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Résumé

La composition phytochimique et les activités pharmacologiques de nombreuses
plantes offrent un potentiel médicinal pour la recherche scientifique. Nombreuses
entre elles, ces plantes sont considérées comme des sources plus riches en
antibactériens et antioxydants. Notre travail a pour objectif d’évaluer les effet
antibactériens, antioxydant des extraits de 1’Azolla pinnata. D’abord, la composition
biochimique de la matiére séche de I’ Azolla a été analysée. Deux méthodes ont été
adoptées pour extraire les composés actifs présents dans les échantillons (macération
et traitement par ultrason), en utilisant trois solvants de polarité différente : eau
distillée, méthanol 99%, éthanol 96%. Le criblage phytochimique a montré que les
le phénol, les flavonoides, les saponines et les quinones sont présents dans les trois
extraits au solvant. La capacité antioxydante d’extrait méthanoliques obtenu par les
deux méthodes a été évaluée en utilisant la méthode de piégeage par le radicale de
DPPH en vue de comparer entre les deux méthodes.

L’activité antibactérienne des extraits obtenus par macération a été étudiée par la
méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solides sur quatre souches
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
substilis). Les résultats ont révélé que le rendement le plus élevé a été noté pour
l'extrait méthanolique (35.24 %) obtenu a partir de I’extraction par ultrason, alors
que les plus faibles valeurs ont été notées pour l'extrait éthanolique obtenu par
macération de I'ordre de (3.6 %).

Notre étude met en évidence 'influence de la méthode d'extraction ainsi que la nature
du solvant sur le dosage des polyphénols dans Azolla pinnata. L'extraction par
ultrasons avec du méthanol semble étre la méthode la plus efficace pour optimiser
l'extraction des polyphénols a partir de 1’4zolla pinnata. Selon les résultats trouvés,
I’augmentation du piégeage du DPPH est proportionnelle aux concentrations
utilisées de nos extraits obtenus des deux méthodes d’extraction (macération et
traitement par ultrason), utilisant le méthanol. Nos résultats montrent que les
différents extraits ont montré une activité inhibitrice sur les souches testées.

Mots clés : Azolla pinnata ; Composés bioactifs ; Ultrason ; Macération ; Activité antibactérienne ;
Staphylococcus aureus ; Escherichia coli ; Pseudomonas aeruginosa ; Bacillus substilis ; composés
bioactifs ; polyphénols ; composition biochimique ; pouvoir antioxydant ; DPPH.
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Abstract

The phytochemical composition and pharmacological activities of many plants offer
medicinal potential for scientific research. Many of these plants are considered rich
sources of antibacterial and antioxidant compounds. Our work aims to evaluate the
antibacterial and antioxidant effects of Azolla pinnata extracts. First, the
biochemical composition of Azolla dry matter was analyzed. Two methods were
adopted to extract the active compounds present in the samples (maceration and
ultrasound treatment), using three solvents of different polarity: distilled water, 99%
methanol, and 96% ethanol. Phytochemical screening showed that phenols,
flavonoids, saponins, and quinones are present in all three solvent extracts. The
antioxidant capacity of methanolic extracts obtained by both methods was evaluated
using the DPPH radical scavenging method to compare the two methods.

The antibacterial activity of extracts obtained by maceration was studied using the
disk diffusion method on solid agar medium against four strains (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis). The results
revealed that the highest yield was noted for the methanolic extract (35.24%)
obtained from ultrasound extraction, while the lowest values were noted for the
ethanolic extract obtained by maceration, around 3.6%.

Our study highlights the influence of the extraction method and the nature of the
solvent on the quantification of polyphenols in Azolla pinnata. Ultrasound extraction
with methanol appears to be the most effective method for optimizing the extraction
of polyphenols from Azolla pinnata. According to the results found, the increase in
DPPH scavenging is proportional to the concentrations used of our extracts obtained
from both extraction methods (maceration and ultrasound treatment) using
methanol. Our results show that the different extracts demonstrated an inhibitory
activity on the tested strains.

Keywords: 4Azolla pinnata; Bioactive compounds; Ultrasound; Maceration; Antibacterial activity;
Staphylococcus aureus; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa; Bacillus subtilis; Bioactive
compounds; Polyphenols; Biochemical composition; Antioxidant capacity; DPPH.
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Introduction

Introduction :

ZLe monde végétal aquatique est d'une richesse et d'une diversité remarquables,

abritant une multitude d'espéces qui ont su s'adapter a des conditions environnementales
spécifiques. Ces plantes aquatiques jouent un rdle crucial dans le maintien de 1'équilibre
¢cologique des €cosystemes des eaux douce et marine (Chambers et al., 2008).

ZElles participent activement a la production d'oxygéne par photosynthése, a la

filtration et a la purification de 1'eau en absorbant les nutriments excédentaires et les
polluants, a la stabilisation des s€diments grace a leurs systemes racinaires, et servent
d'habitats et de sources de nourriture pour une grande variété d'organismes aquatiques
(Bornette & Puijalon, 2011).

Za flore aquatique comprend différents groupes de plantes, tels que les

macrophytes flottants, submergés ou émergents (Lacoul & Freedman, 2006). Ces
macrophytes flottants, comme les fougeres aquatiques, possédent des feuilles et des tiges
adaptées pour flotter a la surface de I'eau.

Parmi les plantes fascinantes, les fougéres aquatiques occupent une place

particuliere. Les fougeres aquatiques sont des plantes vasculaires sans graines qui ont
colonisé avec succes les milieux aquatiques. Elles appartiennent a la division des
Pteridophytes et sont représentées par plusieurs familles, dont les Salviniaceae, les
Marsileaceae et les Azollaceae. Ces fougeres ont développé des adaptations
remarquables pour leur vie aquatique, telles que des feuilles flottantes, des racines
réduites et des structures reproductives spécialisées (Pryer et al.,2001). Les Azollaceae,
représentées par le genre Azolla comme Azolla caroliniana, Azolla filiculoides sont des
petites fougeres flottantes qui abritent une cyanobactérie symbiotique fixatrice d'azote
dans leurs feuilles.

Z'une des fougeres aquatiques aussi la plus intrigante est sans conteste Azolla

pinnata ; une petite plante flottante de la famille des Salviniaceae. Originaire des
régions tropicales et subtropicales, Azolla pinnata a récemment attiré l'attention des
chercheurs pour ses propriétés grace a son potentiel en tant qu'aliment pour les animaux.
Sa teneur ¢levée en protéines, en acides aminés essentiels, en vitamines et en minéraux
en fait une source nutritionnelle intéressante pour les batailles et les poissons (Anitha et
al., 2016). L'incorporation d'Azolla dans les régimes alimentaires des animaux peut
améliorer leur croissance, leur santé et la qualité de leurs produits, tout en réduisant les
colts liés a I'alimentation (BHUJEL et al., 2022).

I’ Azolla pinnata joue un role essentiel dans le maintien de la qualité de I'eau
et la réduction de la pollution. Grace a sa capacité a accumuler les nutriments, en
particulier 1'azote et le phosphore, cette fougere aquatique est utilisée comme agent de
phytoremédiation pour le traitement des eaux usées et la restauration des écosystemes
aquatiques dégradés (Sood et al., 2012).
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#fu-dela de son intérét biotechnologique, Azolla pinnata s'est révélée étre une

source naturelle prometteuse de composés bioactifs, en particulier de puissants
antioxydants et agents antibactériens. Les travaux de Farook et al., (2019) ont mis en
¢vidence la présence de polyphénols.

Ges composés bioactifs sont des constituants extra nutritionnels participant

dans les activités physiologiques ou cellulaires chez les humains et les animaux en
fournissant des activités antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire,
anticancérigene protegeant contre les troubles métabolique (Kris-Etherton et al, 2002).

Ges découvertes ouvrent des perspectives intéressantes quant a l'utilisation

d'Azolla pinnata comme source naturelle d'antioxydants et d'agents antibactériens dans
diverses applications pharmaceutiques et cosmétiques. Les antioxydants naturels
suscitent un intérét croissant pour la prévention des maladies liées au stress oxydatif,
telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte et certains cancers. Les agents
antibactériens d'origine naturelle représentent une alternative prometteuse aux
antibiotiques synthétiques, face a l'émergence de souches bactériennes résistantes.
Cependant, des ¢tudes complémentaires sont nécessaires pour isoler et caractériser les
composés bioactifs spécifiques d'Azolla pinnata, évaluer leur innocuité in vivo et
optimiser les méthodes d'extraction pour une production a plus grande échelle.

Z» monde végétal aquatique, et en particulier les fougeres telles qu'Azolla

pinnata, représente un réservoir fascinant de molécules bioactives aux propriétés
antioxydantes et antibactériennes. L'exploration de cette biodiversité unique offre des
opportunités passionnantes pour la découverte de nouveaux composés naturels d'intérét
thérapeutique et biotechnologique. Les recherches futures sur Azolla pinnata et d'autres
fougeres aquatiques promettent de révéler de nouvelles substances bioactives, d'élargir
notre compréhension vis-a-vis de ces plantes remarquables et de développer des
applications innovantes dans les domaines de la santg.

Za valorisation de ces ressources naturelles pourrait également contribuer a la

conservation et a la gestion durable des écosystémes aquatiques, tout en offrant de
nouvelles perspectives économiques aux communautés locales, c’est dans ce contexte
que s’inscrit ce travail de recherche dont I’objectif est d’évaluer I’activité antibactérien
et antioxydant des extraits des Azollas récoltées de la région de Issers dans Wilaya de
Boumerdes, ainsi que 1’optimisation de leur extraction.
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JPour atteindre a notre objectif, notre étude est structurée en trois chapitres :

. Le premier chapitre offre une vue d'ensemble d'4zolla pinnata, établissant ainsi une
base pour notre recherche.

. Le deuxiéme chapitre aborde I'extraction des composés bioactifs d'Azolla pinnata. 11
compare les méthodes d'extraction avec différents solvants, analysant leurs rendements.
Le chapitre détaille la récolte, le séchage, le broyage et la caractérisation biochimique
de la plante.

. Le troisiéme chapitre est consacré a la valorisation des extraits bioactifs d'Azolla,
avec un accent particulier sur I'évaluation de leurs effets antibactériens et antioxydants.
Cette approche globale nous permet d'explorer en profondeur le potentiel d'Azolla
pinnata en tant que source de précieux composés bioactifs.
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Generalites




Chapitre | Généralités

I. Généralités sur les fougéres aquatiques :

Les fougeres aquatiques, contrairement aux fougeres terrestres que l'on rencontre
communément dans les foréts, sont un groupe de plantes fascinantes qui ont su s'adapter
a la vie immergée. Elles constituent un élément important de la biodiversité aquatique,
peuplant les lacs, les étangs, les rivieres et les zones humides du monde entier.

1.1 Ecologie et mode de reproduction des fougéres aquatiques
a-Ecologie :

Les fougeres aquatiques occupent une grande variété de niches écologiques, allant des
eaux douces calmes aux rivieres tumultueuses, elles peuvent étre flottantes, submergées
ou enracinées dans le sol submergé.

Elles jouent un role crucial aussi dans les écosystémes aquatiques en fournissant un
habitat a la faune, en oxygénant l'eau et en participant a la chaine alimentaire des
quelques poissons (Sharpe et al.2010).

b-Reproduction:

Les fougeres aquatiques se reproduisent principalement par spores ; des cellules
reproductrices minuscules qui peuvent se disperser par le vent ou l'eau.

Il existe certaines especes qui peuvent également se reproduire par voie végétative, en
développant de nouvelles plantes a partir de fragments de leur corps.

I.2. Classification des fougeéres aquatiques :

Les fougeres aquatiques sont classées en deux principaux groupes : les fougeres
hétérosporées et les fougéres homosporées :

peut se développer en gamétophyte male ou femelle.
Parmi les familles de fougeres aquatiques les plus connues, on trouve les Azollaceae .
L.3. ’intérét des fougeres aquatiques et ses applications dans le monde

Les fougeres aquatiques présentent un intérét écologique, économique important :

aquatiques et contribuent a la régulation de la qualité¢ de I'eau d’ou elles peuvent étre
utilisées pour ¢éliminer les polluants de I'eau, tels que les métaux lourds et les composés
organiques.

de nouveaux antibiotiques grace a leur composition chimique leur permettant de détruire
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certains germes pathogénes, l'agriculture pour les utiliser comme engrais verts en raison
de leur capacité a fixer 1'azote atmosphérique (Dhir et al .20138).

1.2.Généralités sur les fougeres appartenant aux Azollaceae (Azolla pinnata) :
1.2.1. Identification et caractéristiques des Azollaceae (4zolla pinnata)

Les Azollaceae sont une famille de petites fougeres aquatiques flottantes. L’ Azolla
pinnata est une espece commune, caractérisée par des frondes bipennées et imbriquées
de 1 a2,5 cmde long (Figure I.1), ces frondes ont une couleur verte a rougeatre reflétant
la présence de la chlorophylle et des caroténoides (Sood et al., 2012).

Figure 1.1 : Photographie de taille moyenne
I’Azolla pinnata

1.2.2. Ecologie et mode de reproduction des Azollaceae :

Les Azollaceae se développent a la surface des eaux douces stagnantes ou a faible
courant (Sood et al., 2012).

Elles se reproduisent rapidement par multiplication végétative via fragmentation des
frondes (asexuée) qui est de loin le moyen le plus courant de la reproduction que la
reproduction sexuée est rare et se produit par la formation de sporocarpes contenant des
spores (Wagner, 1997).

1.2.3. Composition biochimique des Azollacées

L’ Azolla pinnata abrite une cyanobactérie symbiotique qui fixe 1'azote atmosphérique
qui permet de la teneur élevée en azote et la croissance rapide font d'4zolla pinnata un
excellent engrais vert et aliment pour animaux (Sood et al., 2012 ; Wagner, 1997).

Les frondes sont riches en protéines et en glucides, en acides aminés essentiels, en
vitamines ( beta-caroténe ) et en minéraux (calcium, potassium, fer, magnésium) (Sood
etal., 2012 ; Wagner, 1997).
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1.3.Les activités biologiques des Azollaceae :
1.3.1. Activité antibactérienne

Les extraits d'4zolla pinnata ont démontré une activité antibactérienne contre plusieurs
bactéries pathogenes, notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa (Jacob et al., 2020).

Les composés phénoliques et les Terpenoides présents dans les extraits d'Azolla sont
responsables de l'activité antibactérienne (Ergiiden et al.2021).

1.3.2. Activité antioxydante

Les extraits d'4zolla pinnata présentent une activité antioxydante significative, mise en
¢vidence par des tests spécifiques tel que DPPH, les composés phénoliques, les
flavonoides et les carotenes (Pyrzynska et al.2013, Lejeune et al., 2000).

L'activité¢ antioxydante et antibactérienne d'Azolla pourrait avoir des applications
potentielles dans les industries alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
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I1I. Matériel et Méthodes :
I1.1. Objectif du travail

Notre ¢étude vise a évaluer l'efficacité antibactérienne et le pouvoir antioxydant des
extraits d'Azolla pinnata récoltés dans la ferme aquacole de I’école nationale supérieure
des sciences de la mer et de ’aménagement du littorale (ENSSMAL). Une optimisation
des conditions d'extraction a été ¢élaborée. La figure II.1 présente le protocole
expérimental sous forme d’organigramme détaillant les différentes étapes de notre
travail.

11.2. Période et lieu de travail

Les différents tests et analyses ont été réalisés au niveau du laboratoire de biologie
moléculaire de ’ENSSMAL et dans laboratoire de controle microbiologique de
SAIDAL -site de production - El-Harrach, durant la période allant du mois de Février
au mois de Mai 2024.

I1. 3. Matériels et produits :

Le matériel utilisé pour mener cette étude comprend différents verreries,
d'équipements et d'appareils, ainsi qu'un ensemble de réactifs et de produits chimiques.
Ces ¢léments sont répertoriés dans le tableau I1.1 :

Tableau II.1: Matériel et produits utilisés dans les différentes analyses.

Verreries et autres Appareillage Réactifs et produits
Boites de pétri Agitateur Eau distillée
Ballon en verre Etuve Méthanol

Béchers Centrifugeuse Ethanol
Flacons brins Balance de précision DPPH
Entonnoirs Ultrason Le réactif Fiolin-Ciocalteu
Eprouvettes Réfrigérateur Des souches bactériennes
Erlen Meyer Spectrophotometre La gélose Muller Hinton
Tubes a essais Bain marie Le bouillon BHIB
Etiquettes L'appareil de distillation NAOH
Kjeldahl
Fioles jaugées Rota-vapeur Acide sulfurique
Micropipettes Un dispositif Soxhlet de Acide borique
250ml
Papier aluminium Acide galique
Papier filtre ‘Whatman’ Carbonates de sodium
Boites de pétri Chloroforme

11
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Récolte de I’Azolla

l

[ Préparation de la matiere seche ]

Extraction des composés bioactifs

[ Trois solvants différents ]

[ Evaluation le pouvoir antibactérien ] [ Evaluation le pouvoir anti-oxydant ]

Traitement
par ulrason

Filtration Filtration
| |
1.Evaluation du pouvoir antibactérien 2.Evaluation du pouvoir anti-
oxydant

par la méthode d’antibiogramme
par la méthode de DPPH

Figure II.1 : Organigramme du protocole expérimental adopté
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IL. 3. 1. Matériel végétal :

Notre sujet de recherche porte sur 1'Azolla pinnata qui est une fougere aquatique flottante
de petite taille. Cette espéce, membre de la famille des Azollaceae originaire du Sud-Est
asiatique et I'Est a I'Afrique. La culture du matériel végétal a débuté le 14 Avril 2024 au
niveau des aquariums de culture dans la ferme aquacole de I’école nationale supérieure
des sciences de la mer et de I’aménagement du littorale a Dély- Ibrahim, a la wilaya
d’Alger (Figure 11.2). L’échantillon d’Azolla pinnata initialement lancé pour la culture
a ¢té acheté de la région des Issers — Wilaya de Boumerdes.

Apres 15 jours de culture dans des aquariums, les échantillons d'Azolla ont fait I'objet
d'un prélevement manuel (Figure I1.3).

Figure II.2 : Photographie de la culture de 1’4zolla pinnata élaborée dans la ferme aquacole
de PENSSMAL.

13
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Figure I1.3 : Photographie d’échantillonnage de I’ Azolla pinnata

I1. 3. 2. Préparation des échantillons :

Les échantillons d’Azolla récoltés ont été soigneusement lavés avec de l'eau de robinet
suivie d'un ringage avec 1’eau distillée puis d'un séchage a I'ombre pendant quelque
jours. Le végétal séché a subi ensuite un broyage en utilisant un broyeur du laboratoire,
et la poudre fine obtenue a été a été stockée dans un dessiccateur dans 1’attente de
I’extraction.

Figure I1.4 : Préparation de la matiere séche de I’ Azolla pinnata

14
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I1.4. Caractérisation biochimique de I’Azolla pinnata :

Les Azollas présentent un intérét particulier du fait de la diversité de leur composition
biochimique. Cette biomasse végétale se caractérise principalement des autres plantes
par ses teneurs importants en protéines, polysaccharides, vitamines, pigments et aussi
les polyphénols reconnus par leurs propriétés antibactériens et antioxydantes (A/alade
et al., 2000).

Dans le cadre de nos travaux, nous avons procédé a la caractérisation de quelques
parametres biochimiques clés de 1'Azolla pinnata . Cette caractérisation a consisté a

, : I  matié ’ \. uci e,
déterminer les teneurs en cendres, matieres grasses, protéines et glucides de cette espece

Notre étude visait a évaluer la richesse nutritionnelle de 1'4zolla pinnata en quantifiant
certains de ses principaux composants biochimiques, a savoir les minéraux (cendres),
les lipides (matieres grasses), les protéines et les glucides. Cette analyse permet de
mieux appréhender le potentiel et 1'intérét de cette fougere aquatique en tant que source
de biomolécules variées.

II. 4.1. Teneur en humidité

La teneur en humidité est déterminée selon la méthode standard (AOAC, 1995).

Cette méthode décrit le processus de détermination de la teneur en matiére séche d'un
¢chantillon biologique, dans ce cas 1'Azolla pinnata. Le protocole implique la pesée
initiale d'un échantillon frais dans un creuset pré-pesé€, suivie dune période de séchage
a température controlée. Apres le séchage, 1'échantillon est refroidi dans un
environnement contrdlé pour éviter la réabsorption d'humidité. La différence entre le
poids initial et final de 1'échantillon permet de calculer la teneur en eau et en matiére
s€che de I'échantillon. Cette technique est couramment utilisée en analyse biochimique
et environnementale pour caractériser la composition des matiéres organiques.

La teneur en humidité est généralement exprimée en pourcentage de la masse fraiche.

15
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I1.4.2. Teneur en cendre :
La teneur en matiére minérale de la matiere séche préparée est déterminée apres

Calcination a haute température selon la méthode standard (40AC, 1995).

Cette procédure décrit une méthode d'analyse gravimétrique pour déterminer la teneur
en matiere organique d'un échantillon. Le processus implique la pesée initiale d'un
creuset vide, suivie de l'ajout d'un échantillon sec et broyé. Le creuset contenant
I'échantillon est ensuite calciné a haute température dans un four, permettant la
décomposition de la matiere organique. Apres refroidissement dans un environnement
controlé, le creuset contenant le résidu est pesé€ a nouveau. La différence de masse avant
et apres la calcination permet de calculer la teneur en maticre organique de I'échantillon.

La mesure de la différence entre le poids sec initial et le poids sec final permet de déduire
la teneur en matiére minérale de 1’échantillon.

Figure I1.5: Creuset contenant la poudre d'Azolla placée dans
four a moufle pour la calcination.
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11.4.3. Teneur en matiéres grasses :

La teneur en matieres grasses est déterminée selon la méthode gravimétrique Soxhlet
suivie par Sharma et al. (2023).

L'extraction d'huile est réalisée a I'aide d'un dispositif Soxhlet en utilisant un mélange
de solvant. La biomasse séchée est d'abord pulvérisée pour faciliter l'extraction.
L'échantillon est placé dans une cartouche poreuse insérée dans l'extracteur. Le solvant
est chaufté jusqu'a ébullition pendant plusieurs heures. Apres 1'extraction, le solvant est
¢liminé par évaporation sous vide. La matiére grasse extraite est ensuite pesée apres
refroidissement. L'expérience est généralement répétée pour assurer la fiabilité des
résultats.

Figure I1.6 : Concentration de
I’extrait par I’évaporateur rotatif. Figure I1.7 : Extraction de lipides
d'Azolla pinnata a 'aide d'un appareil
Soxhlet.
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I1.4.4. Teneur en protéines :

La détermination de la teneur en protéines totales a été effectuée par la détermination de
I’azote total selon la méthode de Kjeldahl des méthodes d'analyses francaises et
communautaires AFNOR (1985).

La détermination de l'azote dans 1'Azolla se fait en trois étapes principales. D'abord,
une minéralisation de I'échantillon est réalisée a I'aide d'acide sulfurique concentré et
d'un catalyseur.

Ensuite, une distillation est effectuée en milieu alcalin pour récupérer I'ammoniac dans
une solution d'acide borique.

Enfin, un titrage en retour avec de 1'acide sulfurique permet de quantifier 'azote
présent.

L'essai est généralement répété plusieurs fois, avec un essai a blanc, pour assurer la
précision des résultats.

Figure I1.8: Coloration verdatre (stable) obtenue a la fin de
I'étape de minéralisation.
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Figure I1.9 : Titrage colorimétrique de l'ion ammonium donnant
changement de couleur indiquant le point d'équivalence

Figure I1.10 : Distillation du mélange réactionnel par le
Kjeldahl.
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I1.4.5. Teneur en glucides :

Pour la teneur en glucide, on a utilis¢ la méthode Dubois et al. 1956 décrite par
Albalasmeh et al., 2013 pour déterminer la teneur en glucides dans la matiére séche de
I’Azolla.

La méthode colorimétrique décrite est largement utilisée pour déterminer la teneur en
glucides dans des solutions aqueuses.

Elle repose sur la réaction des sucres avec l'acide sulfurique concentré et le phénol,
produisant une coloration détectable. Une gamme d'étalonnage est préparée a partir
d'une solution mére de sucre.

Les échantillons a analyser sont mélangés avec 1'acide sulfurique.
Apres l'absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 490 nm.

La concentration en glucose des échantillons est déterminée par comparaison avec la
courbe d'étalonnage.

Figure I1.11: Détermination colorimétrique
de la concentration des glucides.
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Figure I1.12 : Refroidissement des tubes dans I’eau a
20°C.
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II. 5. Extraction des composés bioactifs de la matiére séche de I’Azolla :

L'Azolla pinnata est une fougére aquatique connue pour ses propriétés bénéfiques pour
la santé. Elle est riche en composés bioactifs, notamment en polyphénols, flavonoides
et alcaloides, qui présentent des activités antibactériennes et antioxydantes. Ces
composés peuvent €tre extraits de la matiere seche de 1'Azolla pinnata a 1'aide de
différentes méthodes, telles que la macération, la décoction et l'extraction par solvant.

Plusieurs études ont démontré 1'efficacité des extraits d'Azolla pinnata contre un large
spectre de bactéries pathogenes (Jacob et al., 2020). Ces extraits ont ¢galement montré
une activité¢ antioxydante importante, capable de protéger les cellules contre les
dommages causés par les radicaux libres (Jacob et al., 2020 ; Elrasoul et al., 2020).

L'extraction des composés bioactifs de 1'Azolla pinnata présente un intérét particulier
pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques naturels (Mithraja et al.,
2011). Ces composés pourraient étre utilisés pour traiter des infections bactériennes, des
maladies inflammatoires et d'autres pathologies liées au stress oxydatif.

Dans notre étude, les solvants ont ét€¢ combinés comme solvant d'extraction pour extraire
les composés d'intérét bioactifs a partir des échantillons ;

Les solvants sont des solvants couramment utilisés pour extraire des composés
bioactifs, mais le méthanol se distingue par des avantages particuliers pour cette
application. En effet, sa volatilit¢ inférieure permet une évaporation plus rapide,
facilitant ainsi 1'élimination du solvant aprés l'extraction et la concentration des
composés d'intérét (Aghahossein Shirazi et al.,2019).

Dans notre étude, deux méthodes ont été¢ adoptées pour extraire les composés actifs
présents dans les échantillons, la méthode d’extraction par macération et la méthode
d’extraction par ultrason, en utilisant trois solvants de polarités différentes (Farook et
al., 2019):

I1. 5.1. Extraction par macération :

Un échantillon de poudre d'4zolla pinnata a ét¢ macéré dans différents solvants. Les
extraits obtenus ont été filtrés, puis conservés pour des tests ultérieurs sur leurs
propriétés antibactériennes et antioxydantes.

Les extraits obtenus vont étre testés pour évaluer les pouvoirs antibactérien et
antioxydant qui sont considérés comme des caracteres bioactifs.
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II. 5.2. Extraction par ultrason :

Cette méthode d'extraction utilise les ultrasons pour améliorer le processus.
L'échantillon est placé dans un bain ultrasonique, ce qui facilite 1'extraction des
composés d'intérét. Cette technique combine les principes de base de la macération avec
les avantages des ultrasons.

Les extraits obtenus a partir de cette extraction vont étre testés pour évaluer leur pouvoir
antioxydant.

11.5.3. Calcul du rendement d’extraction :

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de l'extrait apres
¢vaporation du solvant et la masse de la matiere seche ayant servi pour l'extraction
(Djamai, 2019).

Il est exprimé en pourcentage (%), et son calcul a été¢ obtenu a partir de la formule
suivante :

R% Me 100
= — X
T
D’ou:

Me : la masse de 1'extrait évaporée en g ;

Mt : Masse totale de la matiére séche en g.

Le rendement élevé est généralement synonyme d'un processus efficace et rentable.

23



Chapitre I1 Matériel & Méthodes

I1. 5.4. Dosages des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux de 1'Azolla pinnata a été déterminé par
spectrophotométrie, selon la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de
groupements hydroxyles présents dans I’extrait.

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de folin-ciocalteu. Le mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040)
est réduit, lors de I’oxydation des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungstene
(Ws023) et molybdéne (MogO23) des formes oxydées. La coloration produite est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot
et Charpentier, 2006).

II. 5.4.2. Méthode :

Le dosage des polyphénols totaux de 1'Azolla pinnata a été effectué par
spectrophotométrie en utilisant la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Cette
méthode repose sur la réaction entre les composés phénoliques et le réactif de Folin-
Ciocalteu, produisant une coloration bleue proportionnelle a la quantité de polyphénols
présents.

Le protocole, bas¢ sur celui de Singleton et Ross, implique le mélange des extraits
végétaux avec le réactif de Folin-Ciocalteu et une solution de carbonate de sodium.
Apres incubation, I'absorbance est mesurée a 765 nm.

Une courbe d'étalonnage utilisant l'acide gallique comme standard permet de quantifier
les résultats. Cette méthode a été appliquée a différents extraits obtenus par diverses
méthodes d'extraction et solvants.
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II. 6. Criblage phytochimique :

Le criblage phytochimique d'4zolla pinnata a été réalisé pour identifier les principaux
groupes de composés bioactifs présents dans la plante.

Cette analyse qualitative a utilisé une série de tests colorimétriques et de précipitation
pour détecter la présence de différentes classes de métabolites secondaires.

Les composés recherchés incluaient les saponines, terpénoides, flavonoides, oxalates,
phlobatannins, phénols, quinones, glycosides et anthocyanes.

Chaque test impliquait le mélange de 'extrait végétal avec des réactifs spécifiques, suivi
de l'observation de changements de couleur ou de la formation de précipités
caractéristiques.

Ces méthodes simples et rapides ont permis une évaluation préliminaire du profil
phytochimique d'Azolla pinnata, fournissant ainsi des indications sur son potentiel
thérapeutique, notamment ses propriétés antibactériennes et antioxydantes.
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I1.7. Valorisation des extraits bioactifs obtenus comme antibactériens :

La résistance croissante des bactéries aux antibiotiques classiques est une menace
majeure pour la santé humaine. La recherche de nouvelles solutions antibactériennes est
donc une importance capitale. Les extraits bioactifs issus de sources naturelles, telles
que d’Azolla pinnata, constituent une piste prometteuse dans ce domaine.

Donc nous avons étudié 1’activité antibactérienne des extraits bioactifs d’Azolla
pinnata.

Les souches ciblées :

Dans le but d'évaluer l'activité antibactérienne des extraits d’ Azolla pinnata obtenus,
quatre souches bactériennes ont été sélectionnées pour la procédure expérimentale
(Tableau I1.2).

Les souches bactériennes testées proviennent du Département de microbiologie du site
de production SAIDAL El-Harrach a Alger.

Avant d’étre utilisées, la pureté de ces souches a été parfaitement vérifiée au
laboratoire de microbiologie de SAIDAL ou tout le travail a été effectué¢, commencant
par plusieurs ensemencements sur la gélose nutritive (GN) suivi d’une coloration de
Gram ainsi que d’une caractérisation de leurs profils biochimiques.

Ces souches correspondent a des microorganismes pathogeénes d'intérét pharmaceutique:
» Gram négatif : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.
» Gram positif : Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis

Tableau I1.2 : Les différentes souches bactériennes utilisées pour 1’évaluation de
I’activité antibactérienne (sous un format différent).

Souche bactérienne Morphologie | Pathogénicit¢ | Impact
Staphylococcus aureus | Cocci Gram Pathogene Infections de la peau, voies
positif opportuniste respiratoires, systémiques
Pseudomonas Bacille Gram | Pathogene Infections nosocomiales graves,
aeruginosa négatif opportuniste brilures, immunodéprimés
Escherichia coli Bacille Gram | Pathogéne Infections intestinales, infections
négatif opportuniste des voies urinaires
Bacillus subtilis Bacille Gram | Non pathogene | Les probiotiques ont provoqué des
positif (Probiotique) infections sanguines chez un petit
nombre de personnes dont le
systéme immunitaire est affaibli.
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Milieux de culture :
. Les milieux de culture a été utilisés dans notre étude sont les suivants :

. La gélose Mueller Hinton (MH), servant a tester la sensibilit¢ des germes
utilisé dans notre étude aux extraits d’Azolla pinnata (Figure 11.13).

. Le bouillon BHIB, utilisé pour enrichir la croissance et le maintien nos
souches bactériennes Qans laboratoire. Les milieux de culture utilisés dans Figure I1.13: La gélose
notre ¢tude sont les suivants : Mueller Hinton (MH)

. La gélose Mueller Hinton (MH), servant a tester la sensibilit¢ des germes utilis¢ dans
notre ¢tude aux extraits d’Azolla pinnata (Figure 11.13).

. Le bouillon BHIB, utilisé pour enrichir la croissance et le maintien nos souches
bactériennes dans laboratoire.

I1.7.1. Evaluation de ’activité antibactérienne :
I1.7.1.1. Le principe d’antibiogramme :

C’est une méthode essentielle en microbiologie, permettant de déterminer la sensibilité
d'une souche bactérienne a différents antibiotiques. Cette analyse quantitative est
cruciale pour les cliniciens afin de choisir le traitement le plus efficace contre une
infection bactérienne spécifique.

Nos objectifs de la réalisation d’un antibiogramme sont :

- L’identification de la sensibilité aux antibiotiques : L'antibiogramme permet
d'identifier les antibiotiques auxquels une souche bactérienne donnée est
sensible. Selon les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CASFM, 2012).

- Lasélection du traitement appropri€ : En connaissant la sensibilité de la bactérie,
cela permet de choisir le traitement antibiotique le plus efficace pour combattre
I'infection. Cela aide a optimiser les résultats thérapeutiques en ciblant
spécifiquement les bactéries responsables de l'infection (CASFM, 2023).

I1.7.1.2. La méthode de diffusion sur disques :

. La méthode de diffusion sur disque est utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne
des extraits d'Azolla pinnata. Les cultures bactériennes sont préparées et ajustées a une
concentration standardisée. Le milieu Mueller-Hinton est ensemencé avec ces cultures,
puis des disques imprégnés des extraits a tester sont placés sur la gélose. Apres
incubation, les zones d'inhibition autour des disques sont mesurées pour déterminer
l'activité antibactérienne. Un antibiotique est utilisé comme contrdle positif. Les.
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Cette méthode permet d'évaluer l'efficacité des différents extraits d'Azolla pinnata
contre les souches bactériennes testées.

Figure I1.14 : Des souches bactériennes en
tubes BHIB dans un incubateur
microbiologique.

Figure I1.15 : Boite pétrie avec quatre
disques de contrdle antibactérien
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I1.8. Valorisation des extraits bioactifs de I’Azolla pinnata comme antioxydants :

L'accumulation de radicaux libres dans I'organisme est associée a diverses pathologies
chroniques, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires. Les antioxydants sont
des substances capables de neutraliser ces radicaux libres et de protéger les cellules
contre leurs effets déléteres.

La recherche de nouveaux antioxydants naturels est d'un intérét croissant en raison des
effets secondaires potentiels des antioxydants synthétiques. Les extraits bioactifs issus
de sources naturelles, telles que 1’Azolla pinnata, constituent une source prometteuse
d'antioxydants naturels, dans notre ¢tude on a testé le pouvoir anti-oxydant des extraits
bioactifs d’Azolla pinnata pour la valorisation, on a passé par plusieurs procédures :

I1.8.1. Evaluation du pouvoir antioxydant :

11.8.1.1. Test DPPH :

Le test de piégeage du radical DPPH est une méthode couramment utilisée pour analyser
l'activité antioxydante. Ce test est particulierement adapté pour les dosages effectués en
milieu alcoolique. Le DPPH est un radical libre stable qui agit comme accepteur
d'¢lectrons ou d'hydrogéne. Cette méthode repose sur la réduction de la solution
alcoolique de DPPH en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene, ce qui entraine
la formation de la forme non radicalaire (DPPH-H). La présence de ces radicaux
(DPPH*) donne a la solution une coloration violet foncé. Lorsque ces radicaux sont
réduits par un antioxydant, la solution se décolore et vire au jaune (DPPH-H) (Figure
I1.12). Ce changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a une longueur
d'onde de 517 nm (Pyrznska et Pekal ,2013), permettant ainsi de déterminer le potentiel
antioxydant des extrait d’Azolla pinnata.

® . r .o

AH)—-—» N~ \/\\. + A

@ OQN/I‘\./LNoz <§ ON )\\/\NOZ

2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine
AH: Antioxidant

Figure I11.16 : Structure chimique du radical DPPH et sa réaction avec
I’antioxydant (AH).
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11.8.1.2. Mode opératoire :

La méthode de piégeage des radicaux DPPH est utilisée pour évaluer l'activité
antioxydante. Une solution de DPPH est préparée dans du méthanol.

Différentes concentrations d'extrait alcoolique sont testées, mélangées avec la solution
DPPH et du méthanol supplémentaire.

Un échantillon témoin est préparé sans extrait. Apres incubation a l'abri de la lumicére,
l'absorbance est mesurée par spectrophotométrie UV-Visible.

L'acide ascorbique sert de référence et est préparé dans les mémes conditions.

Cette méthode permet de comparer l'activité antioxydante de 1'extrait étudi€ a celle d'un
antioxydant connu.

On a appliqué cette méthode aux extraits préparés par macération et ultrasons
dans les mémes conditions opératoires afin d'évaluer leur activité antioxydante en
vue d'une comparaison.

Figure I1.18: Tubes avec différentes
concentrations d’acide ascorbique.

Figure I1.17: Tubes avec différentes
concentrations d'extrait méthanolique.
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Chapitre 11 Résultats & Discussions

II1. Résultats et Discussions

Dans cette section, nous présenterons et interpréterons les résultats des divers dosages
et analyses effectués pour évaluer la qualité biochimique de la matiere seéche des Azollas
récoltées, ainsi que le pouvoir antimicrobien et antioxydant de leurs extraits.

I1I. 1. Identification de ’espece d’Azolla récoltée

Azolla pinnata est une petite fougere aquatique flottante qui vit en symbiose mutuelle
avec une cyanobactérie (Nostoc azollae), laquelle réside beaucoup dans les eaux
stagnantes comme les lacs.

La cyanobactérie peut fixer 1'azote atmosphérique en ions ammonium, qui constituent
une source d'azote pour la fougere aquatique. La décomposition ultérieure de la fougere
aquatique enrichit le sol des riziéres en azote et, en raison de son utilité¢ en tant que
biofertilisant azoté, I’ Azolla pinnata est largement cultivée parmi les cultures de riz pour
assurer un apport constant d'azote au sol (Mandakini et al., 2016).

Figure IIL.1 : Evolution de la biomasse d'4zolla pinnata
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II1. 2. Caractérisation biochimique de I’4zolla pinnata:

La composition biochimique de 1’ Azolla pinnata analysée dans notre étude ainsi que
celle trouvée par d’autres études a titre comparatif sont présentées dans le tableau I11.1
ci-dessous.

Tableau II1.1: Composition biochimique des €chantillons analysés d’ Azolla pinnata.

Présente Résultats

Caractérisation ¢tude/2g Van Hove et  Alalade et al. Adzman et

al. (1995) (2006) al. (2022)
Humidité (%) 12.99 - - 6.38
Cendres (%) 30.94 10-20 16.2 14.39
Lipides (%) 4.78 3-6 2.7 6.37
Protéines (%) 14.31 51-58 21.4 27.1
Glucides (%) 36.98 3-5 47 45.86

II1.2. 1. Détermination de teneur d’humidité :
Le teneur en humidité de la matiere seche a été trouvée égale a 12.99%.

Il s’agit d’une valeur doublement supérieure a celle trouvée par Adzman et al. 2022
(Tableau III.1) dans la maticre séchée dans I’étuve.

11.2.2. Détermination de la teneur en cendre :

Les analyses effectuées ont révélé que 1’ Azolla pinnata renferme une teneur en cendres
au voisinage de 30.94% /2g qui est supérieure a celle trouvée par Adzman et al. (2022)
(Tableau II1.1).
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II1.2.3. Détermination de la teneur en matiere grasse :

Tableau II1.2 : les résultats des échantillons d’Azolla pour la teneur en maticére grasse

Echantillons 1 2
Teneur en matiére grasse 10.16% 7.06%

On calcule la moyenne des deux échantillons pour trouver le teneur en matiere grasse
totale dans 1’ Azolla pinnata : 4.78% /2g

Dans notre étude, nous avons trouvé une teneur en matiere grasse de 4.78% /2g de
maticre grasse totale dans I’ Azolla pinnata .

Une valeur supérieure a celle trouvée par Alalade et al. (2006), et avoisinant celle
trouvée par Van Hove el al. (1995) entre 3 et 6%, mais elle reste inférieure a la valeur
mentionnée par Adzman et al. (2022) (Tableau I11.1).

La teneur en matiere grasse dans les fougeres aquatiques dépend de l'espéce et est
affectée par des conditions de culture dans I’eau telles que les nutriments, la salinité, les
périodes d'intensité lumineuse, la température, le pH et méme l'association avec d'autres
micro-organismes (Stengel et al., 2011).

I11.2.4. Détermination de la teneur en protéine :

Tableau II1.3 : les résultats des échantillons d’Azolla pour la teneur en protéine.

Echantillons 1 2 3
la teneur en protéine 17.67% 8.79 % 16.49 %

On calcule la moyenne des deux échantillons pour trouver la teneur en protéine totale
dans I’Azolla pinnata :14.31 %

Les protéines représentent un constituant essentiel dans les cellules. Ils jouent un rdle
capital dans leur croissance, réparation ainsi que leur maintenance en plus d'étre un
régulateur des activités qui menace la cellule.

La teneur en protéines a été calculée par la méthode de Kjeldahl en utilisant le facteur
de conversion de l'azote 6.25. La multiplication de la quantité¢ d’azote trouvée par ce
facteur, nous a donné une valeur de 14.31 % /2g qui est nettement inférieure a celle
rapportée par Adzman et al. (2022), Van Hove et al. (1995) mais proche a celle trouvée
par Alalade et al., (2006) (Tableau III.1).
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II1.2.5. Détermination de la teneur en glucides :

Les volume prélevé a partir de la solution meére a été calculé selon la formule (7). On a
trouvé respectivement les volumes suivant :2.5 ml, Sml ,10ml, 12.5ml.

La concentration en glucide a été déterminée graphiquement (Figure II1.2) apres ’avoir
¢té calculée selon la formule (8) ci-dessous:

[Glucides] = 0.01735 mg/ml
On a calculé la teneur en glucide selon la formule (8.a) :
G%=36.98% /2g

Les glucides jouent un rdle essentiel dans Azella pinnata, car ils constituent des
¢léments clés de la paroi cellulaire, assurant sa structure et sa rigidité. De plus, les
glucides servent de réserve énergétique, permettant a la plante de survivre et de
développer son systeme de défense, ce qui lui permet de résister dans diverses conditions
environnementales (Mohnen et al.,1993).

Dans notre ¢tude, nous avons trouvé un teneur en glucides d'environ 36.98% /2g dans
Azolla pinnata, qui est nettement supérieure a celle rapportée par de Van Hove et al.
(1995). Cette valeur est cependant inférieure a celle rapportée par Alalade et al. (2006),
et Adzman et al. (2022) (Tableau III.1) .
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II1. 3. Valorisation des extraits bioactifs de I’Azolla pinnata :

Le deuxieéme volet de notre é¢tude a été consacré a 1’étude de la possibilité d’utilisation
des extraits bioactifs de la mati¢re séche de 1’azolla comme des antibactériens et des
antioxydants.

I1I. 3.1. Extraction des composés bioactifs :

L'extraction des composés bioactifs est une opération trés délicate. Elle nécessite une
procédure capable de décomposer la paroi cellulaire pour libérer les composés bioactifs
contenus a l'intérieur, tout en minimisant les risques de les endommager. Pour cela, nous
avons utilisé¢ des solvants ayant la capacité de pénétrer la paroi cellulaire, avec une
polarité adaptée aux molécules cibles. Deux méthodes d'extraction ont €t¢ mises en
ceuvre : la macération et le traitement par ultrasons.

III. 3. 1. 1. Rendements des extractions :

Les rendements d'extraction relatifs aux différents extraits du végétal exprimés en %
g/g de matiére séche.

Les résultats de I’extraction par les deux méthodes et dans les différents solvants
utilisés sont calculée selon la formule mentionnée dans le protocole. A travers ces
résultats d'extraction de la matiere seche de I’ Azolla, on a pu constater que le
rendement le plus élevé a été noté pour l'extrait alcoolique traité par ultrason 35.24 %
(g/g), cependant, des valeurs plus faibles ont été notées pour l'extrait alcoolique 2 de
'ordre de 3.6 % (g/g) traité par macération. Ces résultats sont supérieurs a ceux
trouvés par Djamai et al. (2019) pour prouver que le traitement par ultrason ¢’est une
meilleure méthode d’extraction (Figure II1.3).
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Extrait de alcoolique

Extrait alcoolique

Extrait d’eau

Figure II1.3 : Photos des extraits apres évaporation dans les différents solvants.

I1I. 3. 1. 2. Dosage des polyphénols totaux :

Les composés phénoliques constituent le groupe principal qui contribue a ’activité
antioxydante des végétaux, fruits, céréales et d’autres matériels a base de plantes
(Tachakittirungrod et al., 2007). C’est la raison pour laquelle, le dosage des phénols
totaux de notre plante a été effectué¢ dans cette étude.

Dans le but de déterminer la teneur totale des phénols de 1'4zolla pinnata, un dosage a
été effectué au niveau de l'extrait brut de composés phénoliques par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Cette méthode est la plus utilisée pour déterminer la
quantité totale des polyphénols solubles (Figure I11.4 ; Figure II1.6).
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Figure II1.4 : Tubes a essais révélant les résultats de dosage des polyphénols.
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Figure II1.6 : Photos des solutions de la gamme d'étalonnage d'acide gallique
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Les polyphénols posseédent des propriétés antioxydantes importantes, leur concentration
¢tant directement liée a l'activité antioxydante.

Les études comparatives entre différentes méthodes d'extraction et divers solvants ont
révelé que la teneur en polyphénols varie significativement selon ces parametres.

Généralement, le solvant le plus polaire s'est avére le plus efficace pour extraire les
polyphénols, que ce soit par ultrason ou par macération.

L'extraction par ultrason a donné des concentrations en polyphénols plus €levées que la
macération pour tous les solvants testés.

Ces résultats soulignent que le contenu phénolique dans les extraits dépend a la fois de
la polarité du solvant utilisé et de la méthode d'extraction employée.

Le solvant le plus efficace présente un pouvoir de solvatation supérieur pour les
composés phénoliques, favorisant ainsi leur extraction des matrices végétales (Hatano
etal., 1989).
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III. 3.2. Criblage phytochimique :

Une analyse phytochimique a été réalisée sur des extraits d'A. pinnata obtenus avec
différents solvants, testant la présence de 9 composés phytochimiques.

Les résultats ont montré que certains composes, tels que les flavonoides, le phénol, les
quinones et les saponines, étaient présents dans tous les extraits.

D'autres composés €taient présents dans certains extraits mais absents dans d'autres.

Enfin, quelques composés phytochimiques n'ont été détectés dans aucun des extraits
testés.

Cette analyse a permis de mettre en ¢évidence la variabilit¢ de la composition
phytochimique de la plante en fonction du solvant d'extraction utilisé. (Figure I11.7).
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Figure II1.7 : Photos des résultats des différents tests de criblage phytochimique.
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II1. 4. Evaluation de ’activité antibactérienne :

L’estimation du pouvoir inhibiteur des extraits d’Azolla pinnata par le diamétre
d’inhibition (DI) est faite selon la classification rapportée par Ponce, A. G., et al. (2003):

- Fortement inhibitrice lorsque : @ > 28 mm de la zone d’inhibition ;

- Modérément inhibitrice lorsque : 28 mm > @ > 16 mm de la zone d’inhibition ;
- Légerement inhibitrice lorsque : 16 mm > > 10 mm de la zone d’inhibition ;
- Non inhibitrice lorsque : @ < 10 mm de la zone d’inhibition

. La souche S. aureus s’avere la plus sensible dans 1’extrait éthanolique par rapport toutes
le reste des extraits. Cette sensibilit¢ est méme plus ¢élevée a celle connue a la
ciprofloxacine (29mm). Cependant, représentent un probléme de santé publique
important. Elles touchent environ 1 a 10% des patients hospitalisés et sont responsables
d'un nombre important de déces. Les patients a risque d'infections nosocomiales a S.
aureus comprennent les personnes agées, les immunodéprimées, les patients porteurs de
cathéters intraveineux et les patients ayant subi des interventions chirurgicales majeures.

. Il est, avec Escherichia coli, le pathogene le plus fréquemment isol¢ dans la pathologie
des pneumonies acquises sous ventilation mécanique.

Les concentrations des Extrait : éthanol : 14.4 mg/mL, méthanol : 36.6 mg/mL, eau
distillée: 15.29 mg/ml

Les dilutions d’extrait 1/2 : éthanol : 12.2 mg/mL, méthanol : 18.3 mg/mL, eau distillée
: 7.64 mg/mL.

. Les extraits d'Azolla pinnata ont démontré une activité antibactérienne variable
contre plusieurs souches bactériennes testées, notamment Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis. Les zones
d'inhibition observées variaient généralement entre 10 et 15 mm de diametre, indiquant
une activité inhibitrice 1égere a modérée. L'efficacité des extraits différait selon le type
de bactérie ciblée, avec certains extraits montrant une meilleure efficacité contre des
souches spécifiques.

Les dilutions des extraits ont généralement maintenu une certaine activité
antibactérienne, bien que parfois réduite par rapport aux extraits non dilués. Certaines
dilutions ont montré une inhibition 1égere contre toutes les bactéries testées, tandis que
d'autres n'ont été efficaces que contre certaines souches spécifiques. Il est important de
noter que certains extraits et leurs dilutions n'ont pas montré d'activité inhibitrice
significative contre certaines bactéries, les zones d'inhibition étant inférieures a 10
mm.

La concentration des extraits a joué un role important dans leur efficacité, avec des
concentrations plus élevées produisant généralement des zones d'inhibition plus
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importantes. L'efficacité relative des extraits variait selon les pathogénes, certains étant
plus efficaces contre S. aureus, d'autres contre P. aeruginosa, par exemple.

Ces résultats sont cohérents avec d'autres études rapportées dans la littérature,
notamment celle de Farook et al. (2019), confirmant le potentiel antibactérien d'Azolla
pinnata contre divers pathogénes. Cependant, ces études soulignent également la
variabilité de 1'efficacité des extraits selon les conditions expérimentales, les méthodes
d'extraction et les souches bactériennes testées..

I I
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E.coli S.aureus P.aeruginosa B.subtilis
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Figure II1.8 : Diametre des zones d’inhibition avec les différentes concentrations
de différents des extraits d’Azolla pinnata.

EE : Extrait éthanolique.

EM : Extrait méthanolique
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I11. 5. Evaluation du pouvoir antioxydant :

Les valeurs de l'activité antioxydante in vitro des extraits méthanoliques d'Azolla
pinnata des deux méthodes d’extraction (macération, ultrason) évaluées selon le test de
DPPH sont exprimées en pourcentage d'inhibition (I%) du radical DPPH, calculé selon
la formule (9). Les résultats sont comparés a ceux obtenus avec 1'acide ascorbique pris
comme référence.

L'étude compare deux méthodes d'extraction de composés a activité antioxydante.

La méthode par ultrasons semble produire des extraits 1égerement plus efficaces que la
méthode par macération en termes d'inhibition.

Cependant, les deux méthodes montrent une bonne corrélation entre la concentration en
composés phénoliques et 1'activité antioxydante des extraits obtenus.

L'activité d'inhibition des extraits augmente rapidement a faibles concentrations avant
de se stabiliser a des concentrations plus élevées, contrairement au composé de référence
qui maintient une activité constante sur toute la plage de concentrations étudiée.

ICso représente la concentration d'antioxydant requise pour réduire de moitié la
concentration initiale du radical DPPH. Cette valeur est un indicateur important de
l'efficacité antiradicalaire : plus 1'ICsp est basse, plus l'activité antiradicalaire de 1'extrait
est ¢levée. Pour déterminer I'Cso, on trace une courbe montrant le pourcentage
d'inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de I'extrait.

D'aprés nos résultats, l'extrait méthanolique d'Azolla pinnata présente un pouvoir
antioxydant significatif, avec une inhibition moyenne du radical DPPH pour l'extraction
par macération et par ultrason. Les polyphénols et les polysaccharides présents dans les
extraits sont probablement responsables de cette activité antioxydante. Ces résultats sont
cohérents avec les études antérieures, telles que celle de Quiroz-Reyes et al.,2013 qui
ont montré que I'extraction par ultrason est plus efficace que la macération traditionnelle
pour extraire des composés antioxydants, entrainant ainsi une activité antioxydante plus
¢élevée.
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Conclusion :

Dans notre travail, nous avons réalisé¢ une caractérisation biochimique de I’Azolla
pinnata qui est une fougére aquatique qui flotte librement a la surface du plan d’eaux
douces. Ainsi qu’une contribution a la valorisation d’un de leurs différents intéréts
potentiels. Aprés la récolte des Azollas et préparation de la matiere seche, leur
caractérisation a été réalisée en déterminant la teneur en humidité, en cendre, en matiéres
grasses, en protéines et en glucides. Les extractions des composées bioactifs obtenus par
la suite, ont été testés en termes du pouvoir antibactérien antioxydant.

Les résultats de la composition biochimique des échantillons analysés ont montré
un taux d’humidité au voisinage de 12.99 %. Notre végétal renferme un taux de cendres
de 30.94%/2g ; une teneur en matiere grasse de 4.78 % /2g ; une teneur en protéines de
14.31 % et un taux de glucides au voisinage de 36.98%. Il a été constaté que la
composition biochimique est conditionnée par la qualité de I’eau, et elle peut étre
affectée par le changement des parametres de culture (Azote, température, pH, la saison
de culture, etc.).

En ce qui est des résultats d'extraction de la mati¢re seche des Azollas, nous avons
pu constater que le rendement le plus ¢élevé a été noté pour l'extrait alcoolique (35,24 %
(g/g) obtenu en utilisant 1’extraction par ultrason. Cependant, des valeurs plus faibles
ont été notées pour l'extrait alcoolique 2 de l'ordre de 3.6 % (g/g) obtenu a partir de
I’extraction par macération.

Quant au volet valorisation, il est bien connu que les différentes especes d’Azolla
ont un potentiel important dans une grande variété d'applications puisqu’elles pourraient
contenir différents composés bioactifs. Les résultats des extractions des composées
bioactifs ont prouvées que I’activité antioxydante de I’extrait d’Azolla et que
I’augmentation de la réduction du DPPH est proportionnelle aux concentrations utilisées
de nos extraits.

En outre, I’Azolla est dotée d’une activité antibactérienne sur les souches
bactériennes testées surtout sur staphylococcus aureus et Escherichia coli qui ont
montré une grande sensibilité envers 1’extrait alcoolique 2. Ce qui permet leur utilisation
¢ventuelle dans les domaines pharmaceutique et cosmétique.

Ce travail nous a permis de constater 1'apport que peut avoir I'é¢tude des différentes
possibilités de valorisation des Azollas pour les utiliser comme sources des produits
d’intérét dans les différents secteurs économiques.

Des ¢tudes supplémentaires sont toutefois nécessaires pour isoler les molécules
contenues dans les extraits actifs de 1’Azolla pinnata afin de les tester in vivo, sur
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différents modeles biologiques, dans le but de chercher des applications possibles dans
les domaines pharmaceutique et cosmeétique.
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Annexes 1




Figure a : Préparation de la Figure b : Creuset contenant la poudre d'Azolla
matiére seche de I’Azolla pinnata pesé et placé dans I'étuve pour le séchage.
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Figure c : Creuset contenant la
poudre d'Azolla placée dans
1'étuve pour la calcination.

Figure e : Extraction de lipides
d'Azolla pinnata a 'aide d'un
appareil Soxhlet.

Figure d : Concentration de
I’extrait par I’évaporateur
rotatif.
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Figure f : Refroidissement des tubes
dans I’eau a 20°C.

Figure 1 : Distillation du mélange
réactionnel par le Kjeldahl.
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L’élaboration du BMC

Pour I’¢laboration du BMC de notre projet, on a suivi une formation sur le BMC

Des cessions de formation sur le BMC ont eu lieu au niveau de I’incubateur "Blue
Start" de notre école ENSSMAL, Elles nous ont permis d’apprivoiser 1’outil
managérial en question et assimiler ses principes. Cette formation étalée du mois
d’avril 2024au 01/06/2024, nous a donné la possibilité d’orienter nos enquétes qui se
faisaient en parallele et d’apporter des éléments de réponses a nos questionnements.

Divers aspects de 1'entrepreneuriat ont été explorés et appliqués a notre étude de cas,
incluant le comportement entrepreneurial, la gestion de projet, la gestion financiére,
les propriétés intellectuelles, le label projet innovant, ainsi que le marketing et
l'analyse du marché.
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Présentation du projet

1. Idée du projet

L'idée de ce projet a germé dans le cadre du projet de fin d'études. En étudiant les propriétés
bioactives d'une plante présentant un fort potentiel agronomique 1'Azolla, nous avons
découvert ses richesses en vitamines, protéines et acides aminés. Cette découverte a ouvert la

voie a l'exploration de son utilisation comme source alternative et durable d'alimentation
animale.

Donc notre projet consiste a cultiver I’4zolla pinnata, dans une serre en vue de sa
commercialisation.

Domaine d’activité : Agriculture
Code d’activité : 107608
Statut juridique : SARL

Nom commercial : AZOLLACEA

AZOLLACEA
,V/m verir fic
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2. Les Valeurs suggérées

Produit locale, présent une durabilité, performance nutritionnelle, impact positif sur la santé
animale.

Conception et qualité : Garantir un produit de qualité supérieure, répondant aux besoins des
animaux et aux attentes des clients.

L’azolla présente de nombreuse valeur :

- Peu exigeant, facile a multiplier, cultiver et entretenir.

- L'Azolla humide contient 94 a 96 % d'eau, 20 a 30 % de protéines en poids sec, 2,5 a
3,0 % de potassium, 0,5 a 1,5 % de calcium et 1,0 a 1,2 % de magnésium. a 1,5% de
zinc et de cuivre, de 0,5 a 1% de phosphore, de 3 a 3,5% de matiéres grasses, de 4 a 5
d'azote, de 8,0 a 10% de fibres, en plus des vitamines A, B12, antitoxines,
antioxydants, stimulateurs de croissance , antifongiques, et des antimicrobiennes.

- Croissance rapide et trés importante. Forte capacité de multiplication. L’ Azolla peut
doubler de biomasse en 5 a 10 jours.

Voici des photos qui montrent la consommation d’Azolla par les animaux
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3. Equipe de travail

L’équipe de travail est constituée de :

BENTCHIKOU Latifa

v" Enseignante/ Chercheur

v Magister, Procédés chimiques et environnement

v A encadrer et suivi les étudiantes dans la réalisation de 1’idée de projet
CHAYANI Ilham :

v Etudiante en 3¢me année 2éme cycle

v' Spécialité Biotechnologie Marine

v A suivi la formation sur I’entrepreneuriat et création d’entreprise dans 1’incubateur
BlueStart de ’TENSSMAL

MILAT Aziz :

v Etudiante en 3¢me année 2éme cycle

v' Spécialité Biotechnologie Marine

v A suivi la formation sur I’entrepreneuriat et création d’entreprise dans 1’incubateur
BlueStart de ’"ENSSMAL

4. Objectifs du projet

Le projet vise a commercialiser 1’4zolla, pour remplacer les ingrédients importés coliteux et
polluants dans l'alimentation animale et I’agriculteur

5. Le planning de réalisation du projet

Les taches / Mois 01 (02 (03 |04 |05 |06 |07 (08 |09 |10 |11

12

Etude préalable : X
préparation des documents
nécessaires

Commande des équipements X

Construction d’un si¢ge de
production

X

Installation des équipements

X

Achat de matieres premiéres X

Réalisation du projet et la X I X [ X [ X [ X [ X | X |[X

production
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Aspects innovants du projet

Nature d’innovant

Le projet présenté dans le cadre de notre BMC ne présente pas un aspect innovant ; il s'agit
donc d'un projet de micro-entreprise.

Analyse stratégique du marché

1. Marché potentiel

Le marché potentiel de cette plante dépendra de la demande pour des alternatives durables et
¢conomiques dans l'agriculture, ainsi que de l'adoption par les agriculteurs et les éleveurs pour
améliorer la productivité tout en minimisant les impacts environnementaux.

Demande croissante pour des solutions durables : Avec I'accent accru sur
l'agriculture durable et la réduction des intrants chimiques, Azolla représente une
alternative attrayante en tant qu'engrais vert naturel. Sa capacité a fixer I'azote
atmosphérique et a améliorer la fertilité du sol peut attirer les agriculteurs cherchant a
améliorer leur rendement de maniere €cologique.

Utilisation dans I'alimentation animale : Azo/la est également utilisée comme
complément alimentaire aux animaux (bétail, volaille, poissons...) en raison de sa
richesse en protéines, vitamines et minéraux. La demande pour des sources
alternatives de protéines végétales dans l'alimentation animale pourrait stimuler son
utilisation a plus grande échelle.

Potentiel pour la bioénergie : En tant que biomasse a croissance rapide, Azolla peut
étre explorée pour la production de biocarburants ou d'autres formes de bioénergie,
contribuant ainsi a diversifier les sources d'énergie renouvelable.

Domaine de recherche : Des efforts continus de recherche et de développement pour
améliorer la culture, la récolte et 1'utilisation d'4zolla pourraient ouvrir de nouvelles
applications et marchés, notamment dans les industries pharmaceutique, cosmétique et
alimentaire.

2. Marché cible (le segment)

Pour le lancement initial du projet, le marché cible local est :

v’ Les agricultures (en tant qu’engrais vert naturelle).
v" Les éleveurs des animaux (en tant qu’aliment).
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3. Raisons du choix de ce marché cible
- Fort potentiel de croissance : La demande pour des aliments de haute qualité et durables
dans ces segments est en augmentation.

- Retour sur investissement rapide : La croissance rapide de 1'4zolla permet de répondre
rapidement aux besoins alimentaires des volailles et des poissons, assurant ainsi un retour
rapide sur investissement.

- Etudes et preuves existantes : De nombreuses études montrent les bénéfices de 1'4zolla
dans l'alimentation des animaux, ce qui facilite la mise en place et la démonstration des
avantages a ces segments de marché.

Des études scientifiques ont démontré les effets bénéfiques de 1'4zolla sur la
performance des animaux d'élevage. L'incorporation de 1,5 a 2 kg d'4zolla dans les aliments
concentrés a entrainé une augmentation globale de la production laitiere de 15 a 20%.

Dans le cas des poulets de chair, 1'ajout de 40% d'Azolla a leur alimentation a eu un impact
positif sur leurs performances zootechniques (poids moyen) sans altérer leurs paramétres
biochimiques, et augmente la production d'ceufs de 20 % pour les Poules pondeuses.

Fixation d'azote : Azolla a une relation symbiotique avec une cyanobactérie qui lui permet de
fixer 1'azote atmosphérique. En intégrant Azo/la dans les systémes agricoles, elle enrichir le
sol en azote disponible pour les cultures suivantes, réduisant ainsi le besoin d'engrais azotés
synthétiques et les colits associés.

Elle est largement utilisée comme engrais vert dans les systemes de riziculture, en particulier
en Asie du Sud-Est. Dans certaines régions, elle est intégrée dans les pratiques agricoles
traditionnelles et est couramment utilisée pour améliorer la fertilité du sol et augmenter les
rendements de riz.

4. Possibilité de conclure des contrats d'achat avec certains clients
importants

Pour maximiser la réussite du projet, il est essentiel d'identifier et de conclure des contrats
d'achat avec des clients clés dans les segments cibles. Voici une stratégie pour y parvenir :

1/ identifier les clients :

Les producteurs des animaux : Entreprises possédant des fermes des animaux
(volaille, bétail, poisson) a grande échelle. Ces producteurs cherchent souvent a
améliorer la santé de leurs animaux.

Distributeurs d'aliments pour les animaux : Entreprises spécialisées dans la
fourniture des aliments, qui pourraient intégrer 1'Azolla dans leurs produits.
2/ Sensibilisation :

En mettant en avant les avantages de /'Azolla pinnata et en offrant des incitations
attractives pour encourager 1'adoption.
3/ Réduction de prix

Dans I’achat plus de 10kg, le prix devient 600DA /kg
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5 .L.a mesure de l'intensité de la concurrence

D’apres nos recherches, les concurrents les plus importants sur le marché local qui produisent
1’Azolla sont classés selon leur part de marché comme suit :

Concurrence directe : moyenne, peu d'acteurs proposent la vente d'4zolla.

Concurrence indirecte : Forte, marché des aliments pour les animaux dominés par les produits
importés aussi le marché des engrais chimique présente un potentiel significatif.

6. La stratégie marketing

C'est I'ensemble des techniques utilisées afin de sensibiliser les clients potentiels a acheter nos
produits.

Dans la commercialisation de nos produits, nous appuyons sur une stratégie de
commercialisation a des prix compétitifs grace a notre controle de la réduction des cofts. Et
on a directement basé sur la stratégie de marketing mix (Produit, Prix, Places, Promotion).

7. Relations Clients :

- Les réseaux sociaux (Facebook, instagram...) recueillir réguliérement les
commentaires des clients

- Service aprés-vente (s’assure que les clients sont satisfaits)

- Des remises et des cartes de fidélité
Dans I’achat plus de 10kg, le prix devient 600DA /kg

8. Canaux de distribution

- Les réseaux sociaux (Facebook, instagrame)

- Les publicités

- La livraison de produit

- Participation a des salons et des évenements agriculture
v SIPSA FILAHA (26-29/05/2025),
v" AGRIPRO EXPO ORAN (du 29/01 au 01/02/2025)
v" AGROPACK EXPO (du 11 au 14/02/2025)

Pour atteindre nos clients, nous favoriserons le canal de distribution en face a face, permettant
une remise directe au client. Comme prévu dans notre politique commerciale, 1'Azolla sera
transporté par nos agents directement aux clients concernés, ou il sera remis en mains propres
au client.
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Plan de production et organisation

1. Le Processus de production
Culture d’A4zolla pinnata : le projet présent offre un produit d’alimentation des animaux et
un engrais vert naturelle a base d’Azolla pinnata.

» Fabrication
Apres I’installation de la serre(de 15 metre/30métre), il suffit de creuser des
bassins(de 2metre/9,5) d’une vingtaine de centimetres, de le couvrir avec une bache
imperméable et de le remplir d’eau et de temps en temps un peu d’engrais pour
pouvoir cultiver ces plantes aquatiques flottantes, qui donnent en quelques jours déja
un résultat, explique-t-on de méme source.

Voici photo qui montre une serre d’Azolla

» Achat de matiéres premiéres
L’achat de matiere premicre se déroule par téléphone avec le fournisseur.
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2. I’ Approvisionnement

Détermination de la politique d'achat :

Pour la matiere premicere, 1’achat est en ligne avec livraison domicile

Pour I’eau et I’engrais, 1’achat s’effectué par contact téléphonique avec livraison a
domicile.

Les fournisseurs les plus importants :

Nous avons acheté un échantillon d’Azolla pinnata au niveau de la région des Issers -
Wilaya de Boumerdes pour lancer une culture primaire et effectué un prototype, donc
on va le recommande pour ce méme fournisseur la quantité nécessaire pour lance notre
projet.

La politique de paiement
Maine a main, ou bien par ccp.

3. La main d'ceuvre

Notre projet crée 02 postes d’emploi direct :
Ingénieure en agriculture.

Transporteur.

4. Les Principaux partenaires

Incubateur de "ENSSMAL (Blue start)

Financement familial (les parents)

Fournisseur de la matiére premier (OMAR Hassane, willaya de Boumerdes)
Fournisseur d’engrais (CHAYANI Ramzi, willaya de Bouira)
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5. Les activités clés

La culture et la commercialisation d’Azolla pinnata

La surveillance et la récolte

Plan financier

1. Coits et Charges d'Installation

Equipement d’installation Codts
Serres en nylon 300 000 DA
Balance 6 500 DA
Citerne de 500L 10 000 DA
Tuyau de 50 metres 3500 DA
Total 320 000 DA

Tableau (1) : les cofits et les charges d’installation

2. Colits et charges de Production Mensuels

Les charges Codts
Ingénieur 40 000 DA
Transporteur 30 000 DA
Eau de culture 500 DA
Remplissage de la citerne 1 000 DA
Emballage 30 000 DA
Engrais 3 317,50 DA
Matiére premiere 5 343,75 DA/

Total

110 161,25 DA

Tableau (2) : les couts des charges de production mensuels
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- Changement d'eau de culture (tous les 6 mois) : 3 000 DA / 6 = 500 DA/mois
- Remplissage de la citerne (tous les 2 mois) : 2 000 DA /2 =1 000 DA/mois
- Emballage (4 contenants de Skg par jour) : 4 x 250 DA x 30 jours = 30 000 DA/mois
- Engrais (tous les 6 mois), 1kg /4m?: 171 m?/4 m? * 1 kg =42,75 kg
Cot pour 10 kg d'engrais : 4 700 DA
Cout pour 42,75 kg : 42,75 kg / 10 kg * 4 700 DA =19 905 DA/ 6 =3 317,50 DA/mois
- Matiére premicre (achat une fois seulement) : 171 m?/4 m? * 1,5 kg = 64,125 kg
Cott pour 1kg d’Azolla =1000DA
Colit pour 64,125 kg x 1 000 DA =64 125 DA /12 =5 343,75 DA/mois

3. Quantité de Production et Prix de Vente

-La production quotidienne par jour est 1 kg/4 m?, donc :

Pour 9 bassines de 19 m?, qui donne une surface totale de 171 m?, on a 42,75 kg/jour
- Ventes au client spécial : 10 kg/jour x 365 jours x 600 DA/kg =2 190 000 DA/an

- Ventes restantes : 32,75 kg/jour x 240 jours x 800 DA/kg = 6 288 000 DA/an

- Chiftre d'affaires total : 2 190 000 DA +6 288 000 DA = 8 478 000 DA/an

Clients Quantité (kg/jour) Prix (DA/Kkg)
Client spécial 10kg 600DA

Autre clients 32,75kg 800DA

Total 42,75 kg 32 200 DA/kg

Tableau (3) : les quantités et les prix de vente journaliére

Clients Chiffre d'affaires (DA/an)
2 190 000 DA/an
Autre clients 6 288 000 DA/an
Total 8 478 000 DA/an

Tableau (4) : le chiffre d’affaires annuel

Client spécial
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4. Comptes de Résultats Escomptés

Annexes

Chiffre d'Affaires Annuel 8 478 000 DA
Codts de Production Annuel 1321 935 DA
Amortissement des Cotts d’Installation 64 000 DA/an
Total des Codts Annuel 1 385935 DA
Résultat brut Annuel 7 092 065 DA

Tableau (5) : Résultats brut Annuel

- Cotits de Production Annuel : 110 161,25 DA/mois x 12 =1 321 935 DA/an

- Amortissement des Cofts d'Installation (sur 5 ans) : 320 000 DA /5 = 64 000 DA/an

- Total des Cotts Annuel : 1 321 935 DA + 64 000 DA =1 385 935 DA

- Résultat brut Annuel : 8 478 000 DA -1 385 935 DA =7 092 065 DA

5.Fonds de Roulement

Les charges Codts
Dépenses d'installation 320 000 DA
Matiere premiere 64 125 DA
Les salariés 140 000DA
Eau et engrais 6 635DA
Total 533 760DA

Tableau (6) : Fonds de roulement (pour 2 mois de production)

Les dépenses d'installation + la matiére premiére + les salaries (dépenses des 2 mois) +1’eau

pour la culture et I’engrais :

320 000 DA+ 64 125 DA + 140 000DA + 3000DA + 6 635DA =533 760DA
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Business Model Canvas

Congu pour :

Congu par :

Date :

Version :

Partenaires clés ;f:fg’%

Incubateur de
’ENSSMAL (Blue
start)

Financement familial
(les parents)

Fournisseur de la
matiére premier
(OMAR Hassane,
willaya de
Boumerdes)

Fournisseur d’engrais
(CHAYANI Ramzi,
willaya de Bouira)

Activités Clés Eﬁ\,

- Lacultureetla
commercialisatio
n d’Azolla

pinnata

- La surveillance
et la récolte

Ressources clés Q

- Ressources
humaines :
Ingénieure en
agriculture,
Transporteur

- Financement
familial

Propositions de

Durabilité :
valoriser une
ressource locale et
renouvelable
Performance : offrir
une source nutritif
qui améliore la
santé et la
production
(Animale/
Végétale)
Accessibilité :
proposer une
solution accessible
aux ¢éleveurs locaux

Relation Client

<

Les réseaux sociaux
(Facebook, instagram...)
recueillir régulierement
les commentaires des
clients

Service aprés-vente
(s’assure que les clients
sont satisfaits)

Des remises et des cartes
de fidélité

Dans I’achat plus de
10kg, le prix devient
600DA /kg

Canaux i;@

Les réseaux sociaux
(Facebook, instagrame)
Les publicités
La livraison de produit
Participation a des salons
et des événements
agriculture

v" SIPSA FILAHA

Clients E-

- Les agricultures
locaux (en tant
qu’engrais vert
naturelle).

- Les éleveurs
des animaux
locaux (en tant
qu’aliment).
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- terrain

v" AGRIPRO EXPO
ORAN
AGROPACK EX

Annexes

Coiits

_ Amortissement des Cotits d’Installation (DA/an) : 64 000 DA/an
(serre en nylon, Balance, Citerne de 500L, tuyau de S0M)

- Cofts de production annuel : 1 321 810 DA
(Matiere premiere, Salaires, Eau de la culture, Remplissage de la
citerne, Emballage, Engrais)

- Couttotal : 1 385 935 DA

Revenus

Prix de vente de produit

- Chiffre d'Affaires Annuel : 8 478 000 DA
- Total des Coiits Annuel 1 385 935 DA
Résultat brut Annuel : 7 092 065 DA
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