les distinguons Métabolites
primaires et secondaires.
Les composés organiques végétaux peuvent étre divisés en deux catégories : premiérement, les
composés qui sont présents dans toutes les cellules et jouent un réle central dans le métabolisme
cellulaire et la régénération cellulaire, tels que les acides nucléiques, les acides aminés, les oses et
les lipides ; et sont connus comme un élément majeur métabolite. Ces derniers, en tant que
métabolites secondaires, n'agissent pas directement au niveau de l'activité de base de la plante
(Guignard., 1996 ; Hanson., 2003).
Les métabolites secondaires sont souvent produits aux plus hauts niveaux lors du passage de la
croissance active a la phase stationnaire. L'organisme producteur peut se développer sans leur
synthese, ce qui laisse supposer que le métabolisme secondaire n'est pas essentiel, au moins pour

la survie a court terme (Roze et al, 2011).

1.3.1- Les métabolites secondaires

Selon Bruneton (1993), Tyler et al, (1981) et Guignard (1996), la classification des
métabolites secondaires consiste en trois grands groupes. Terpenoides (tels que les composes
volatils des plantes, les glycosides cardiaques, les caroténoides et les stérols). Les composés
phénoliques (acides phénoliques, coumarins, lignanes, stilbénes, flavonoides, tannins et lignine)

et les alcaloides ou les composés azotes.

1.3.1.1- Les terpénes :

Les terpenoides sont la plus grande et la plus diverse famille de produits naturels (Fig.
4), dont lastructure varie des molécules linéaires aux molécules polycycliques, et la taille de
I'hnémiptere a cing carbones au caoutchouc naturel, comprenant des milliers d'unités isoprénes.
Tous les terpénoides sont synthétisés par la condensation des unités d'isoprene (C5) et sont
classifiés par lenombre de cing unités carbonées présentes dans la structure centrale (Mahmoud
et al. 2002).
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Figure 4 : Quelques exemples des structures des terpénes (Belguidoum, 2012).

1.3.1.2- Les composés phénoliques

La définition des composés phénoliques (Fig. 6) tient compte a la fois des elements
structuraux etde l'origine biogénétique des composés. Ils sont caractérises par la présence d'un
cycle benzenique qui possede un groupe hydroxyle libre ou participe a une fonction ester, éther
ou hétéroside (Krief2003). Le(s) cycle(s) aromatique(s) peut étre synthétise via la voie du
shikimateou via la voie de l'acétate, qui distingue les deux groupes de composés phénoliques. De
plus, la voie du poly-acétate est impliqué chez les plantes supérieures pour les composes

aromatiques obtenus par voie shikimate. Les composés obtenus sont dits mixtes (flavonoides)

ol OH

(+)-caechine flavonols

0 e
HO  Acide gallique o 0. . HO

HO COOH
OH

(Krief 2003)

Figure 5 : Structure de quelques composés phénoliques (Wang et Mazza, 2002).

1.3.1.3.- Les alcaloides
Les alcaloides constituent un groupe important de composés biologiques naturels (Fig.
6). Le premier alcaloide a été extrait de l'opium, une plante terrestre appelée Papaver

somniferum (Serturner F ,1805).

11
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Les alcaloides sont définis comme des composés basiques synthétisés par des organismes qui

contiennent un ou plusieurs atomes d'azote hétérocycliques, sont dérivés d'acides aminés (a
quelques exceptions prés) et sont pharmacologiquement actifs. Le nom de la classe est directement
lié¢ au fait que la plupart des alcaloides sont des composés basiques (alcalins). Ce groupe est
caractérisé par un grand nombre de formules structurales issues de différentes voies de

biosynthése et présentant des activités pharmacologiques tres différentes (Brielmann et al., 2006).

OH

Figure 6 : structure générales d’un alcaloide (Bernard C, 2018).

1.3.2.- Extraction de métabolites secondaires a partir des plantes
Il existe plusieurs méthodes d'extraction dont certaines ont été développées par des artisans

parfumeurs bien avant I'avénement de la chimie moderne.

1.3.2.1.-Méthodes conventionnelles

Les méthodes d'extraction classiques consistent en des procédés d'extraction solide/liquide et sont
souvent utilisées dans les laboratoires et I'industrie pour séparer les composes de la matrice solide.
Ces méthodes sont basées sur l'utilisation de solvants appropriés pour extraire les composes en
fonction de leurs différences de polarité. Ainsi le solvant est un facteur important. Les solvants
les plus couramment utilisés comprennent I'éthanol, le méthanol, I'acétone et le dichlorométhane,
souvent utilisés dans divers rapports avec I'eau (Wen et al., 2019).

Les autres facteurs qui affectent de plus les méthodes conventionnelles sont les propriétés de la
matrice, le rapport solide-liquide, la température, la pression et le temps d'extraction (Wang and
Weller, 2006). Les méthodes d'extraction les plus couramment utilisées comprennent, le soxhlet,

la macération et l'infusion (Swamy and Akhtar, 2019).

12
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a) Extraction au soxhlet

L'extraction Soxhlet est une technique courante et bien établie qui surpasse les autres

techniques d'extractions conventionnelles, a I'exception de [I'extraction des composes
thermolabiles (Luque de Castro and Garcia-Ayuso 1998).
Dans le systeme Soxhlet, la matiére végeétale est placée dans une cartouche et remplie de solvant
fraichement concentré provenant d'un ballon de distillation. Lorsque le liquide atteint le
débordement, un siphon aspire la solution de la cartouche et la refoule dans le ballon de
distillation, ramenant les solutés extraits au liquide en vrac. Dans le ballon, le soluté (soluté) est
séparé du solvant par distillation (Fig. 7). Le soluté reste dans le flacon et le nouveau solvant
retourne dans la couche solide. Cette opération est répétée jusqu'a l'extraction compléete ( Ben
Amor B, 2008)

1L

7 Condenser

Soxhlet Extractor

Algae Reservoi Siphoned Hexane/Oil

Distillation flask—>
Hexane/Oil Reservoir

o Heat Source

Figure 7: le principe de I’extraction au soxhlet (Samuel KT & Siisu S, 2017)

L'extraction Soxhlet dépend fortement des propriétés de la matrice solide et de la taille des
particules, car la diffusion interne est souvent I'étape limitante du processus d'extraction (Luque-
Garcia and Luqgue de Castro, 2004).

b) Macération
La macération est une injection de solvant a froid. Cette procédure, généralement longue
et souvent avec des rendements médiocres, et la seule méthode disponible pour I'extraction d'une
gamme de molécules fragiles. Pour étre efficaces, les durées de macération peuvent aller de 4 a
10 jours, cela peut présenter certains inconvénients, en matiere de fermentation, ou de
contamination bactérienne, surtout si le solvant utilisé est de I'eau. Ces phénomenes peuvent
conduire a une dégradation rapide des molécules actives. Pour éviter ou réduire ces désagréments,

la fumigation peut étre réalisée dans un récipient couvert, le tout a l'abri de la lumiere et, dans
13
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certains cas, réfrigéré (Groubert 1984; Leybros and Frémeaux 1990).

14
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c) Infusion

C’est une technique d'extraction classique, largement utilisée en médecine traditionnelle
(Patra et al., 2018). Elle consiste a ajouter une petite de la matiére végétale a un solvant a haute
température, permettant a la solution d'étre préte en peu de temps (Gamboa-Gomez ~ et al., 2017).
L'eau est souvent utilisé comme solvant et est généralement utilisée au point d'ébullition ou juste
en dessous, avec des temps d'extraction allant de 5 & 60 minutes (Bastos et al., 2015; Coelho et al.,
2016; Jim“enez-Moreno et al., 2018; Malca-Garcia et al., 2019; Rakotoniaina et al., 2018). Pour faciliter
I'extraction des composés, le matériel végétal doivent étre coupés en petits morceaux (Rakotoniaina et al.,
2018). Cette méthode produit des extraits riches en glycosides et en huiles essentielles (Malca-Garcia et
al., 2019). Cependant, il présente I'inconvénient d'utiliser une grande quantité de solvant (Tiwari, 2015).
De plus, l'utilisation de températures élevées peut entrainer la dégradation de composés thermolabiles
(Malca-Garcia et al., 2019).

1.3.2.2.- Les méthodes alternatives

Les méthodes d'extraction conventionnelles présentent les avantages d'un faible codt et
d'une facilité d'utilisation. Cependant, ils utilisent souvent une grande quantité de solvant, ce qui
nécessite une étape d'évaporation pour la récupération, mais est difficile a éliminer complétement.
De plus, il existe une possibilité de décomposition thermique des composants bioactifs en raison
de la température élevée du solvant pendant une longue durée d'extraction. Pour tenter de pallier
les inconvénients inhérents aux techniques conventionnelles, des méthodes d'extraction
alternatives ont été développées (Tiwari, 2015 ; Wen et al., 2019).
Les principales méthodes alternatives comprennent l'extraction assistée par micro-ondes,
I'extraction assistée par ultrasons, I'extraction par liquide sous pression, l'extraction par fluide
supercritique, les liquides ioniques, les solvants eutectiques profonds et I'extraction assistée par
enzyme (Ali et al., 2019).
Les techniques d'extraction alternatives peuvent minimiser ou éliminer l'utilisation de solvants
organiques et fonctionnent souvent a basse température lors de I'extraction, ce qui laisse les
composes extraits stables en matiére de pureté (Tiwari, 2015). De plus, les méthodes alternatives
sont souvent plus efficaces, avec un temps d'extraction et une consommation d'énergie réduits, et

un rendement et une qualité accrus des produits obtenus (Santos et al., 2019).

a) Extraction assistée par ultrasons

Les ondes ultrasonores, lorsqu'elles traversent un milieu, provoquent des cycles d'expansion
et de compression dans les molécules qui composent ce milieu. Ce changement de pression alterné

provoque la formation, I'expansion et I'effondrement de bulles dans le milieu liquide, un
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phénomeéne connu sous le nom de cavitation (Ali et al., 2019; Selvamuthukumaran and Shi, 2017).

L'extraction assistée par ultrasons implique I'utilisation d'ondes ultrasonores, soit dans une étape de
prétraitement, soit lors d'une extraction solide/liquide (Tiwari, 2015), de sorte que la cavitation
favorise la libération des composés souhaités en perturbant le cytosquelette des cellules végétales
(Meullemiestre et al., 2014 ; Wen et al., 2019). Les ultrasons permettent également une plus
grande pénétration du solvant dans la matrice de I'échantillon, augmentant la surface de contact
entre les phases solide et liquide. En conséquence, le transfert de chaleur et de masse est augmentéet
le soluté diffuse plus rapidement de la phase solide dans le solvant (Meullemiestre et al., 2016).
L'extraction assistée par ultrasons s'est révélée efficace pour obtenir divers produits, tels que des
huiles essentielles, des polysaccharides, des protéines, des colorants, des pigments et des
molécules bioactives (Santos et al., 2019).

b) Extraction assistée par micro-ondes

Les micro-ondes sont des ondes electromagnétiques avec des fréquences comprises entre 0,3
et 300 GHz, et dans les systemes commerciaux sont couramment utilisés a 2,45 GHz
(Selvamuthukumaran et Shi, 2017 ; Zwingelstein et al., 2020). L'extraction assistée par micro- ondes
est basée sur le mécanisme physique de la polarisation ionique et de la réorientation des molécules.
En présence d'un champ électrique généré par un rayonnement micro-onde, les molécules
polaires commencent a osciller de sorte que les dip6les de la molécule sont continuellement alignés
avec le champ électrique (Ali et al., 2019). Cette vibration des moléculesprovoque un échauffement
uniforme du matériau (Wang et Weller, 2006). En raison de la chaleur, une grande pression apparait a
I'intérieur de la paroi cellulaire de la plante, provogquant sa rupture. En conséquence, les composants
intracellulaires sont libérés dans le milieu d'extraction et la pénétration du solvant dans la matrice
vegétale est facilitée, ce qui entraine un processus d'extraction plus rapide (Ali et al., 2019). ). Les
solvants a faible viscosité offrent un avantage auprocessus d'extraction, car la plus faible viscosité du
milieu facilite la rotation moléculaire qui favorise le mécanisme de chauffage par micro-ondes
(Selvamuthukumaran et Shi, 2017).

En général, TEAM est réalisée a travers I'un des systemes suivants : une cuve d'extraction fermée
a pression et température contrélées, ou une cuve ouverte a pression atmosphérique. Le systéeme
scellé EAM est couramment utilisé pour I'extraction dans des conditions extrémes, telles que des

températures et des pressions d'extraction élevées. En général, ’EAM est réalisée a travers l'un
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des systémes suivants : une cuve d'extraction fermée a pression et température contrdlées, ou une

cuve ouverte a pression atmosphérique. Le systeme scellé EAM est couramment utilisé pour

I'extraction dans des conditions extrémes, telles que des températures et des pressions d'extraction
élevées (Wang and Weller, 2006).

17



Chapitre 11 :
Matériel et méthodes



OUELNICHIN Matériel et méthodes

11.1.- Objectif
L’objectif de notre travail réalisé au sein du laboratoire de recherche de Biotechnologie

Environnement et Santé de "université de Blidal est de tester le pouvoir insecticide de 1’extrait
méthanolique de la Menthe citronnée Mentha citrata sur le taux de mortalité du Coléoptere
rouge de la farine Tribolium castaneum. Pour cela, notre protocole expérimental est organisé
comme suite :

v’ Préparation de I’extrait méthanolique a partir des feuilles séches de la Mentha citrata.

v’ Effectuer I’identification du Tribolium castaneum.

v’ Réalisation des bio-essai on utilisant des dosages différents de I’extrait.

v

Observation et étude des taux de mortalité.

11.2.-Matériel
11.2.1.- Matériel végétal

Le matériel végétal est représenté par la Menthe citronnée Mentha citrata (Fig. 8) dont
les parties aériennes de cette plante sont utilisées comme principes actifs. La Menthe citronné
a été récoltée en Avril et en Mai au niveau de la wilaya d’Alger prés d’Oued smar (36° 41° N.,
3° 08’ E.). Les feuilles de cette plante sont séchées a I'ombre, a une température ambiante et
conservées dans des sacs en papier loin de toute humidité pour d'éventuelle préparation de

I’extrait méthanolique (Fig. 9).

i\ Moo ) ) = 7 3 g J p D =

Figure 8 : La Menthe citronnée Mentha citrata (Originale, 2022).

18



OUELNICHIN Matériel et méthodes

Apres Stockage

séchage dans des
sacs de
30g

Figure 9 : Séchage des feuilles de Mentha citrata (Originale, 2022)

11.2.2.- Matériel animal
Cette étude est conduite sur les individus de T. castaneum. Ces derniers ont été prélevés

a partir de la farine et les grains de blé déja infestées (Fig. 10). Les échantillons ont été portés a
partir des aires de stockage appartenant a la Coopérative régionale des céréales et légumes secs
(CCLS) d'El Affroun (Wilaya de Blida).

Figure 10: Farine du blé cot-é?ﬁiné par le Tribolium castaneum (originale,
2022).
11.2.3.- Matériel du laboratoire
Le matériel utilisé au laboratoire pour la réalisation de la présente étude est donné

comme suite :

. Loupe binoculaire pour I’observation de I’insecte T.castaneum.

. Tube & essais pour la préparation des doses de I’extrait méthanolique.

. Balance pour la pesée des produits et du matériel biologique.
. Broyeur pour broyer les feuilles seches de la Menthe citronnée et les remettre en poudre.
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. Rotavapeur est utilisé pour I’évaporation a sec du filtrat.

. Gants fins et un masque simple lors de la manipulation des produits chimiques.

. Flacon en verre de couleur sombre pour la conservation de 1’extrait méthanolique.

. Bocaux en verre pour les élevages en masse de T.castaneum.

. Un autre type de matériel est utilisé comme accessoires tels que : micropipette, pipette
pasteur, ballon, Micro seringue (1ml), spatule, pince, des béchers, erlenmayer, entonnoir en
verre, des étiquettes, des boites de Pétri en plastique de 9 cm, papiers filtres de type Wattman,

papier aluminium, papiers films.

-. Produit chimique : Nous avons choisi pour notre étude le méthanol dans le but de la
maceration de la poudre végétale, de la préparation des dilutions et 1’utilisé ainsi comme témoin

gréce a I’absence de I’activité insecticides.

11.3.- Méthodes
11.3.1.-Méthodes d’élevage et d’identification de Tribolium castaneum
11.3.1.1.- Identification morphologique de Tribolium castaneum

Le Coléoptere rouge de la farine a été décrit pour la premiére fois par Herbest(1797) a
Berlin. Cette identification est basée sur les critéres morphologiques et les clés d’identification
selon Herbest(1797), la base des données ITIS (MontegratedTaxonomic Information Systeme)
et par iBeetle base.
Le Tribolium appartient a la famille des Tenebrionidae qui forme l'une des plus grandes familles
du régne animal (Fig. 11). Leur classification consiste a étudier la morphologie de 1’adulte, de

la larve aussi et de nombreux signes anatomiques.
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Figure 11 : Le Coléoptere rouge de la farine Tribolium castaneum (Originale, 2022)

+ Lescriteres morphologiques de Tribolium castaneum
a-. Adulte

. Insectes de moins de 10 mm de longueur.

. Largeur du corps inférieure a 1,5 mm.

. La couleur est brun rougeétre.

. Les yeux sont divisés en faces ventrales selon leur largeur.

. Latéte et le thorax supérieur sont couverts de petites perforations.
. Les ailes (élytre) sont striées sur toute leur longueur.

. Antennes agrandies a 14 extrémités, les trois derniers segments sont plus larges que le

segment précédent.

Des yeux petits, noirs et ovales, il n'y a pas de créte au-dessus des yeux, leur distance

ventrale est approximativement égale a leur propre largeur de vue.

Cuticule de la téte et pronotum micro-réticulé

-. Dimorphisme sexuelle : a la base du femur antérieur, les males ont un piliféere rond et poilue,

ce que les femelles n'ont pas

11.3.1.2.- Elevage de T. castaneum

L’¢levage de I’insecte est maintenu dans les conditions ambiantes. Les souches des

échantillons étaient maintenues en élevage de masse dans des bocaux en verre qui contient 2509

de la farine infestée. Les individus de Triboliumcastaneum ont été gardés dans un
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Placard a I’ombre dans une température ambiante (varie entre 24 et 30°) et une humidité relative

pendant une période donnée de 3mois (de mai a juillet). (Fig. 12).

Figure 12 : Elevage de masse des individus de T.castaneum (Originale,
2022).

11.3.2.- Procédure d’extraction de I’extrait méthanolique de Mentha citrata

La partie aérienne des plantes testées a été lavée a 1’eau et séchée a 1’obscurité pendant
21 jours dans un endroit bien aéré a une température ambiante. Les feuilles isolées du reste de
la plante sont conservée dans des sachets kraft propres.
-. Les feuilles de Mentha citrataa été réduite on poudre fine pour préparer ’extrait
méthanolique.
-. 30g (10x3) de poudre végetale sont maceérés avec 300 ml de méthanol pendant 72h a

température ambiante (Fig. 13).

Figure 13: Procédure de macération de la plante dans le méthanol (originale, 2022).

-. Filtration et récupération du filtrat (Fig. 14).
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Figure 14: Filtration et récupération de filtrat (Originale, 2022).

Le filtrat est évaporé a sec sous pression réduite a 50°C. Au Rotavapeur et le produit est

récupéré sur les parois de ballon d’évaporation (Fig. 15).

Figure 15: Evaporation a sec pdr le rotavapeur (Originale).

L'extrait obtenu a été mis dans un flacon sombre a I’air libre pendant 72h pour le rendre
pateux (Fig. 16).
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30g de matériel végétal sec et broyé

'

300ml de méthanol

;

Macération & T° ambiante et & I’ombre (72h)

|

Filtration sur papier filtre wattman

|

Evaporation au rotavapeur

.

Extrait méthanolique brut

Figure 16: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique.

11.3.3.- Rendement d’extraction (RE)
Le rendement d'extraction correspond au pourcentage de poids des extraits
méthanoliques par rapport au poids de la matiere vegétale premiére utilisée pour I'extraction.

Ilest exprimé en appliquant la formule suivante :

RE(%) = [Poids d’extrait méthanolique (g) / Poids de la matiére végétale (g)] x100

11.4.-Test de toxicité

Pour 1’étude de I’effet insecticide des extraits méthanoliques par contact, la technique
d’application consiste & pulvériser directement sur 10 adultes du Coléoptére rouge de la farine.
Ces derniers sont déposés dans une boite Pétri tapissée du papier filtre par quatre dosesde
I’extraits méthanoliques formulées (200mg/ml, 100mg/ml, 50mg/ml ,25mg/ml).Les essais sont
répétés trois fois pour chague dose. Les tests témoins menés dans des boites de Pétri contenant
du papier Wattman traité uniquement avec le méthanol. Le taux de mortalité est calculé apres
1h, 2h, 24 h, 48h, 72 h, 96h, 120h, 144h et 168 heures (Fig. 17).
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Figure 17 : Réalisation expérimentale pour 1’é¢tude de la toxicité des extraits de M.citrata sur
les individus de Tribolium castaneum (Originale, 2022).

11.4.1.- Taux de mortalité
La mortalité est le premier critére du jugement de 1’efficacité d’un traitement chimique
ou biologique. Le pourcentage de la mortalité observée chez les adultes témoins et traités par

I’extrait végétal est estimé en appliquant la formule suivante :

Mortalité observée = [Nombre de morts/Nombre total des individus] X 100

11.5.- Calcul de la DL50 et la TL50
11.5.1.- La DL50 (dose letale 50)

C’est la dose qui entraine la mort de la moitié (50 %) des animaux de laboratoire exposés
au toxique étudié. 1l est couramment utilisé dans la littérature classiqgue comme mesure de la
toxicité aigué d'un produit chimique. Plus la DL50 est élevée, plus la toxicité aigué est faible.
Un produit chimique trés toxique (avec une faible DL50) considéré comme violent.

La dose létale 50, déduite graphiquement a partir de la droite de régression des Probits qui
correspond au pourcentage de mortalité observée en fonction des logarithmes des doses
thérapeutiques représentants la fonction y = f(x). Ou y représente la mortalité a un temps

constant en fonction des doses croissantes.
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11.5.2.- La TL50 (temps létale 50)

Temps d’exposition a une concentration fixe de gaz toxique ou insecticide entrainant
la mort de 50% dans une population d’une espéce donnée.
La TL50 deduite graphiquement de la droite de régression des Probits correspondant au taux de
mortalité observée en fonction des logarithme de temps de traitement représentant la fonction
y = f(t). Ou yreprésente le taux de mortalité a dose constante en fonction de I'augmentation du

temps.
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I11.1.- Résultat

Ce chapitre est consacré a la présentation des résultats qui concernent le taux de
mortalité provoquée par ’extrait méthanolique chez les adultes de Tribolium castaneum ainsi
que la démonstration des DL50 ; DL90 ; TL50 ; TL9O.

111.1.1.- Confirmation de I’espéce étudiée Tribolium castaneum
+ Adulte

L’étape de confirmation de ’espéce T. castaneum est nécessaire. La farine et le blé
sont ramenés directement de la CCLS afin d’augmenter la probabilité que 1’espéce étudié soit
T.castaneum. D’aprés Maisonneuve et Larose (1985), les tailles adultes sont de 2,3 a 4,4 mm
(Fig.18, 19 et 20). Uniformément brun rougeatre a brun foncé, étroit, allongé, rectangulaire,
thorax plus large que la long, élytre a larges rayures verticales. L'antenne se compose de 11

articles, les trois derniers se terminant par une massue.

F "

Figure 18 : La partie ventrale de Tribolium castaneum vue sous la loupe binoculaire (x20),
(Originale, 2022).
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Figure 19 : Observation ventrale de la téte, des yeux et des antennes de T. castaneum vue
sous la loupe binoculaire (x40), (Originale, 2022).

y A

Figure 20 : Observation de la face dorsale de Tribolium castaneum vue sous la loupe
binoculaire (x20), (Originale, 2022).

<+ Lalarve du Coléoptere rouge de la farine
-. Les larves sont de couleur blanc jaunatre, fines, cylindriques et a poils fins.
-. Latéte est brune claire et la derniére partie de I'abdomen a deux structures pointues sombres

pointant vers le haut (Fig. 21 et 22).
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Figure 21 : Observation de la larve de T. castaneum vue sous la loupe binoculaire (x40)
(Originale, 2022)

Figure 22 : Observation du dernier segment de ’abdomen qui a deux structures sombres et

pointues retournées vue sous la loupe binoculaire (x40), (Originale, 2022).

<+ Lapupe
-. Les pupes n'ont pas de cocons, sont blanc jaunatre et virent ensuite au brun (Fig. 23).
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Figure 23 : Observation de la nymphe de T .castaneum vue sous la loupe binoculaire
(x40), (originale, 2022)

111.1.2.- Les paramétres biologiques observés de la population de Tribolium castaneum

111.1.2.1.- La densité larvaire
Comme chez tous les coléopteres, Tribolium castaneum est un insecte qui subit une

métamorphose compléte dont leurs larves sont mobiles et se nourrissent des denrées stockées.Au
début de I’¢élevage, nous avons constaté une absence des larves, et aprées 20 jours de surveillance,
il y a eu une apparition de ces derniers environ 300 larves, ce qui prouve qu’il y’avait un
accroissement entre les adultes ainsi que la farine est contaminée par les ceufs de T. castaneum

(Fig. 24).

Figure 24 : Observation des larves de Tribolium castaneum (originale, 2022).

111.1.2.2.- La densite des adultes
La densité de population des adultes dans les bocaux de verre est estimée de 220

males et femelles. Ce nombre a augmenté jusqu'a ce qu'il atteigne 562 adultes apres 35 jours
(Fig.25).
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Figure 25 : Observation des adultes de Tribolium castaneum (originale, 2022).

111.1.2.3.- Les mortalités des adultes
Il n'y avait pas une mortalité significative, juste des dizaines qui ne depassent pas20
individus. On peut supposer que cette cessation de vie est due a un arrét biologique des fonctions

de vie chez I’insecte.

111.1.2.4.- Cycle de développement de I’insecte étudié

Selon Hagstrum et Subramanyam (2006), Bucher (2009), la période de développement
moyenne de 1'ceuf @ l'adulte chez le Tribolium castaneum est de 41,8 jours a 25°
C. a 21,7 jours a 35,5° C. Dans nos conditions, la température se varie entre 24° C et 30° C. avec
une humidité relative. Comme tous les coléoptéres, Tribolium castaneum est un insecte a
métamorphose compléte (holométabole) ; (Euf, 4 stades larvaires mobiles, une nymphe immobile
et unadulte. La durée du cycle de développement, de I’ceufa I’adulte est en moyenne 35 jours dans
la farine (Fig. 26) et dans nos conditions ambiantes, la femelle pond des ceufs en vrac qui s’éclosent
et libérent des larves en couleur blanc jaunatre, leurs taille augmentent avec le temps et circulent
librement dans la denrée infestée ou elles se nymphosent et aprés quelques jours, ’apparition des

adultes.
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Figure 26 : cycle de vie de Tribolium castaneum sur la farine dans les conditions naturelles
(Originale, 2022).

111.1.3.- Rendement d’extraction
Les rendements d'extraction dépendent de I'espece végeétale, des organes utilises pour

I'extraction, des conditions de séchage et du type de solvant utilisé lors de I'extraction ou du
fractionnement (Tab. 1). Le rendement d'extraction est le pourcentage d'ingrédient actif dissous
dans le solvant organique utilisé pour I'extraction basé sur le poids de la plante utilisée pour
I'extraction (Kemassi, 2014). Il est obtenu par la formule suivante :
R (%)= m1/m2 x100

-ml=702g;m2=30¢g

-.R=7,02/30 x 100

-. R =23,40%
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Tableau 1 : Valeur du rendement d’extraction en principe actif dissout a partir des feuilles.

Mentha citrata Feuilles Vert foncé 23,40

11.1.4.- Calcul de la toxicité de I’extrait méthanolique de M. citrata par contact chez T.

castaneum

I11.1.4.1.- Toxicité par contact

Le taux de mortalité des adultes de Tribolium castaneum traité par 1’extrait
méthanoliqgue de Mentha citrata est présenté dans le tableau 2. Il apparait des variations
remarquables dans le taux de mortalité entre les boites traitées par différentes concentrations soit
25mg/ml ; 50mg/ml ; 100mg/ml ; 200mg/ml par rapport au temoin.
Les mortalités ont été comptées apres 1h, 2h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h, 168h.
On note que dans les deux premiéres heures (2h), les mouvements des insectes traités sont
paralysés sous I’effet de I’extrait méthanolique par rapport au témoin, ce qui aboutit que les
mortalités réelles apparaissent apres 24 h (Tab. 2).
La plus faible dose (D1) a provoqué 23,33% de mortalité apres 24h, il s'avere qu'au fil du temps
létaux de mortalité augmente et atteint un taux de 63,33% apres 168h. A la plus forte dose (D4),
nous avons enregistré un taux de mortalité de 50% apres 24h et 83,33% apres 168h (Tab.2, Fig.
27).
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Tableau 2 : Evaluation de la mortalité observée de Tribolium castaneum adulte sous I'action de différentes doses d'extraits méthanolique de

Mentha citrata.

48 heures 72 heures 96 heures 120 heures 144 heures 168 heures
24 heures
T.M.(D1) 23,33+0,58 26,66+1,15 30+1 36,66+0,58 43,33+1,155 53,33+0,58 63,33+1,155
T.M (D2) 26,66+0,58 30+1 36,66+1,155 40+1,73 46,66%2,08 56,66+1,15 66,66+1,53
T. M (D3) 30+0 36,66+0,58 36,66+0,58 46,66%1,53 56,66+1,53 66,66+1,53 73,33+1,15
T. M (D4) 50+0 53,33+0,58 56,66+0,58 60+1 66,66+0,58 76,66+0,58 83,33+0,58
Témoin 00 00 00 00 00 00 00

T.M. : Taux de mortalité
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Figure 27 : Variation de taux de mortalité observé chez les adultes de Tribolium castaneum

témoins et traités exposés a I’extrait méthanolique de Mentha citrata par contact.

Les résultats affichent que I’extrait méthanolique était toxique pour les adultes de
Tribolium castaneum, (Fig. 27; Tab. 2). Il convient de noter que le taux de mortalité dépend de
la concentration et le temps d’exposition est positivement corrélé. La valeur rapportée pour les
lots témoins est inférieure a la valeur enregistrée pour les lots traités. 1l n'y a pas de taux de
mortalité dans la parcelle témoin.

L’effet de I’extrait testé commence généralement aprés 24 heures du début de traitement. 1l est
également a noter qu'une exposition prolongée (168 h) des adultes aux différentesconcentrations
de I’extrait induit une mortalité de 50% au niveau de la dose 200 mg/ml aprés 24heures.

Le suivi chronologique de I’effet de I’extrait de M. citrata & 25mg/ml (Fig. 27 ; Tab. 2) montre
un accroissement du taux de mortalité de 23,33% aprés 24 h jusqu'a 63,33% a 168 heures. En
effet, la mortalité pour les doses 50mg/ml ; 100mg/ml ; 200mg/ml enregistrés de 26,66% ; 30%

; 50%. Ce développement s’étend a 66,66% ; 73,33% ; 83,33% respectivement.

On peut conclure d’apreés ces résultats, la rémanence du toxique reste active pendant toute la durée

de I’expérimentation (168 heures).
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111.4.1.2.- Calcul de la DL50

Afin de déterminer la dose létale DL50 pour I’obtention de 50% de mortalités, nous avons
procédé a la conversion de la mortalité observée en Probits et a la conversion de la dose appliquée
en logarithme décimal. Ceci nous permet d’obtenir I’équation de la droite de Régression du log-

dose en fonction du Probits (Cavelier, 1976).

Apres administration, par contact direct de I’extrait méthanolique aux différents lots de 10
insectes de Tribolium castaneum aux doses comprises entre 25 mg /ml ; 50 mg /ml ; 100 mg/ml
et200 mg /ml les doses létales 50 ont été révélés pour 2 jours (aprés 96h et apres 120 h) et
consignés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Droites et coefficients de regression et les valeurs des concentrations létaux
DL50 évalués pour 2 jours.

Temps Equation Coefficients Concentration létale [mg/ml]
de de
régressions régressions DL50

96h Y=0,6577x+3,6685 R?= 0,925 105,79

120h Y=0,671x+3,8289 R?= 0,956 55,62
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Figure 28 : Taux de mortalité des T. castaneum en fonction du logarithme des doses de M.

citrata apres 96 et 120h de traitement.

Les résultats des doses létales sont présentées dans le tableau 3 et la figure 28, il est noté que la
concentration (DL50) la plus élevé est égale a 105,79 mg/ml pour une durée d’exposition de 96h
avec Y= 0,6577x+3,6685 ; R?= 0,925. Alors que la DL50 la plus faible égale & 55,62 mg/ml
durant 120h avec Y=0,671x+3,8289; R?= 0,956.

Les valeurs affichées pour 96 et 120 heures montrent que quelques soit le temps, il y’a une

corrélation significative entre les mortalités des adultes et les doses appliqués.
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111.4.1.3.- Calcul de TL50 et TL90
Les temps létaux (TL50 et TL90) sont calculés a partir de la droite de régression

des Probits, correspondants aux pourcentages des mortalités observées en fonction des
logarithmes des temps de traitement. Les données sont regroupées en classes de temps dans la

présente étude en jour.

Tableau 4: Droites et coefficients de régressions et valeurs de temps Iétal (TL50 ; TL90)

évaluées pour les 4 concentrations.

Concentration  Equation de Coefficient de  Taux létaux Taux létaux
régression régression (R9)  TL50 TL90
25mg/ml (D1) y=1,1871x +2,4426 R2=0,8214 5jrs 22h 71jrs 4h
50mg/ml (D2)  y=1,1415x +2,6326 R2=0,8409 4jrs 22h 65jrs 7h
100mg/ml (D3)  y=1,2954x +2,5013 R?=0,8161 3jrs 12h 34jrs 10h
200mg/ml (D4)  y=1,0141x +3,4272 R2=0,7451 1jr 11h 27jrs 2h
6 y=1,1871x+ 2,4426
« o R?=0,8214
@ 4
£
2, ® PROBITS
0 — Linéaire (PROBITS)
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log de temps

Figure 29 : Action de I’extrait de M. citrata a la concentration 25mg/ml dans le temps sur T. castaneum.
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Figure 30 : Action de I’extrait de M. citrata a la concentration 50 mg/ml dans le temps sur T. castaneum.

38



(OENICAIIN Résultats et discussion

y=1,2954x + 2,5013

6 o®
“ o o00%® R?=0,8161
24
'_g @ PROBITES
a2

— Linéaire (PROBITES)
0
0 1 2 3

Log de temps

Figure 31 : Action de I’extrait de M.citarata ala concentration 200mg/ml dans le temps sur T. castaneum
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Figure 32 : Action de I’extrait de M.citarata a la concentration de 200mg/ml dans le temps sur T.castaneum.

L’analyse des résultats (Tab. 4 et Fig. 29 a 32) permet de ressortir que les valeurs de la
TL50 et la TL90 se diminuent avec 1’augmentation de la concentration. Plus la dose est forte plus
letemps est réduit.
La TL50 la plus long est de 5jrs 22h enregistrés pour la dose (1), la plus faible (25 mg /ml) avec
une TL90 = 71jrs 4h et une droite de régression y=1,1871x +2,4426 ; R?=0,8214. Alors que les
temps les plus courts sont de 1 jour 11h enregistré pour la dose (4) la plus forte (200 mg/ml) dont

la TL9O égale a 27jrs 2h avec une droite de régression y=1,0141x +3,4272 ; R?=0,7451.
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111.2.- Discussion

Les plantes peuvent produire une grande variété de produits naturels et représentent une
énorme quantité de sources moléculaires qui peuvent étre utilisés par I'nomme dans divers
domaines comme la pharmacologie, l'industrie alimentaire, et méme l'agriculture liée a la
protection des cultures (Augeret Thibout, 2002). Le but de l'extraction est de désorber la
molécule d'intérét du site actif de la matrice végétale, elle est essentielle pour déterminer le type
et la quantité des molécules extraites et par conséquent le succes de I'étape suivante. L'extraction
des composés naturels se fait généralement du type solide-liquide. Les méthodes dites
traditionnelles telles que la macération, I'hydrodistillation, I'extraction par percolation ont été
utilisées et considérées comme la technique de choix pour extraire les composés naturels
(Michel, 2011). L'utilisation du bon solvant est I'un des facteurs clés pour une extraction
efficace des composés biochimiques d'intérét. Les solvants polaires (méthanol, éthanol...)
conviennent a I'extraction des composés hydrophiles (Sasidharan et al., 2011). Le méthanol est
considéré comme l'un des solvants organiques les plus efficaces pour extraire lescomposés
phytochimiques précieux du matériel végetal (Parekh et al., 2006). Il extrait de grandes
quantités de composés phénoliques, terpéniques et alcooliques connus comme agents de lutte
biologique (Bogolitsyn et al., 2019).
A la lumiére des résultats obtenus, il apparait que les métabolites secondaires de I’extrait
méthanolique de Mentha citrata ont un effet insecticide intéressant contre les adultes de
Tribolium castaneum. Ces métabolites secondaires sont représentés dans trois familles de
composes les terpenes ou isopropanoides, les composes phénoliques et les hétérosides et les
alcaloides (Francois et al., 2012). Plusieurs scientifiques ont confirmé I’activité des extraits et
leurs composés au niveau de I’insecte, selon Algethami et Aldhebiani(2021), les alcaloides sont
des sédatifs connus et peuvent gravement endommager le systeme nerveux des insectes. Les
terpenes inhibent généralement la ponte et le développement de divers stades larvaires des
insectes (Kouninki et al.,2007).Singh et Kaur (2018) ont présenté que ces métabolites
secondaires et d’autres molécules bioactives affectent directement la croissance et la
reproduction des ravageurs. lls affectent la flore intestinale des insectes et réduisent leur
capacité digestive. Les saponines perturbent la muqueuse des cellules muqueuses intestinales
en raison de leur capacité de perméabilité membranaire. Ils ont une puissante activité insecticide
et provoquent une cytotoxicité chez les insectes et des troubles de la mue en formant des
complexes avec le cholestérol. De nombreuses études ont montré que les saponines végétales
sont efficaces contre les pucerons, les coléopteres, les charancons, les cicadelles, les vers et les
mites (Singh et Kaur, 2018).
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D’aprés Seri-Kouassi et al. (2004), la toxicité des bioproduits pour les insectes est causée par
I'action de leurs composés majeurs, plusieurs plantes ont montré un potentiel insecticide contre
les insectes (Bernays et al., 1994 ; Aouinty, 2006).

Concernant I’action de 1’extrait methanolique des feuilles de Mentha citrata sur les adultes de
Tribolium castaneuma obtenu des résultats montrant, que ’effet de traitement par contact de
I’extrait entraine des taux de mortalité de 83,33% au bout de 7 jours apres utilisations d’une
dose de 200 mg /ml. La TL50, TL90 est de I’ordre 1j 11h et 27 jrs 2h respectifs et la meilleure
DL50 était enregistré de 55,62 mg/ml pour une durée de 120h. On peut supposer que cette
efficacité adulticide sera essentiellement due a I’action biologique des molécules bio actifs
présentent dans I’extrait méthanolique. Ces composés agissent définitivement sur la cuticule
embryonnaire et de I’adulte et peuvent provoquer une asphyxie. Ce résultat a été confirmé par
beaucoup d’auteurs (Ketoh et al., 2000 ; Choi et al., 2003 ; Bouchelta et al., 2005 ; Thiaw et
Sembeéne, 2010).

Chez les insectes, les organes olfactifs périphériques reconnaissent et traitent differents
composants des mélanges d'odeurs. De plus, les réponses comportementales des insectes
dépendent du degré de permeabilité, de I'état physiologique de I'insecte et de son age (Al- Joary
et al., 2021; Verschut et al., 2019). Bien que la variabilité de la réponse en fonction du temps
d'exposition puisse s'expliquer par la stabilité du composeé dans la poudre. Ces messages
chimiques qui informent le distinaire de la présence d'un signal ne profitent qu'a lI'organisme
récepteur (Brown et al., 1970). Ces composés organiques volatils jouent un réle important dans
les interactions interspécifiques. lls sont principalement issus des voies de biosynthéese
vegétales (Dudareva et al., 2004).

La présente étude montre également une corrélation positive entre la mortalité induite et la dose
appliquée et cela suppose que I’extrait obtenu contienne diverses molécules bioactifs libérés au
cours du processus de I’extraction. Cependant, leurs actions permettent une élimination
maximale des populations des adultes. 11s'agit donc d'une activité biologique intéressante pour
T. castaneum. De nombreux articles scientifiques publiés dans la littérature mettent en avant les

effets répulsifs des produits phytothérapeutiques sur les insectes qui se logent.
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Conclusion

Le coleoptere rouge de la farine, Tribolium castaneum est I'un des ravageurs des
entrepOts les plus graves au monde. Cet insecte peut survivre dans des environnements tres secs.
De plus, I'espéce a montré une resistance a certaines classes d'insecticides. Ce qui nécessite de
trouver des alternatives naturelles pour lutter contre ceravageur et sur le développement de ces
populations et réduire les effets nocif des insecticides de synthése dans 1I’environnement.

A l'issue de ce travail, consacré a I'étude de l'activité biologique des extraits méthanoliques
d’une plante spontanée a vertu médicinale naturelles par 1’application de quatre doses contre
les adultes de Tribolium castaneum. Ainsi la détermination des DL50 et TL50 ; TL90.
Concernant les essais de lutte par l'utilisation de I'extrait méthanolique de la plante Mentha
citrata, les résultats ont montré un effet insecticide remarquable sur la sensibilité de I’insecte
qui se traduit par une morte brutale, dont cet effet biocide dépend de la dose utilisée.

En effet, toutes les concentrations ont conduit a la mortalité des adultes de T.castaneum. Le
rendement en extrait méthanolique de Mentha citrata obtenu a partir des feuilles est de 23,40%.
La toxicité la plus elevée est notée pour la dose 200mg/ml causant une mortalité maximale de
83, 33% apres une période de 168 h et la plus faible dose de 25mg/ml causant la mortalité la
plus faible de 63,33% au bout de 7 jours. Le meilleur résultat de dose létale pour tuer 50% de
T. castaneum avec I’extrait méthanolique est 55,62 La détermination des temps létaux a affiché
que ces temps varient en fonction de la dose utilisée. Elles diminuent avec 1’augmentation des
doses. Les meilleurs temps obtenus sont de 3jrs 12h et 1j11h en TL50 enregistré pour les fortes
doses de 100 et 200mg/ml respectivement et leurs TL9O0 est de 34jrs 10h et 27jrs 2 heures.

En perspectif, il serait intéressant d’évaluer les effets de cet extraits sur d’autres stades
biologiques de Tribolium castaneum ou d’autres insectes nuisibles des denrées stockées avec
d’autres tests de toxicité (par inhalation, ingestion). Et ceci pour exploiter leurs propriétés
insecticides et confirmer leurs toxicités et efficacités dans le domaine de la protection des
entrepOts contre les ravageurs. Evaluer ainsi les effets des autres plantes médicinales sur les
insectes nuisibles. Il est souhaitable d’approfondir les études par des analyses phytochimiques
de la Menthe citronnée, afin de déterminer les molécules bioactives responsables de ces effets,
et comprendre le mode d’action de cet extrait. Enfin tester 1’efficacité de I’extrait de cette plante

vis-a-vis du parasite en pleins champs est fortement recommandé.
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Anhnexe




Annexe :

24h | 48h | 72h | 96h | 120h | 144h | 168h

D1.R1 3 4 4 4 5 5 5
D1.R2 2 2 3 4 5 5

D1.R3 2 2 2 3 3 6 7
D2.R1 2 2 3 3 3 5 5
D2.R2 3 3 3 3 4 5 7
D2.R3 3 4 5 6 7 7 8
D3.R1 3 4 4 5 6 7 8
D3.R2 3 4 4 3 4 5 6
D3.R3 3 3 3 6 7 8 8
D4.R1 5 5 5 5 6 7 8
D4.R2 5 6 6 7 7 8 8
D4.R3 5 5 6 6 7 8 9
T.R1 0 0 0 0 0 0 0
T.R2 0 0 0 0 0 0 0
T.R3 0 0 0 0 0 0 0

Tableau 05 : les mortalités observées au niveau de la population de T.castaneum.

Figure 33 : Récupération de I’extrait méthanolique de M.citrata et préparation des doses des
bio-essais



	Option : Parasitologie
	Présenté par: Date de la soutenance :
	Devant le jury
	-Promotion 2021 -2022
	ﻣﻠﺨﺺ
	Liste des abréviations
	Glossaire
	Résumé
	Liste des d’abréviation Glossaire

	Introduction
	Introduction
	Chapitre I : Synthèse bibliographique
	I.1.2.-Position systématique
	I.1.3.- Morphologie
	I.1.4.- Description des différents stades du T.castaneum
	a.- L’œuf
	b.- Les larves
	c.- La pupe
	d.- L’adulte
	I.1.7.- Les ennemies naturelles
	I.2.2.- Classification botanique
	I.2.3.-Description morphologique
	I.2.4.- Répartition géographique
	I.3.-Généralités sur les métabolites secondaires
	I.3.1- Les métabolites secondaires
	I.3.1.1- Les terpènes :
	I.3.1.2- Les composés phénoliques
	I.3.1.3.- Les alcaloïdes
	I.3.2.- Extraction de métabolites secondaires à partir des plantes
	I.3.2.1.-Méthodes conventionnelles
	a) Extraction au soxhlet
	b) Macération
	c) Infusion
	I.3.2.2.- Les méthodes alternatives
	a) Extraction assistée par ultrasons
	b) Extraction assistée par micro-ondes

	Chapitre II : Matériel et méthodes
	II.1.- Objectif
	II.2.-Matériel
	II.2.1.- Matériel végétal
	Stockage
	II.2.2.- Matériel animal
	II.2.3.- Matériel du laboratoire
	II.3.- Méthodes
	a-. Adulte
	II.3.2.- Procédure d’extraction de l’extrait méthanolique de Mentha citrata
	II.3.3.- Rendement d’extraction (RE)
	II.4.-Test de toxicité
	II.4.1.- Taux de mortalité
	II.5.- Calcul de la DL50 et la TL50 II.5.1.- La DL50 (dose létale 50)
	II.5.2.- La TL50 (temps létale 50)

	Chapitre III : Résultats et discussion
	III.1.- Résultat
	Adulte
	La larve du Coléoptère rouge de la farine
	La pupe
	III.1.2.1.- La densité larvaire
	III.1.2.2.- La densité des adultes
	III.1.2.3.- Les mortalités des adultes
	III.1.2.4.- Cycle de développement de l’insecte étudié
	III.1.3.- Rendement d’extraction
	III.1.4.1.- Toxicité par contact
	III.4.1.2.- Calcul de la DL50
	III.4.1.3.- Calcul de TL50 et TL90
	III.2.- Discussion


	Conclusion générale
	Conclusion

	Références bibliographiques
	Références bibliographiques
	Acheuk F, Belaid M, Lakhdari W, Abdellaoui K, Dehliz A, and Mokrane K(2017).
	Malca-Garcia G R. Zagal D. Graham J. Nikolic D. Friesen J B. Lankin D C. Chen S
	Tyler, V.E., Brady, L.R., Robbers, J.E. (1881). Pharmacognosy. Lea & Febiger, Philadelphia, 520 p.



