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Introduction

Introduction

Depuis des siécles, les extraits de végétaux ont été utilisés pour diverses applications,
allant de la parfumerie et de l'aromatisation des aliments & la conservation des denrées
alimentaires et aux applications médicinales (Hammer & al., 1999). Parmi ces produits
végetaux, les huiles essentielles occupent actuellement une place particuliére (Sharifi-Rad &
al, 2017). En effet, ces derniéres annees, lintérét pour les huiles essentielles a
considérablement augmenté en raison de leurs diverses propriétés biologiques intéressantes
(Angane & al., 2022). Parmi ces plantes médicinales, le genre Eucalyptus, appartenant a la
famille des Myrtacées, se distingue par ses diverses propriétés biologiques grace a ses
nombreux composeés bioactifs tels que le 1,8-cinéole (Zonfrillo & al., 2022).

Parallelement, les problemes liés aux infestations d'insectes et aux infections
bactériennes représentent des défis majeurs dans les domaines de l'agriculture et de la santé
(Ngamo & Hance, 2007) (Aouf & al., 2022). Des bactéries comme Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa posent des risques sérieux en raison de leur résistance croissante
aux antibiotiques conventionnels. L'apparition de multi-résistances contre les principales

classes d'antibiotiques a conduit a une crise sanitaire majeure (Chouhan & al, 2017).

D'autre part, Les insectes ravageurs de denrées, généralement des Coléoptéres tels que
Tribolium castaneum, peuvent causer des pertes significatives dans les stocks de céréales,

compromettant ainsi la sécurité alimentaire (Ngamo & Hance, 2007).

Face a ces défis, la recherche de solutions alternatives naturelles est cruciale. Les
huiles essentielles d’Eucalyptus, offrent une solution potentielle grace a leurs propriétes
insecticides et antibactériennes. Elles agissent comme des bio-pesticides et possedent des
composeés capables d'inhiber la croissance bactérienne (Bachir & Benali, 2012) (Slimane & all,
2014).

Notre étude se concentre sur I'évaluation de I'efficacité des huiles essentielles de trois
especes d’Eucalyptus (maidenii, Globulus et Polybractea) contre I'insecte ravageur de denrées
stockées : Tribolium castaneum, ainsi que les bactéries Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa. L'objectif est de déterminer leur potentiel en tant qu'agents
antibactériens et insecticides, contribuant ainsi & la recherche de solutions durables et

naturelles pour la gestion des infestations d'insectes et des infections bactériennes.



Introduction

Notre travail est structuré en trois parties principales :

La premiére partie se concentre sur une revue bibliographique des huiles essentielles et
des plantes d’Eucalyptus maidenii, Globulus et Polybractea.

La deuxiéme partie détaille le mateériel et les méthodes utilisés dans cette étude.

La troisiéme partie présente les résultats obtenus, leur discussion, et se conclut par une

conclusion.



Partie I : Etude bibliographique




CHAPITRE I : LES HUILES
ESSENTIELLES.
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I. Définition
Le terme « Huile essentielle » fut employé pour la premiére fois au au XVIéme siécle

par Paracelsus von Hohenheim, pour décrire [I’efficacité du composant d’un médicament

comme « Quinta essential » (Guenther, 1948).

Etant un mélange complexe de composés aromatiques volatiles naturels, les HE sont
secrétés par les plantes médicinales et aromatiques comme métabolites secondaires. Ces
dernieres jouent un role crucial pour protéger la plante des attaques biotiques et abiotiques
auxquelles elle peut étre exposée et sont a I’origine des diverses fragrances émises par les
plantes (Dhifi & al., 2016). (Nazzaro & al., 2017).

L'Agence Frangaise de Normalisation (AFNOR) définit les huiles essentielles comme
« Produit obtenu a partir d'une matiére premiere végétale, soit par distillation a la vapeur
d'eau, soit par procédes mecaniques a partir de I'épicarpe. D’agrumes, ou distillation séche.
L'huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des moyens physiques » (Dhifi
& al., 2016).

Selon la Pharmacopée Européenne 7eéme édition, les HE sont définies comme : «
Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d'une matiere
premiére végetale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par
distillation seche, soit par un procedé mécanique approprié sans chauffage. Une huile
essentielle est généralement séparée de la phase aqueuse par une méthode physique qui
n’entraine pas de modification significative de sa composition chimique ». La pharmacopée
Européenne ajoute aussi que I’huile essentielle « ne doit étre ni partiellement, ni totalement
déterpénée ou dé-sesquiterpénée. Elle ne doit pas étre rectifiée par distillation fractionnée, ce
qui serait susceptible de modifier sa composition. Elle ne doit pas avoir été modifiée par
suppression, ni partielle, ni totale de 'un ou de plusicurs de ses constituants » (Socasau,
2017).

Il. Répartition

Les huiles essentielles ne sont principalement présentes que chez les végétaux
supérieurs, Lewrence estime qu’il y’aurait environ 17 500 espéces aromatiques. Les genres
capables de synthétiser ces composés appartiennent a un nombre restreint de familles telles les
Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae,

Rutaceae, Zingiberaceae, etc (Bruneton, 2009).
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Bien que les huiles essentielles puissent étre stockées dans tous les organes végétaux
(fleurs, feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits et graines), la composition de ces

dernieres peut varier en fonction de leurs localisations au niveau de la plante (Bruneton,

2009). (Tableau 1).

Tableau 1 : Répartition des huiles essentielles dans les plantes (Garneau, 2005, in Haddadi &

Rabhi, 2022).
Partie de la plante Plante
Feuilles Romarin-sauge, Sapin
Tiges Citronnelle, Lemon-grass
Ecorces Cannelier, Orange
Racines Angelica, Vétiver
Rhizomes Gingembre, Acorus, Curcuma
Bulles Oignon
Bois Santal, Quinquina
Fleurs Jasmin, Rose
Graines Anis, Aneth, Muscade
Boutons floraux Clou de girofle
Baies Genévrier
Fruits Citron, bleuet, persil

I11. Localisation

Les huiles essentielles sont généralement synthétisées et stockées dans des tissus

spécialisées fréquemment localisées sur ou proximité de la surface de la plante (Bruneton,

2009).

On distingue 4 structures sécrétrices (Svoboda & al., 2000 in DESCHEPPER, 2017)
(Bruneton, 2009) :
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Les cellules sécrétrices isolées : Ces cellules sont présentes dans tous les tissus de la plante
mais elles sont plus concentrées dans I’épiderme, principalement dans les feuilles et les
organes floraux. Les huiles essentielles qui y sont synthétisées migrent pour étre stockées
dans des vacuoles en dehors du cytoplasme (Lauriaceae) (Figure 1.b).

Les poils sécréteurs: Ces  formations, soit uni-ou pluricellulaires résultent de Ila
différenciation des cellules épidermiques. Les HE synthétisées sont stockées entre la
membrane et la cuticule (Lamiaceae) (Figure 1.c et d).

Les poches sécrétrices : De morphologie arrondie, ces structures sont formées du cloisonnent
d’une cellule de deux manieres différentes, donnant des poches schizogénes et

schizolysigénes. (Myrtaceae ou Rutaceae) (Figure 1.a).

Les canaux sécréteurs : Contrairement aux schizogénes issus d’une seule cellule, les canaux
sécréteurs se forment d’une file de ces derniéres créant un canal recueillant les sécrétions

(Apiaceae ou Asteraceae) (Figure 1.e).

Figure 1 : Quelques exemples d’appareil sécréteur (Guignard, 1996).

1.a : Poche sécrétrice dans une feuille d’Eucalyptus globulus (Myrtacées) ; 1.b : Cellule
isolée située sous I’épiderme « e » de la feuille de sassafras officinale (Lauracées) ; 1.c : Poil
de Menthe poivrée (Mentha piperita) , (Lamiacees) : L’essence (en noir) s’accumule sous la

cuticule «ct» tres épaisse ; 1.d : Poil de Patchouli (Pogostemon), (Lamiacées) ; 1.e :

Laticiferes « lat» dans la racine d’un Salsifis(Astéracées). (Guignard, 1996).
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IVV. Propriétés physiques

D’aprés  Dhifi et al (2016), les huiles essentielles sont généralement volatiles,
incolores et liquides a températures ambiantes avec une densité inférieure a celle de 1’eau, a

I’exception des huiles de cannelle, sassafras et de vétiver. Ajoutons le clou de girofle et Iail.

Elles sont solubles dans ’alcool, 1’éther et les huiles fixes mais insolubles dans 1’eau
et émettent une odeur distinctive. Les HE présentent également un indice de réfraction et une

activité optique tres élevée.

Elles peuvent étre entrainées par la vapeur d’eau, ajoute Bruneton (2009), et sont

sensibles a 1’oxydation, ce qui limite leur conservation (Cartier & Roux, 2007).

V. Fonction physiologique des huiles essentielles

La fonction spécifique des huiles essentielles reste encore méconnue (Bruneton, 2009).
Dhifi et ses collaborateurs (2016) avancent qu’elles agissent comme signaux chimiques

arbitrant les relations entre les plantes et leurs environnements.

Le rble de certaines métabolites secondaires a été démontré expérimentalement tant
dans les interactions entre plantes ou elles exercent une influence allélopathique inhibant la
germination des graines d’autres plantes, mais aussi dans les interactions entre plantes et
animaux ou elles jouent un rdle important dans I’attraction des pollinisateurs et dans la

défense et la protection contre les prédateurs (Bruneton, 2016).

Les HE permettent également aux plantes d’avoir une meilleure adaptation et

résistance vis-a-vis des stress abiotiques. (Sharifi-Rad & al, 2017).

V1. Emploie

D’apres les prévisions d’Insight 2022, le marché mondial des huiles essentielles
devrait croitre pour atteindre une valeur de 16,0 milliards de dollars d’ici 2026, comparé aux
10.3 milliards de dollars enregistrés en 2021 (Meenu & al., 2023).

Les huiles essentielles sont largement employées en parfumerie et dans les secteurs
cosmétiques (Bruneton, 2009). Mais leur utilisation s’étend également au domaine de la
pharmacie, ou elles sont principalement exploitées pour leurs propriétés antiseptiques et

antifongiques. Actuellement, elles sont utilisées dans la lutte contre les infections
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nosocomiales provoquees par les souches bactériennes resistantes aux antibiotiques

traditionnels dans les centres de soins (Kaloustian & Hadji-Minaglou, 2012).

Dans le secteur agroalimentaire, les huiles essentielles sont employées comme
conservateurs en raison de leur ardme, saveur et propriétés antibactériennes naturelles (Bajpai
& al., 2012) .

VII. Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles est trés complexe et influencée par de
nombreux facteurs. Généralement, elles renferment entre 20 et 60 composants présents a
différentes concentrations. Mais certaines d’entre elles peuvent renfermer jusqu’a 300
substances distinctes. La majeure partie des composants d'une huile essentielle représente des
terpenes volatils, issus de la condensation d'unités isopréniques, et des composés aromatiques
dérivés du phénylpropane, ainsi que plusieurs produits issus du processus de dégradation
mettant en jeu des composés non volatils (Chouhan & al., 2017) (Couic-Marinier & Lobstein,
2013) (Bruneton, 2009).

VII-1. Les terpénes

Les terpenes représentent le groupe de produits chimiques le plus répondu au sein
d’une huile essenticlle. Dérivés dunités d'isopréne a 5 carbones (C5H8), ces derniers
présentent une multitude. Seuls les monoterpenes en C10 et les sesquiterpenes en C15
peuvent étre extraits par distillation. Ces composés sont classés selon leurs fonctions : alcools,
esters, aldéhydes et cétones, et leur structure : linéaire, monocycligue ou tricyclique (Couic-
Marinier & Lobstein, 2013) (Dhifi & al., 2016) (Fokou & al., 2020) (Figure 2).

VII-1.1. Les monoterpénes

C’est le type de terpénes le plus fréquent dans une huile essentielle, 1ls sont issus de
I’'union de deux unités d’isopréne contenant ainsi 10 atomes de carbone. Les monoterpeénes
sont légérement antiseptiques et bactéricides, et ils peuvent aussi avoir des propriétés
analgésiques, expectorantes et stimulantes (Price & Price, 2011). Ils s’évaporent rapidement a

cause de leurs faible poids moléculaire et s’oxydent facilement (Buckle, 2003) (Figure 2).
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VII-1.2. Les sesquiterpénes

Ils sont composés de 3 unités d’isopréne avec 15 atomes de carbone. Ils sont moins
volatiles que les monoterpenes en raison de leur plus grande structure. Les sesquiterpenes
agissent comme antibiotiques contre les attaques microbiennes et possédent des propriétés
anti-inflammatoires (Price & Price, 2011) (Buckle, 2003). (Figure 2).
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Figure 2 : Structures de quelques terpénes (Dhifi & al., 2016).
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VII-2. Les composés aromatiques

Selon Bruneton (2009) les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les
terpenes, mais ils sont souvent présents sous forme d'allyles et de propénylphénols, parfois
d'aldéhydes. Dans une huile essentielle, on retrouve également des composés en (C6-C1),
comme la vanilline ou l'anthranilate de méthyle. (Figure 3).

o]
(%
CHR0 © CH:;O/@ MNHZ

GCH,

eugenol E-anéthole vanilline anthranilate de méthyle

Figure 3: Structure de composes aromatiques rencontrés dans les huiles essentielles
(Bruneton, 2009).

VI1I-3. Les composés d’origines diverses

Ces composés résultent souvent de la dégradation de molécules peu ou non volatiles (Kaloustian
& Hadji-Minaglou, 2012).

VIII. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues de diverses parties de la plante en employant une
gamme variée de techniques d’extraction. La qualité de I’huile essentielle est grandement
influencée par la méthode d’extraction utilisée. Une méthode inadéquate peut provoquer une
altération de leur composition chimique ainsi qu’une perte de leurs propriétés naturelles

(Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

On distingue deux catégories de méthodes d’extraction :

VIII-1. Les méthodes conventionnelles

Les méthodes conventionnelles sont représentées par quatre processus d’extraction, il s’agit :
>



Chapitre | Les huiles essentielles

VIII-1.1. L’Hydrodistillation

L’Hydrodistillation, découverte par Avicenne, est la méthode la plus ancienne et la plus
couramment utilisée pour I’extraction des huiles essentielles. Reconnue pour sa simplicité,
I’HD consiste a plonger le matériel végétal dans ’eau a I’intérieur d’un alambic, puis a le
chauffer jusqu’a ébullition, pour ensuite récupérer les huiles essentielles par les processus de
condensation et de décantation. Grdce a la présence d’eau, les huiles essenticlles sont
protégées de la surchauffe, ce qui en fait la méthode privilégiée pour leur extraction a des
températures inférieures a 100 degrés Celsius (Nayik & Ansari, 2023) (Figure 4).

CUVE DE DISTILLATION

REFRIGERANT

Vapeur d’eau
chargée d’huile
essentielle

Vapeurs condensées

ESSENCIER

Huile essentielle

Eau + plantes —

aromatiques

\ Hydrolat

Figure 4 : Représentation schématique de I'nydrodistillation (Labadie, 2015).

VIII-1.2. Ladistillation a la vapeur d’eau

Cette méthode consiste a placer le matériel végétal sur une grille perforée au-dessus
d’un bain d’eau chauff¢ afin de produire de la vapeur généralement a pression atmosphérique
qui traverse le matériel végétal, entrainant ainsi 1’évaporation des substances volatils
présentes dans la plante, qui seront ensuite condensées et récupérées dans des réceptacles. A
la differénce de I’Hydrodistillation, seul la vapeur entre en contact du matériel végeétal dans

ce cas (Pushpangadan& George, 2012) (Figure 5).
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Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielie

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
huile essentielle

Chaleur ————e /

AVAVAVAVAVAR

Essencier

Figure 5 : Représentation schématique de la distillation a la vapeur d’eau (Goudjil, 2016).
VI11-1.3. Expression a froid

La méthode d’expression a froid est une approche traditionnelle simple mais limitée.
Elle consiste a rompre mecaniquement les sacs d'huile situés dans la partie externe du
mésocarpe, libérant les huiles volatiles appelées dans ce cas « Essence » car aucune altération
provoquée par des solvants ou de la vapeur d’eau n’a eut lieu. Cette derniere est extraite
mécaniquement par pression a froid, produisant une émulsion aqueuse. Qui est ensuite
récupérée grace a la centrifugation, comme représenté dans la figure 6 (Baudoux, 2017)
(Ferhat & al., 2007).

Fixé ici avec le mur Graines de canola

Maille ) g Huile de canola

Figure 6 : Schéma d'un dispositif d'extraction d'huile par pression a froid (Saleem & Ahmad,
2018).
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VII1-1.4. Distillation seche

Selon Kapetanovic et ses collaborateurs cités par Duval (2012), La distillation séche est
une méthode d’extraction reconnue par la Pharmacopée Européenne malgré la rareté de
publications se rapportant a elle. C’est une technique adaptée aux plantes fragiles telles que

les pétales de rose.

Lors de la distillation seche, le matériel végétal est modérément chauffé sans ajout
d’eau ou de solvant organique afin de récupérer les substances volatiles par condensation.
L'avantage de cette méthode réside dans le fait que l'extraction des huiles essentielles se
déroule a une température inférieure a 100°C, empéchant ainsi la dénaturation de certaines
molécules thermosensibles. Malgré ses avantages en termes de qualité, la distillation seche

aboutit neanmoins a un rendement extrémement bas (Figure 7).

Couvercle retourné rempli d’eau A > 3
Assiette remplie de cendres et de braises

Pétales

Pét - < ‘,_."‘-
/ Chaudron \ " -
Cuvette remplie d’eau

Figure 7 : Illustration d’extraction d’huile essentielle par le processus de distillation seche
(Kapetanovic, & al., 1984 in Duval, 2012).

VIII-2. Les méthodes non conventionnelles
Parmi ces derniéres, on peut citer :
VIII-2. 1. Extraction par fluide supercritique

C’est une méthode écologique qui, pour extraire les huiles essentielles, repose sur le

dioxyde de carbone (CO2) sous haute pression.

La matiére végétale séchée est placée dans un réservoir en acier inoxydable, ou le CO2
est induit, Sous haute pression, le CO2 passe de 1’état gazeux a I’état liquide et agit comme

solvant permettant ’extraction des composés volatiles des plantes. Une fois I'extraction

12
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achevée, la pression est relachée, et le CO2 retrouve son état gazeux, laissant derriere lui les
huiles essentielles pures. Comparée a d'autres méthodes d'extraction telles que la distillation a
la vapeur, I'extraction par fluide supercritique est réputée pour préserver davantage les
composants volatils des plantes, ce qui se traduit par des huiles essentielles plus fraiches, plus
propres et plus proches de l'ardme naturel de la plante (Pushpangadan & George, 2012)
(Figure 8).

3 -
=
_' //'\ N
Réservoir = )
(.'-:’?qf kquice 'v2 ,t\/_/ I Etat gazeux
E chanae B Etat liquide
Pompe =€ 0r Etat supercritique

Figure 8 : Schéma montrant le montage d'extraction par les fluides supercritiques (Goudjil,
2016).

VI1II1-2.2. Enfleurage

Cette ancienne méthode d’extraction repose sur la dissolution des composants d'huile
essentielle dans une cire grasse. Effectuée a froid, celle-1a peut prendre plus d’un mois, mais
avec I’application de la chaleur, cette période peut étre réduite a quelques heures seulement.
La cire aromatisée résultante est dissoute dans un solvant polaire et subit une séparation avec
de 1'éthanol absolu. Bien que proche de I’huile essentielle, le produit obtenu est appelé
« Absolue » (Fokou & al., 2020).

VI111-2.3. Extraction assistée par micro-ondes

C’est une technique largement reconnue pour son efficacité qui réduit considérablement
le temps d'extraction tout en augmentant le rendement et la qualité de I'extrait. L ’extraction
assistée par micro-ondes constitue une technique rapide, simple, sans solvant et permet de
limiter I’impact environnemental et réduit les colts liés a I’extraction. De plus, elle se

démarque par la taille considérablement réduite des équipements nécessaires (Peters, 2016).

13
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Avec cette méthode, les plantes sont chauffées de maniere ciblée par un rayonnement
micro-ondes a l'intérieur d'une enceinte ou la pression est progressivement réduite, le tout
sans ajout d’eau, entrainant ainsi les huiles essentielles dans un mélange de vapeur d'eau issue

de la plante elle-méme (Brunton, 2009) (Figure 9).

|
l_ Condenseur
Vase florentin
Huile essentielle—. *
Phase aqueuse —» J
X
Réacteur
Eau » ¥ & :t‘_*
**** x Matériel végétal
*, * il Four & micro-ondes
* *;** le— Four i micro-ondes

Figure 9 : Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (Ferhat, 2010).

VI111-2.4. Extraction par solvant organique

Cette méthode utilisée pour I’extraction des huiles essentielles instables et sensibles aux
hautes températures consiste a plonger la matiere végétale dans des solvants organiques tels
que I'nexane, le benzéne, le méthanol, I'éthanol, le propanol, I'acétone, le pentane et d’autres
solvants chlorés afin de libérer les composés solubles de la plante. Aprés un laps de temps, le
solvant et la plante sont séparées avant de récupérer les substances désirées suite a

I’évaporation du solvant (Peters, 2016).

IX. Les facteurs de variabilité des huiles essentielles

IX-1. Facteurs internes

La composition d'une huile essentielle est liée a plusieurs facteurs inhérents a la plante
elle-méme. Tout d'abord, l'origine botanique joue un réle crucial, car la constitution d’une
huile essentielle dépend de I'espéce végétale qui la produit (Padrini & Lucheroni, 1996).

Ainsi, il est essentiel d'identifier correctement la plante utilisée (Bruneton, 2009).

14
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De plus, la présence de chimiotypes désignant la différence dans la composition
chimique des plantes issues de la méme espéce, est un phénomene courant. Ces variations
chimiques, observées notamment chez les especes sauvages, peuvent résulter de pollinisations
croisées et de l'influence des conditions environnementales (Price &Price, 2011). Enfin, le
cycle végétatif de la plante est un autre facteur déterminant, car la proportion des constituants
de I'huile peut évoluer tout au long du développement de la plante (Bruneton, 2009).

I X-2. Facteurs externes

IX-2.1. Facteurs environnementaux

La formation d'huiles essentielles dans les plantes est étroitement liée aux conditions
environnementales, incluant la durée du jour, l'intensité lumineuse, la temperature et lI'apport
en eau. Les espéces tropicales suivent un cycle de croissance déterminé par les saisons seches
et humides, tandis que celles des zones tempérées sont plus sensibles a la variation de la durée
du jour. La menthe poivrée, considérée comme une plante a journée longue, nécessite une
durée minimale d'exposition a la lumiére du jour pour passer de la phase végétative a la phase
générative, suivie d’une évolution de sa composition en huile essenticlle de la menthone vers
le menthol et l'acétate de menthyle. Des expériences ont mis en evidence que des clones de
menthe poivrée cultivés a Munich, en Allemagne, contenaient significativement plus de
menthol que ceux cultivés a Izmir, en Turquie, en raison de la différence de durée maximale
de la journée entre les deux sites, 16 h 45 min a Munich contre 14 h 50 min a Izmir (Baser &
Buchbauer, 2009).

Les facteurs édaphiques jouent également un role dans la production des huiles
essentielles, en effet, des facteurs tels que la composition chimique du sol peuvent influencer
a la fois la quantité et la qualité des huiles essentielles, ainsi que la répartition des différents

chémotypes au niveau d’une zone donnée (Vaiciulyté et al., 2022).

L’altitude constitue un autre facteur influencant la synthése des métabolites
secondaires. Les huiles essentielles de Thym cultivé a basses altitudes sont plus puissantes et
antiseptiques avec une teinture approfondie et la structure moléculaire de son composant
principal devient plus aromatique. Ces changements sont dus aux taux de lumiére disponibles,

avec moins d'ultraviolets et plus d'infrarouges a basse altitude (Price & Price, 2011).

15



Chapitre | Les huiles essentielles

IX-2.2. Les pratiques culturales

Qu’il s'agisse de semis direct ou de transplantation, les méthodes culturales, les
moments de la récolte, les produits chimiques utilisés ainsi que la sélection des plantes
exercent une grande influence sur la quantité et la qualité des huiles essentielles (Baser &
Buchbauer, 2009) (Price & Price, 2011). 1l est bien établi que des facteurs tels que le régime
hydriqgue ou l'apport d'engrais peuvent altérer les propriétés de [I'huile essentielle
(Franchomme &Pénoél, 2001 ; in Deschepper, 2017).

I1X-2.3. Le processus d’obtention

La qualité d'une huile essentielle est fortement influencée par le processus de
distillation utilisé. Par exemple, I'huile obtenue par distillation a la vapeur présentera des
caractéristiques différentes de celle extraite a l'aide de solvants organiques (Rout & al., 2007 ;

in Razafimamonjison, 2017).

X. Activités biologiques des huiles essentielles

X-1. Activité antibactérienne

Grace a leurs composes actifs tels que le cinnamaldéhyde, le citral, le carvacrol,
l'eugénol, le thymol et d'autres encore, les HE disposent d’un pouvoir inhibitoire vis-a-vis des
bactéries Gram positif et Gram négatif. Leur mécanisme d'action repose sur leur affinité pour
les lipides, ce qui inhibe le développement des microorganismes en déstabilisant leurs
membranes cellulaires. Entrainant des changements dans le flux d'électrons, la force motrice
des protons et la diffusion facilitée. De plus, les HE agissent en inhibant les enzymes
bactériennes et en dénaturant des lipides et des protéines cellulaires (Raut & Karuppayil,
2014).

X-2. Activité anti-inflammatoire

Les composés actifs contenus dans les huiles essentielles ont montré une capacité a
réduire la production de médiateurs inflammatoires. Une réduction de l'inflammation a été
observée suite a l'application cutanée de I’huile essentielle de géranium sur des souris de

laboratoire (Maruyama & al., 2005).
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X-3. Activité anti-oxydante

L'activité anti-oxydante est la capacité d’une substance d'empécher, de ralentir le

processus d'autooxydation des matériaux organiques (Amorati & Valgimigli, 2018).

Les huiles essentielles composées majoritairement de monoterpénes oxygénés, comme
les alcools, les aldéhydes, les cétones et les esters, leurs conférent une propriété anti-oxydante
due a leur structure phénolique. Le thymol ou le carvacrol, caractéristique des HE d'Origanum
tyttanthum et de Mentha longifolia possédent des propriétés rédox qui leur permettent de
neutraliser les radicaux libres (Dhifi & al., 2016).

X-4. Activité antifongique

En raison de leur similitude avec leurs hotes au niveau cellulaire et moléculaire, les
champignons sont difficiles a cibler sans endommager les cellules hotes, ce qui rend leur
traitement complexe. Cependant, plusieurs huiles essentielles ont démontré des activités
inhibitrices contre une gamme de champignons pathogenes, y compris Candida spp,
Aspergillus spp, Cryptococcus spp et d'autres. Les huiles essentielles agissent contre les
champignons en perturbant leur membrane cellulaire, en interférant avec leur signalisation
interne, en modulant leur cycle de vie cellulaire et en perturbant I'équilibre ionique (Raut &
Karuppayil, 2014).

X-5. Activité antivirale

Les huiles essentielles se révélent prometteuses dans la lutte contre les virus. Des études
ont démontré leur potentiel vis-a-vis des virus enveloppés en ADN et a ARN et des virus non
enveloppeés. Les HE agissent en interférant avec l'attachement viral, la pénétration cellulaire et

la réplication virale (Reichling & al., 2009).

X-6. Activité insecticide

Des études ont montré que divers composés préesents dans les huiles essentielles, tels
que le 1,8-cinéole, l'oc-eudesmol et l'eudesmol, ont une activité insecticide contre des
ravageurs tels que les coléopteres des produits stockés, le charancon du riz et le charancon du
mais, tandis que les huiles de certaines plantes comme Lippia ukambensis ont un effet répulsif
(Nakatsu & al., 2000).
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XI. Toxicité des huiles essentielles

Il est néccessaire de faire une distinction entre les plantes a huiles essentielles et les
huiles essentielles elles-mémes. Les plantes a huiles essentielles sont généralement
considérées comme sdres, tandis que les huiles essentielles peuvent étre toxiques dans de

nombreux cas (Bruneton, 2009).

La toxicité aigué des huiles essentielles dépend de leur composition et de leur dosage.
La plupart ont une faible toxicité orale, contrairement a certaines qui peuvent étre trés
toxiques, voire mortelles a doses élevées. Les enfants y sont particulierement vulnérables.
Certains constituants, comme l'eugénol du clou de girofle ou la pulégone du pennyroyal,
peuvent provoquer de graves effets neurotoxiques, y compris des crises épileptiformes
nécessitant une hospitalisation. Quant a leur toxicité chronique, elle est moins documentee,
surtout en aromathérapie. Leurs interactions avec les médicaments ne sont pas bien comprises
non plus. De plus, l'application topique des huiles essentielles peut entrainer des irritations,
des sensibilisations ou des réactions phototoxiques. Concernant la canceérogénicité, certains
composes présents dans les huiles essentielles ont démontré la capacité d'induire des cancers
chez les rongeurs, mais leur effet sur les humains reste a déterminer a cause des différences de

métabolisme entre les espéces qui compliquent I'évaluation du risque (Bruneton, 2009).

Une étude menée par Prashar et ses collaborateurs (2004), a mis en évidence la
cytotoxicité de I’huile de lavande pour les cellules cutanées humaines testées in vitro a une
concentration de 0,25% (v/v). Une analyse de cette huile suggére que le linalol considéré

comme composant principal de cette derniere est responsable de cette toxicité.

XIl. Conservation

La détérioration chimique est un phénomeéne auquel tous les matériaux organiques sont
soumis. Les huiles essentielles ne font pas exception a la régle, ce processus les affecte
généralement lorsqu'elles sont stockées dans des conditions inadéquates pendant de longues
périodes (Tisserand & Young, 2013).

Lorsque les huiles sont exposées a la lumiére, a l'air et a des températures élevées et
ambiantes pendant une période prolongée, les terpénes s'oxyde en raison de leurs
caractéristiques chimiques réactives. Pour éviter cela, il est nécessaire de conserver les HE

dans des flacons opaques, métalliques, propres et secs a 1’abri de la lumiére et de la chaleur,
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idéalement & une température de 4°C, bien que certaines huiles deviennent visqueuses sous
I’effet du froid. Un excés d'air dans le flacon favorise l'oxydation, c’est pourquoi il est
privilégi¢ de les conserver sous un gaz inerte comme l’azote tout en évitant les emballages en
plastique en raison de leur sensibilité. Des antioxydants comme le BHT peuvent y étre
ajoutés. Une autre méthode consiste a mélanger les huiles comme celles du laurier et de la
coriandre pour ralentir le processus d’oxydation (Tisserand & Young, 2013) (Kaloustian &
Hadji-Minaglou, 2012).

XIIl. Controéle a effectuer sur une huile essentielle

Afin de caractériser une huile essentielle plusieurs analyses physico-chimiques doivent
étre réalisées, telles que la mesure de la densité, du pouvoir rotatoire, de I'indice d'acide et de
I'indice d'esters, etc. Une analyse chromatographique est nécessaire, telle la chromatographie
en phase gazeuse, permettant la séparation, l'identification et I'évaluation des pourcentages de
ses différents composés. Il est également crucial de vérifier la présence de résidus de
pesticides et d'insecticides, potentiellement présents dans la plante en raison de leur
liposolubilité. De plus, depuis l'accident de Tchernobyl et la contamination de certaines

cultures comme le thym, contrdler la radioactivité est recommandé (Raynaud, 2006).

XIV. Les huiles essentielles en pharmacognosie et en lutte biologique

XIV-1. Application des huiles essentielles en pharmacognosie

Le mot « pharmacognosie » tire ses origines de deux mots latins, « pharmakon » qui

signifie « médicament » et « gnosis », qui veut dire « connaissance » (Evans, 2009).

Ce terme a été initialement attribué a un étudiant en médecine allemand, qui I’a
employé pour sa thése de doctorat, mais réecemment des recherches ont révélé une utilisation
antérieure de ce dernier (Shah & Seth, 2012).

La pharmacognosie est une discipline scientifique portant sur les médicaments et les
poisons d'origine naturelle tels que les plantes, les animaux et les minéraux. Elle se concentre
sur les substances médicinales brutes, pouvant étre des parties de plantes ou des animaux
entiers. Ces substances sont souvent obtenues a I’aide de processus simples tels que le

séchage ou l'extraction a l'eau.
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De plus, elle examine les aliments, connus sous le nom de nutraceutiques et offrant des

bénéfices pour la santé dans un contexte préventif (Shah & Seth, 2012) (Heinrich, 2012).

Les huiles essentielles jouent un réle important dans le domaine médical en raison de leurs
propriétés thérapeutiques exceptionnelles. Leurs effets contre les champignons, leurs
capacités antidépressives, antibactériennes, antivirales, anticancéreuses sont dues aux
composants actifs tels que les terpenes, les hydrocarbures, ainsi que les alcools, aldéhydes,
esters et phénols oxygénés. Ces huiles essentielles sont efficaces pour traiter divers troubles,
qu'ils soient liés a des pathogenes ou non, et de nombreuses recherches ont étudié leur
potentiel pharmacologique (Nayik & Ansari, 2023).

XIV-2. Application des huiles essentielles en lutte biologique

La lutte biologique désigne toute approche écologique capable de réduire les
populations de ravageurs ou leur impact destructeur sur les cultures. Elle peut prendre
plusieurs formes, telle la lutte biologique « inondative » qui implique le remplacement des
pesticides toxiques par des alternatives plus sir d’origine biologique, la lutte biologique «
inoculative » qui consiste a introduire dans un environnement un prédateur dans le but de
réguler les populations de ravageurs, et la lutte biologique de conservation qui permet
d’assurer aux ennemis naturels endémiques les ressources nécessaires pour optimiser leur
efficacité en tant que prédateurs ou parasites, ou réduire les obstacles pouvant interférer avec

leurs capacité régulatrice (Stirling, 2014).

Les huiles essentielles sont largement reconnues pour leurs diverses propriétés qui en
font un moyen efficace de lutte biologique. En effet, ces derniéres se sont révélées
insecticides, et peuvent agir a différents niveaux : elles peuvent présenter une toxicité
inhalatrice sur les insectes adultes, une action larvicide, ovicide et antinutritionnelle. Les
huiles essentielles affectent davantage les insectes males que les insectes femelles. Leur cycle
de reproduction est également affecté, soit aux premiers stades ou aux stades ultimes. Les
effets létaux et les effets inhibiteurs de la reproduction des HE ne sont pas forcément liés,
certaines huiles telles que celle du persil (Petroselinum sativum) sont capables d’inhiber
totalement le cycle de reproduction, mais ne présentent aucune activité toxique, contrairement
au thym, au serpolet et le romarin, trés efficaces dans les deux cas (Regnault-Roger & al.,
2008).
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Leurs diverses caractéristiques, telles leur biodégradabilité et leur sélectivité, en font
une alternative environnementale permettant de limiter 1’ampleur des pesticides organiques
de synthese (Regnault-Roger & al., 2008).
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Chapitre 11 Monographie de plantes étudiées

I. Généralités sur la famille des Myrtaceées

Les Myrtacées sont une famille de plantes composées d’arbres et d’arbustes, dont la
plupart sont caractérisées par la présence de glandes a huiles visibles. Les feuilles des
Myrtacées sont simples, entiéres, généralement opposées et alternes a nervations pennées.
Elle présente diverses inflorescences avec des fleurs souvent bisexuées et actinomorphes,
composées pour la plupart de 4 a 5 piéces florales. Ses étamines libres sont présentes en grand
nombre. L’ovaire des Myrtacées est fréquemment inférieure ou semi-inferieure. Ses fruits
peuvent étre de plusieurs formes, on les trouve comme capsule séche et loculicide, fruit sec
indéhiscent, baie charnue a une ou plusieurs graines et comme drupe dans certains cas assez
rares (Kubitzki, 2010).

Répartie sur environ 142 genres et plus de 5500 espéces, cette famille de plantes
munie de glandes sécrétrices d’huiles essenticlles majoritairement de monoterpénes et de
sesquiterpenes, pousse principalement au niveau de I’hémispheére sud en Australie, en
Amérique latine et 3 a 4 genres en Afrique. Au nord de I’équateur, on les trouve en Afrique

du Nord et tout autour du bassin mediterranéen, en Asie et en Amérique (Kubitzki, 2010).

1. Généralités sur le genre Eucalyptus

Le nom du genre Eucalyptus provient de deux mots grecs : «Eu» signifiant « Bien » et
« Calyptus » signifiant « Couvert ». Cette appellation lui fut attribuée en référence au
capuchon appelé opercule, qui couvre les étamines dans le bourgeon avant que les fleurs
s’ouvrent (Sabo & Knezevic, 2019).

L’Eucalyptus, découvert suite aux voyages de James Cook en 1770, est originaire
d’Australie, de Nouvelle Z¢lande et de Tasmanie, mais maintenant introduit dans beaucoup
d’autres régions du monde, est un genre vaste comprenant environ 600 especes et appartient a
la famille des Myrtacées. Ses arbres d’Eucalyptus sont parmi les arbres les plus grands au
monde avec une hauteur qui peut atteindre les 100 m. (leri et al., 2019) (Bachir & Benali,
2012).

L’Eucalyptus est exploité dans divers domaines, il constitue une ressource importante
de bois de haute qualité, utilisé dans la production de papiers et de combustibles. Il est
également utilisé en médecine comme traitement contre la diarrhée et comme astringent en
dentisterie. L’Eucalyptus est également apprécié¢ pour ses huiles essentielles employées en

pharmacie, en cosmétique et dans les industries alimentaires pour leurs principes actifs et
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leurs nombreuses propriétés biologiques (Batish et al., 2008) (Hur et al., 2000) (Barbosa et
al., 2016).

I11. Position systématique

Selon Cronquist (1981), les trois espéces d’Eucalyptus utilisées sont classées comme suit:

Régne: Plantae

Sous regne: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida - Dicotylédones
Sous —classe: Rosidae

Ordre: Myrtales

Famille: Myrtaceae

Genre: Eucalyptus

Espeécel : Eucalyptus globulus, Labill., 1800
Espéce?2 : Eucalyptus polybractea

Espéce3 : Eucalyptus maidenii.

IVV. Monographie des especes etudiees

Nous explorerons dans cette partie certaines caractéristiques distinctives de trois
especes specifiques du genre Eucalyptus : Eucalyptus globulus, Eucalyptus polybractea et

Eucalyptus maidenii :

IV-1. Eucalyptus globulus
IV-1.1. Description

L’Eucalyptus globulus, connue également comme Gommier bleu, Eucalyptus
globuleux, arbre a fiévre et Eucalyptus officinal, est un arbre appartenant a la famille des
Myrtacées pouvant atteindre une hauteur impressionnante de 80 meétres et une circonférence
de 2.50 meétres, avec un tronc lisse et argenté. Ses feuilles, en forme de faucille, alternées,
arrondies a la base et pointues a I'extrémité, sont portées par de longs pédoncules. Les grandes
feuilles d’Eucalyptus, composées de quatre sépales, émergent a I’aisselle des feuilles. Les

parties vertes de l'arbre contiennent de petites poches qui produisent une huile aromatique a
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l'odeur balsamique et camphrée, a la fois forte et agréable. Cette huile a une saveur
Iégérement amere, suivie d'une sensation de fraicheur (Ali-Delille,2010) (Bruneton, 2009)
(figure 10).

Figure 10: Feuilles et fleurs d'Eucalyptus globulus (Bey—Ould Si Said & Boulekbache-
Makhlouf, 2014).

IV-1.2. Répartition

Le gommier bleu est originaire d’Australie, mais introduit et cultivé dans de
nombreuses régions du monde. On le retrouve dans la région méditerranéenne, y compris les
pays d’Afrique du nord et du sud d’Europe, en Amerique latine et dans plusieurs régions

d’ Amérique du nord et quelques pays asiatiques. (OMS, 1999) (Ali-Delille, 2010).

Cette espéce d’eucalyptus a été introduite en Algérie en 1856 par Ramel depuis
I’ Australie afin de 'utiliser pour drainer et pour assainir les régions marécageuses présentant
un exces en eau, vu sa préférence pour les milieux humides. Depuis, cette espece s'est

largement répandu le long de tout le littoral algérien. (Ali-Delille, 2010).

1VV-1.3. Huiles essentielles

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est connue sous le nom d’Aethroleum
eucalypti, et extraite par distillation a la vapeur d’eau a partir de feuilles fraiches ou de

rameaux terminaux de ce dernier (OMS, 1999).

L’Aethroleum Eucalypti est un liquide incolore ou jaune pale et dont la couleur peut
s’assombrir s’il est stocké pendant de longues périodes. Son odeur est aromatique et

camphrée, son go(t également camphré et piquant est suivi d’une sensation de fraicheur. Ce

24



Chapitre 11 Monographie de plantes étudiées

qui caractérise cette huile est sa forte concentration en 1,8-cinéole comprise entre 54% et
95%, on y trouve également mais en plus faible quantité de 1’alpha-pénine, du para-cyméne,

de l'aromadendrene, du cuminaldéhyde, du globulol et du pinocarvéol (OMS, 1999).

Cette huile est reconnue pour ses diverses propriétés biologiques telles que ses
activités antibactériennes et antiinflammatoires, mais aussi pour sa capacité a augmenter les

sécrétions des voies respiratoires (OMS, 1999).

IV-2. Eucalyptus polybractea.
IV-2.2 Description

Connu ¢également sous le nom d’Eucalyptus a fleurs multiples, 1’Eucalyptus
polybractea est un arbre de forme malle a plusieurs tiges d’environ 5 a 10 m de hauteur, dont
les feuilles vertes ou grisatres présentent une forme arrondie et sessile au stade juvenille,
tandis qu’au stade adulte elles deviennent plus longues, alternes et pointues. Ses fleurs
blanches poussent en groupe de 6 a 7 par aisselle (Erau, 2019) (Bush & al., 2022), comme

représenté dans la Figure 11.

Figure 11 : Eucalyptus polybractea (Erau, 2019).
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IV-2.3. Répartition

L’Eucalyptus & fleurs multiples est originaire d’Australie, on le retrouve plus
précisément dans la région du West Wyalong en Nouvelle-Galles du Sud, Bendigo dans 1’état
de Victoria, et les Flinders Ranges aux Gammon Ranges en Australie-Méridionale (Bush &
al., 2022).

1\VV2-4. Huiles essentielles

L’Eucalyptus polybractea est reconnu pour sa production d’HE d’excellente qualité
médicinale répondant aux normes internationales juste aprés son extraction par distillation.
Cette derniére est utilisee dans la production de produits sanitaires. 75% a 90% de sa
composition totale est du 1,8-cinéole. Il présente un rendement allant de 4% a6% (Bush et al,
2022).

IV-3. Eucalyptus maidenii

IV-3.1. Description

D’apres El Aissi (2011), cité par Hedjal (2014), I’Eucalyptus Maidenii est un arbre
d’une hauteur d’environ 45 m qui pousse dans les zones humides a des altitudes se situant
entre 600 et 900 m. Au stade juvénile, ses feuilles sont ovales et opposées. Tandis qu’au stade
adulte, elles sont de couleur glauque, alternes et étroitement lancéolées. Cette espece fleurit
durant la période allant de Mars a Septembre. Les inflorescences poussent en groupe de 3a 7
liées a un pédoncule d’entre 10 a 15 cm. Ses fruits sont de forme ovale et sont fixés par court

pédicelle (Figure 12).

Figure 12 : Eucalyptus maidenii (Hedjal, 2014).
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IV-3.2 Huile essentielle

L *Eucalyptus maidenii présente un rendement de 3,3% en huile essentielle. Comme
d’autres variétés d’Eucalyptus, ce dernier contient le 1,8-cinéole comme composant principal
(Elaissi & al., 2012) (El Aissi, 2011 in Hedjal, 2014).
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I. Description

Tribolium castaneum est un insecte cosmopolite issu de la famille des Ténébrionidés,
dans I’ordre des coléoptéres, d’environ 4 mm au stade adulte et de couleur brune rougeatre
uniforme. Le Tribolium castaneum est étroit, allongé, avec des bords paralléles et un
pronotum de largeur presque égale a celle des élytres et sans bordure antérieure. Ses 3
derniers segments d’antennes sont beaucoup plus grands que les précédents. Son chaperon ne
s’étend pas au-dela de I'ceil, latéralement. De couleur trés jaune & maturité, la larve de ce
dernier est d’environ 6 mm et fait environ 8 fois sa largeur (Camara, 2009) (Kumar & al.,
2018) (Figure 13).

‘l b;‘c

Figure 13 : Vues multiples de Tribolium castaneum (Gx40): Phase dorsale (A), latérale (B) et
ventrale (C) (Originale, 2024).

I1. Position systématique

D’aprés Kassemi (2015), le Tribolium castaneum (Herbst, 1797) occupe la position

systématique suivante :

e Embranchement: Arthropodes.
e Classe: Insectes

e Sous Classe: Pterygotes

e Ordre: Coléopteres.

e Sous Ordre: Polyphaga.

e Famille: Tenebrionidae.

e Genre: Tribolium.

e [Espece: Tribolium castaneum (Herbst, 1797).
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I11. Cycle de vie :

La femelle adulte pond entre 200 et 500 ceufs au cours de sa vie, ces derniers sont
déposés en vrac dans des produits céréaliers stockés. A une température d’environ 27°C,
considérée idéale pour leur développement, les ceufs éclosent pour donner de petites, minces
et cylindriques larves d’apparence raide (Figure 14).. La larve se transforme ensuite en
nymphe (Figure 15)., un stade au cours duquel les males et les femelles peuvent étre separés.
Au but du 6éme jour de sa formation, I’insecte adulte incapable de voler émerge de la
nymphe. Au stade adulte, les Tribolium castaneum, dont la durée de vie est d’environ 3 ans
disposent d’une grande capacité de reproduction aprés seulement un mois (Camara, 2009)

(Kumar & al., 2018).

Figure 15 : Nymphe de Tribolium castaneum (GX40) (Originale).

IV. Deégats provoqués par Tribolium castaneum (Herbst, 1797):

Selon Camara (2009), le Tribolium castaneum alterne la texture de la farine et modifie
sa couleur en lui donnant une teinture brune. Il produit également une odeur acre affectant
ainsi la qualité sensorielle de la farine. Cet insecte provoque également une augmentation

significative du taux d’acides gras dans I’huile extraite a partir de graines d'arachide.
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V. Moyen de lutte :

Un bon nombre de moyens permettent de lutter contre les insectes ravageurs de
denrées alimentaires stockées, y compris Tribolium castaneum, ces derniers sont :
V-1. Lafumigation chimique :

Des produits tels le bromure de méthyle et la phosphine sont parmi les produits les
plus efficaces pour la lutte contre les ravageurs de produits stockés par fumigation (Chidege
& al., 2024).

V-2. Utilisation de produits insecticides chimiques :

Des insecticides chimiques, tels que les pirimiphos-méthyl et de perméthrine ou de
fenitrothio, sont couramment utilisés contre les ravageurs de denrées stockees. Mais une
utilisation inappropriée peut avoir de graves répercussions tant sur la santé humaine, les

organismes non ciblés et méme I’environnement (Chidege & al., 2024) (Dey, 2016) .

V-3. Lutte biologique par des substances d’origine botanique :

En raison de la préoccupation croissante des dangers de I’utilisation des insecticides,
la recherche s’est intensifiée pour trouver des alternatives d’origine naturelle, nommant les

huiles essentielles qui ont démontreés a plusieurs reprises leur efficacité (Chidege & al., 2024).
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Matériel biologique utilisé

Des feuilles de trois espéces d’Eucalyptus, a savoir Eucalyptus globulus, Eucalyptus
polybractea et Eucalyptus maideni ont été prélevées.

Des huiles essentielles extraites a partir des feuilles des especes sus-citées.

Deux souches bactériennes fréquentes en pathologie humaine ont été sélectionnées :
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ATCC Mu 50.

Ces souches proviennent du laboratoire de microbiologie, du département de biologie

de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Matériel de laboratoire

Pour les différentes expériences, nous avons utilisé le matériel suivant :

étudiées

Des boites de pétri en verre de 14 cm de diamétre et de 3 cm de hauteur pour les tests
de répulsivité.

Des flacons en plastique de 55 ml de volume pour les tests de fumigation.

Une micropipette (0.5-10ul) pour un pipetage de précision des huiles essentielles.

Une pipette (5 ml) avec une Aspire-pipette a refoulement rapide pour pipetage
d’acétone.

Du papier filtre de 14 cm de diameétre pour les tests de répulsivité et de 4.5 cm pour les
tests de fumigation.

De I’acétone pour la dilution des huiles essentielles (test de répulsivité).

Des tubes Eppendorf pour réaliser les dilutions des huiles essentielles et prélever les
insectes a traiter.
De la gélose nutritive, milieu Mueller Hinton, Milieu liquide BHIB, milieu liquide

Mueller Hinton et eau physiologique pour les souches bactériennes.

Etude des structures sécrétrices d’huiles essentielles des plantes

La structure morpho-anatomique des feuilles des différentes especes végétales a été

observée en effectuant des coupes minces parfaitement orientées qui seront soumises a une

double coloration.
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I11-1. Technique de la double coloration (Deyson, 1954)

La technique consiste a mettre un fragment de végétal entre 2 morceaux de moelle de
sureau et d’effectuer des coupes a main levée avec une lame de rasoir, le mouvement doit étre
perpendiculaire au grand axe de I’organe pour les sections transversales.

Les coupes sont récupérées dans des verres de montre contenant de I’hypochlorite de sodium
pendant 5 a 20 mn.

Les coupes sont rincées abondamment pendant 5 min. Elles sont ensuite soumises a
I’action d’un bain d’acide acétique (1%) pendant 1 min pour neutraliser I’action de
I’hypochlorite de sodium et faciliter la fixation des colorants sur les parois cellulaires.

Les coupes sont colorées au vert de methyle pendant 2 a 5 min. Elles sont ensuite
rincées a I’eau distillée puis soumises a la coloration au rouge Congo pendant 5 a 10 mn puis
rincées a I’eau distillée. Les coupes les plus minces sont sélectionnées et montées entre lame
et lamelle dans une goutte d’eau distillée puis observées au microscope optique au GX100 et
GX400.

IV. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles utilisées ont été extraites a partir de 3 espéces d’Eucalyptus. 11
s’agit : Eucalyptus globulus et Eucalyptus polybractea échantillonné dans la région
d’Azeffoun et Eucalyptus maidenii fourni par 'INRAT prélevé dans la région de Korbos en
Tunisie.

L’extraction a été effectuée par entrainement a la vapeur d’eau. De la vapeur d’eau
fournie par une chaudiere traverse la matiére végétale située au-dessus d’une grille. Durant le
passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile essentielle qui
est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ».
Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une
phase aqueuse et une phase organique : ’huile essenticlle, comme représenté dans le schéma
de la figure 16. Les huiles essentielles ainsi obtenues sont stockées dans des flacons en verre
ambré ou foncé au réfrigérateur (4°C), dans de petits contenants. Les flacons sont bien fermés

et stockés en position verticale.
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Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielie

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau

Eau florale
Eau florale +

Chaleur —————e huile essentielle

Essencier

Figure 16 : Représentation schématique de la distillation a la vapeur d’eau (Goudjil, 2016).

V. Etude des activités biologiques des huiles essentielles extraites
V-1. Etude de P’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur
disque

Le but de ce travail est d’évaluer ’activité antibactérienne de trois plantes, a savoir
E.globulus E. polybractea et E.maideni sur deux especes bactériennes (Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus .aureus) par la méthode de diffusion des disques en milieu
solide pour la détermination des diamétres de la zone d’inhibition.

S.aureus appartient a la famille des Staphylococcacaea. 11 s’agit d’un Cocci en grappes
de raisin a Gram positif et immobile. Elle est ubiquitaire, dont le réservoir est localisé sur la
peau et les muqueuses. Elle provoque des intoxications alimentaires, infections cutanées et
des muqueuses, des septicémies et des pneumonies.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie en forme d’un batonnet incurvé mobile a
Gram négative. Elle est chimio-organotrophe aérobie stricte. Tres répandue au niveau du sol
et dans les eaux douces et salées. Les pseudomonas colonisent aussi bien la peau et les
muqueuses de I’homme que celles d’autres animaux en acquérant un mode de vie commensal

et exercent un pouvoir hautement pathogene.
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Figure 17: Colonies de Pseudomonas aeruginosa (& gauche) et Staphylococcus aureus (a
droite) (Original, 2024).

V1.1. Coloration de Gram

Une coloration de Gram été réaliser pour vérifier la pureté des souches testées, en

suivant le protocole ci-dessous :

On dépose une goutte d'eau distillee sur une lame de microscope. On préleve une petite
quantité de culture bactérienne et on la mélange a la goutte d'eau pour créer une suspension
fine. On Etale cette suspension en une fine couche sur la lame pour former un frottis Qu’on
laisse sécher a l'air libre. On Verse ensuite quelques gouttes de violet de gentiane sur le frottis
et on attend une minute. On Rince doucement avec un peu d'eau pour éliminer l'exces de
colorant, sans insister. On Plonge la lame pendant une minute dans du lugol, puis on rince
abondamment a l'eau. On Rince la lame a I'éthanol des deux cdétés, puis rincez a nouveau
abondamment a l'eau. On Plonge la lame dans la fuchsine pendant une minute, puis on rince
abondamment a I'eau. On séche la lame a la flamme et on observe au microscope optique au

grossissement X400.

V-1.2. Preéparation des suspensions bactériennes
Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18 a 24h.
Des souches bactériennes sont reactivées par ensemencement de 1’espéce bactérienne dans un

milieu liquide (BHIB) a I’aide d’une anse a boucle. Apres incubation pendant 24 heures a
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37°C, Un deuxiéme repiquage est réaliseé par des stries serrées dans des boites de Pétri
contenant de la gélose nutritive puis, incubées a 37°C pendant 24 heures (Moroh & al., 2008).

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, 3 a 5 colonies bien isolées et identiques sont
prélevées et déchargées dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0.9% NaCl). Une agitation est
ensuite effectuée au vortex pendant quelques secondes. La standardisation de la suspension a
108 UFC/ml, est réalisée a ’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de
620 nm. Ajuster I’inoculum, soit en ajoutant dés la culture s’il est trop faible ou eau
physiologique stérile s’il est trop fort. La densité optique de la suspension doit étre comprise
entre [0,08 et 0.1] (108 UFC/ml) (Fauchére &Auvril, 2002). L’ensemencement doit se faire
apres 15min de la préparation (Bonnet & al., 2017).

V-1.3. Etude de la sensibilité des souches aux HEs

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des HEs, nous avons adopté la méthode de
diffusion sur milieu gelosé en utilisant des disques stériles en cellulose : appelée
aromatogramme (Sharififar, 2007).
V-1.3.1. Protocole

Du milieu de culture gélosé Mueller Hinton (M.H) est coulé aseptiqguement (entre
deux bec benzénes) en surfusion, dans des boites de Pétri a raison de 15 ml par boites de 90
mm de diameétre, et laissees refroidir et solidifier sur la paillasse.

A partir d’une suspension bactérienne diluée et standardisée a 106 UFC/ml, soit au
1/10, 200ul ont été prélevé, puis étalés d’une fagon uniforme a I’aide d’un étaloir
confectionné avec une pipette Pasteur a la surface du milieu gélosé MH, et laisser sécher
pendant 5 min,

Trois doses d’HE pure ont été testées (2,5 ; 5 et 7,5) a raison de trois répétitions par
dose et par souche bactérienne.
-Dép6t de disques

Cette étape consiste a déposer a ’aide d’une pince stérile des disques stériles de papier
wattman n°3 (6 mm de ) imbibés d’HE de chaque extrait a la surface de la gélose
ensemenceée par la souche bactérienne testée.
Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser (migration des HES) a température
ambiante pendant 20 min puis incubées a 37°C pendant 24 h. Cette méthode nous permet de

mettre en évidence ’effet antimicrobien de I’huile essentielle sur la souche étudiée (Amhis
&al., 2001).
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L’activité antibactérienne des huiles essentielles des trois especes d’eucalyptus
(E.globulus ; E.polybractea et E.maideni) a été mise en évidence par I’emploi d’un
antibiotique (la gentamicine) en tant que témoin positif et de I’eau distillée stérile comme
témoin négatif.

-Incubation

Les boites ainsi préparées sont incubées a 37°C pendant 24 h. Durant cette période, les

substances diffusent dans la gélose a partir des disques imbibés d’HEs selon un gradient de

concentration.

-Lecture

La lecture est réalisée apres 24 heures d’incubation a 37°C. L’activité antibactérienne
est déterminée par mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque. Elles
sont mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse ou une régle et exprimées en millimeétres (le
diamétre du disque de 6 mm est inclus). Plus le diametre de cette zone est important, plus la
souches est sensible (Choi & al., 2006). Les résultats peuvent étre symbolisés par des signes
d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des HES et classés selon les diametres des zones
d’inhibition, (Ponce & al., 2003). (Tableau 2)

Tableau 2 : Diamétre des zones d’inhibition (Ponce & al.,2003).

Sensibilité Le diameétre d'inhibition « D »
Non sensible (-) ou résistante diametre < 8 mm

Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) diametre compris entre 15 et 19 mm
Extrémement sensible (+++) diametre > 20 mm

V. Etude de Pactivité bioinsecticide des huiles essentielles sur Tribolium

castaneum

La souche de Tribolium castaneum provient du laboratoire d’Entomologie appliquée
du département de Biologie de L'UMMTO.

L’¢levage en masse des adultes se fait dans des boites alimentaires en plastique d’une
capacité de 300g contenant 100g de semoule de blé dur (figure 18), ils ont ensuite été mis

dans une étuve réglée a une température de 28°C et une humidité relative de 70 + 5%.
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Figure 18 : Elevage de masse de T. castaneum(Original, 2024).
IV-1. Evaluation de I’activité bioinsecticide des huiles essentielles

L’activité bioinsecticide des trois huiles essentielles extraites a été testée sur un

insecte ravageur des denrées stockées.

IV-1.1 Test de répulsivité sur les adultes de Tribolium castaneum
Ce test consiste a étudier ’effet répulsif des trois huiles essentielles sur les adultes de
T.castaneum.
Pour le réaliser, nous avons suivi les étapes suivantes :
Découpage en deux parties égales d’un disque de papier filtre de 14cm de diametre.
Preparation de trois doses différentes de 2,5uL, Sul et 7,5uL dans 0.5 ml d’acétone
pour chaque huile essentielle.
Pour chaque test un demi-disque est traité avec une dose d’huile essenticlle diluée
dans I’acétone et le deuxiéme comme témoin ou 1’on ne traite qu’un demi-disque avec
1ml d’acétone (trois répétitions pour chaque dose).
Aprés évaporation du solvant, nous rassemblons les deux parties traitée et non traitée
par une bande adhésive et nous les placons dans une boite de pétri en verre (figure
19).
Dix individus adultes de T.castaneum sont ensuite déposés au centre de la boite.
Au bout de 30 minutes, nous comptons le nombre de ravageurs présents sur la partie
du disque traitée avec I’huile essentielle et le nombre d’individus présents sur la partie

traitée uniquement avec 1’acétone.
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Le pourcentage de répulsion (PR) est calculé comme suit :

Nc : nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité avec 1’acétone uniquement.

Nt : nombre d’insectes présents sur le demi-disque traité avec la solution huileuse.
PR (%) = [(Nc - Nt)] / [(Nc + Nt)] x 100

Figure 19 : Dispositif expérimental du test de répulsivité (Original, 2024).

Le pourcentage de répulsion moyen pour chaque huile est calculé et attribué a 'une
des differentes classes répulsives, selon le classement de Mc Donald & al. (1970) qui sont
Indiqueé dans le tableau 3.

Tableau 3 : Pourcentage de répulsion selon le classement de Mc Donald & al. (1970).

Classe Intervalle de répulsion Propriétés

Classe 0 0 PR <0,1%) Tres Faiblement répulsif
Classse 1 0,1 % <PR <20% Faiblment répulsif
Classe 2 20% <PR <40 % Modérément répulsif
Classe 3 40 % <PR <60 % Moyennement répulsif
Classe 4 60% <PR <80 % Répulsif

Classe 5 80 % <PR <100 % Tres Répulsif

IV-1.2. Test de fumigation sur les adultes de T.castaneum
Ce test consiste a étudier I’effet des trois huiles essentielles par fumigation sur le taux
de mortalité des adultes de T.castaneum a température ambiante (37 °C) et au froid (4 °c), en

adoptant la méthode décrite par Papachristos et Stamopoulos (2002) :
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Dans des flacons a ECBU de 60 ml de volume, une dose d’huile est déposée sur un
cercle de papier filtre de 4,5 cm de diameétre introduit dans la face interne du couvercle
(Figure 20).

Figure 20 : Flacon ECBU utilisé pour le test de fumigation sur les adultes de T.castaneum
(Original, 2024).

Dix individus adultes sont prélevés aléatoirement et introduits dans chacun des
flacons contenant 2 g de semoule de blé dur comme substrat alimentaire, qui est ensuite
fermé hermétiquement (Figure 21).

Pour I’ensemble des essais, trois répétitions ont été réalisées pour chaque dose (15, 20
et 25ul) et le temps d’exposition est de 24, 48 et 72 heures.

Le dénombrement des individus morts se fait chaque jour pendant trois jours (un
témoin a été réalisé en parallele).

La mortalité a été calculée et corrigée selon la formule d’Abbott en tenant compte de
la mortalité naturelle (Mt) observeée sur le témoin :

Mc : Mortalité corrigée.
M : Pourcentage de mortalité dans les populations traitées.

Mt : Mortalité dans la population témoin.
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Figure 21 : Dispositif expérimental du test de fumigation (Original, 2024).

V. Analyse statistique
1- Test de Kruskal-Wallis

Les résultats des différents essais ont été soumis au test non paramétrique de Kruskal
wallis, selon un ou plusieurs critéres de classification pour I’action des trois huiles
essentielles, lorsque cette analyse montre des différences significatives entre les différents
traitements, en utilisant le logiciel R.

Si la probabilité :

P > 0.05 : les variables montrent une différence non significative.

P <0.05 : les variables montrent une différence significative.

P <0.01: les variables montrent une difference hautement significative.

P <0.001 : les variables montrent une différence trés hautement significative (DAGNELIE,
1975).
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I- Etude histoanatomique :

Les coupes anatomiques réalisées au niveau des feuilles des trois espéces de
Myrtacées (E. globulus, E.maidenii, E.polybractea) montrent la présence de structures
sécrétrices d’huile essentielle spécialisées. Il s’agit de poches sécrétrices schizogénes

caractéristiques de la famille des Myrtacées.

Ces coupes ont montré une nette abondance de poches sécrétrices chez Eucalyptus
globulus (Figure 22), et E.maidenii (Figure 23), mais a une fréquence moindre chez E.
polybractea (Figure 24). En outre ces coupes anatomiques montrent la présence d’un
épiderme représenté par une assise cellulaire a réle protecteur a parois pecto-cellulosiques sur
les faces latérales et internes. Notons également I’imprégnation de cette assise d’une couche
de cuticule imperméable. Cette couche de substance disparait par endroit pour laisser place a
des structures régulatrices, les stomates. Vient ensuite le mésophile constitué dun
parenchyme palissadique, formé de cellules rectangulaires. Le parenchyme lacuneux a

cellules arrondies juxtapose le parenchyme palissadique.

Au centre de la feuille, la nervure principale formée d’un faisceau cribro-vasculaire.

Le phloéme est conducteur de s¢ve ¢laborée dans lequel s’observent des poches entourées de

cellules sécrétrices d’huile essentielle.

Cuticule

Epiderme

Parenchyme
palissadiques

Poches
sécrétrice

Figure 22: Coupe transversale de la feuille d’Eucalyptus globulus observée au microscope
optique (GX400).
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Epiderme

Poche Sécrétrice

Parenchyme
palissadique

Figure 23 : Coupe transversale de la feuille d’Eucalyptus Maidenii observée au microscope
optique (G X400).

Cuticule

Epiderme

Poche sécrétrice

Figure 24: Coupe transversale de la feuille d’Eucalyptus polybractea observée au microscope
optique (G X100).
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I1. Coloration de Gram

La coloration de Gram effectuée sur les échantillons de Staphylococcus aureus et de
Pseudomonas aeruginosa a révelé des différences dans les caractéristiques morphologiques et
de coloration des deux bactéries. Staphylococcus aureus, étant une bactérie Gram-positive, est
apparue violet sous le microscope, présentant une structure en amas en forme de grappe. Cette
coloration est due a la présence d'une épaisse couche de peptidoglycane dans la paroi
cellulaire qui retient le violet de gentiane méme apres le traitement avec de lalcool.
Pseudomonas aeruginosa, une bactérie Gram-négative, est apparu rose et présente une forme
de batonnet. Cette différence de coloration s'explique par la structure de sa paroi cellulaire,
qui posséde une fine couche de peptidoglycane située entre deux membranes, ne permettant
pas de retenir le violet de gentiane apres la décoloration a l'alcool et se colorant par la

fuchsine.

Figure 25 : Colonies de staphylococcus aureus (A gauche) et Pseudomonas aeroginosa (A

droite) apres coloration de Gram observées au microscopique optique (G X400).

I11. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion
sur disque

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque ont montré I’effet
inhibiteur de la croissance des bactéries testées en fonction de I’huile essentielle utilisées et du
volume testé. Les résultats soumis au test non paramétrique de Kruskal-Wallis ont démontré
des différences tres hautement significative pour le facteur souche, (ddl=1; Chi-squared
=32,664 ; p value=1,095°%-08<0,001), et pour le facteur dose (ddl = 5 ; Chi squared= 38,814 ;

p value= 7,609°-08<0,001). Tandis que le facteur huile a révélé une différence non
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significative. (ddl= 2 ; Chi squared= 1,6675 ; p value= 0.4344) 0.05). L’interaction entre les
facteurs ont été trés hautement significative : L’interaction entre les facteurs souche et huile
(ddI=5 ; Chi squared= 35,293 ; p value= 1,3115°-06< 0.001), entre le facteur souche et dose
(ddI=9, Chi squared= 81,462, p value= 8,278°-14<0.001), entre le facteur huile et dose (ddI=
14 ; Chi squared= 41,101 ; p value= 0,0001715<0.001). L’interaction tripartite entre les
facteurs : Souche, dose et huile a également était tres hautement significative (ddl= 29 ; Chi
squared=85,341, p value= 1,865°-07<0,001).

L’action la plus significative a été enregistrée avec I’HE d’E. maidenii sur
Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibition croissantes comparativement au contréle
positif dont le diamétre est de 28mm (Figure 26 a). Il a été également constaté la sensibilité
de la souche sus-citée aux deux autre HE utilisées a savoir E.globulus et E.polybractea
(Figure 27 a) et (Figure 28 a). Ces résultats nous incitent a qualifier Staphylococcus aureus
et ce conformément aux criteres établis par Ponce & al. (2003) de souche trés sensible a la
dose 7,5ul avec des diamétres de zones d’inhibition respectifs de 18mm pour E.polybractea ,

21mm pour E.globulus et 26mm pour E.maidenii.

Concernant Pseudomonas aeroginosa, nous avons noté une résistance aux HE testées
et ce a différents volumes. En effet ces derniéres ont montre une tres faible bio activité vis-a-
vis des souches suscitées avec des diameétres d’inhibition a 7.5ul de 0.66mm pour E.maidenii,
(Figure 26 b) 0,33 mm pour E.globulus (Figure 27 b) et de 2,66mm pour E.polybractea

(Figure 28 b) comparés aux 16mm enregistré pour le contréle positif.

Les valeurs des diamétres des zones d’inhibition de ces trois HEs d’E. maidenii,
E.globulus et E.polybractea et sont traduites par les histogrammes des figures 29 et 30 et 31

respectivement.

Nos résultats sont comparables a ceux rapportés par plusieurs auteurs a I’instar de
Bajpai & al. (2013), qui ont menés une étude intéressante intitulée «Mode d'action
antibactérien de I'huile essentielle de fruit de Cudrania tricuspidata , affectant la perméabilité
membranaire et les caractéristiques de surface des agents pathogenes d'origine alimentaire»,
qui révele que les huiles essentielles de fruit de Cudrania tricuspidata présentent une capacité
inhibitrice envers les bactéries Gram+ et Gram— souvent associées a des infections d’origine
alimentaire, en perturbant leurs fonctions membranaires par entrainement d’une fuite d'ions

potassium ainsi qu'une diminution du pool d'ATP extracellulaire.
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Tohidpour & al. (2010) ont également évalué I’activité antibactérienne des huiles
essentielles d’Eucalyptus globulus contre des souches de Staphylococcus aureus résistantes a
la méthicilline (SARM) dans leur étude intitulé «Effet antibactérien des huiles essentielles de
deux plantes médicinales contre Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) ».
Ces HE extraites par hydrodistillation et dont la composition chimique analysée par
chromatographie en phase gazeuse ont montré une activité antibactérienne significative avec
des valeurs de concentration minimale inhibitrice allant de 0,1 a 4% v/v contre les isolats de
SARM ainsi que dautres bactéries standard, mettant ainsi en évidence le potentiel

thérapeutique des HEs d'eucalyptus contre cette bactérie.

Lopez-Romero & al. (2015) ont exploré dans leur étude intitulée  «Effets
antibactériens et mode d'action de composants selectionnés d'huiles essentielles contre
Escherichia coli et Staphylococcus aureus» les propriétés antimicrobiennes de certains
composants d’huile essentielle sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Les composants
testés sont les suivants : le carveol, le carvone, le citronellol et le citronellal, déterminant aussi
leurs concentrations minimales inhibitrices(CMI) et bactéricides minimales (CBM). Par
exemple, le citronellol présente des CMI de 5 pg/ml pour E. coli et de 375 pg/ml pour S.
aureus, tandis que le carvéol montre des CMI de 2000 pg/ml pour E. coli et de 2000 pg/mi
pour S. aureus. En ce qui concerne les valeurs de CBM, le citronellol se distingue avec des
valeurs de 15 pg/ml pour E.coli et de 400 pg/ml pour S. aureus, tandis que le carvéol affiche
des valeurs de 1500 pg/ml pour E. coli et de 2500 pg/ml pour S. aureus. De plus, ces huiles
essentielles modifient la surface des bactéries. Le carvéol, le carvone et le citronellol par
exemple rendent les cellules d'E.coli plus hydrophiles, tandis que le citronellal les rend plus
hydrophobes. Ces composés affectent également 1’intégrité de la membrane cellulaire de ces

bactéries perturbant ainsi leur développement.

Une autre étude menée par Lodhia & al.(2009), a entrepris d’évaluer l'activité
antibactérienne des huiles essentielles extraites des pétales de fleurs de palmarosa
(Cymbopogon martin)i, d'onagre (Primula rosea), de lavande (Lavandula angustifolia) et de
tubéreuse (Polianthus tuberosa) contre les bactéries gram-positives Staphylococcus aureus et
gram-négatives Escherichia coli. Les différentes concentrations des huiles essentielles, allant
de 10% a 100%, ont été testées en utilisant la méthode de diffusion sur disque, ou des disques
de papier absorbant 5 pl d'huile essentielle étaient placés sur des milieux ensemencés avec les
bactéries. Les résultats ont montré une réponse dose-dépendante, avec une augmentation de la

zone d'inhibition proportionnelle a I'augmentation de la concentration des huiles essentielles.
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Par exemple, a une concentration de 100%, I'huile essentielle de palmarosa a montré une zone
d'inhibition de 25 mm contre S. aureus et de 23 mm contre E. coli, indiquant sa puissante
activité antibactérienne. Les huiles de lavande et de palmarosa se sont avérées
particulierement efficaces contre les bactéries gram-négatives, avec des zones d'inhibition
atteignant respectivement 20 mm et 23 mm a la concentration maximale. En revanche,
l'onagre a montré une meilleure activité & haute concentration contre les bactéries gram-
positives, avec une zone d'inhibition de 18 mm contre S. aureus a 100%. Ces résultats
suggerent que les huiles essentielles possédent un potentiel significatif comme agents
antibactériens, justifiant des recherches supplémentaires pour explorer leur utilisation

pratique.
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a. E.maidenii b. E.maidenii

Figure 26 : Zones d’inhibition en fonction des différentes doses d’HE d Eucalyptus maidenii
avec contrble positif et négatif.

a. E.globulus b. E.globulus

Figure 27: Zones d’inhibition en fonction des différentes doses d’HE d’Eucalyptus globulus

avec controle positif et négatif.

a. E.polybractea

b. E.polybractea
Figure 28 : Zones d’inhibition en fonction des différentes doses d’HE d’Eucalyptus

polybractea avec contrdle positif et négatif.
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Figure 29: Effet de I’'HE d’Eucalyptus maidenii sur la croissance de staphylococcus
aureus et pseudomonas aeruginosa.
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Figure 30: Effet des concentrations croissantes de I’HE d’Eucalyptus globulus sur la

croissance de deux souches bactérienne : staphylococcus aureus et pseudomonas aeruginosa.
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Figure 31: Effet de 'HE d’Eucalyptus polybractea sur la croissance de deux souches
bactérienne staphylococcus aureus et pseudomonas aeruginosa.

1VV. Evaluation de I’activité bioinsecticide des huiles essentielles

IV-1. Test de répulsivité sur les adultes de Tribolium castaneum

Les valeurs du pourcentage de répulsion obtenue sont représentées par les
histogrammes de la figure 32.
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Pourcentage de répukion

E-Maidenii E-Globulus E-Polybractea

Les huiles essentielles utilisées

Figure 32: Taux de Répulsivité de trois huiles essentielles vis-a-vis de Tribolium castaneum
apres 30 minutes d'exposition.
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Les résultats obtenus lors des tests de répulsivité ont permis de classer les trois HE
selon les critéres de McDonald & al. (1970) en une classe:

Eucalyptus maidenii dans la classe 5 : trés répulsives.
Eucalyptus gobulus dans la classe 5 : trés répulsives.
Eucalyptus polybractea dans la classe 5 : trés répulsives.

L’analyse statistique utilisant le test de Kruskal-Wallis a montré une différence non
significative pour le facteur huile (ddl= 2, Chi squared= 4,0177 ; p value= 0,1347 > 0,05), et
pour le facteur dose (ddl=2, Chi squared=2,1347, p value=0,3431>0,05). L’interaction entre
les facteurs huile et dose ont également révélé une différence non significative (ddI=8 ; Chi
squared=6,9126 ; p value=0,5461 > 0.05).

L’action répulsive des HE a été rapportée par de nombreux résultats de recherche.
Ainsi  Gueye & al. (2001) ont signalé dans une synthése bibliographique 1’action des plantes
contre les ravageurs pour leurs effets répulsifs, de contact ou fumigation. Les molécules
actives peuvent varier d’une famille a une autre et a I'intérieure de la méme famille et la
sensibilité peut varier d’un ravageur a un autre et d’un stade a un autre. L’effet répulsif et
toxique de Tephrosia vogelii sur Collosobruchus maculatus alors que Blumea aurita (L.) ne
présent aucune toxicité mais plutdt un pouvoir répulsif vis-a-vis de C.maculatus.
Papachiristos & al. (2004) ont démontré I’existence d’une toxicité entre autre de I’'HE
d’Eucalyptus globulus sur les ceufs d’Acanthocelides obtectus (ravageur d’haricot) avec une
différence de sensibilité corrélée a 1’Age. Cet effet pourrait s’expliquer par une perméabilité

du chorion ou de la membrane vitelline facilitant la diffusion des vapeurs d’HE.

Une étude menée par Ukeh & al.(2012) a révéler I’effet répulsif des HE de gingembre et
d’Afranonum nelegueta riche en monoterpene connue le R-linalool et le s-2-heptanol.
IV-2.Test de fumigation sur les adultes de Tribolium castaneum

Les résultats obtenus pour les tests réalisés a 37°C ont montré une diminution
progressive de la population de Tribolium castaneum pour les traitements avec E.maidenii et

E.polybractea. En revanche, aucun effet n'a été observé pour le traitement avec E.globulus.

Une estimation du nombre d'adultes morts a été réalisée apres 24, 48 et 72 heures. Les

résultats obtenus pour les 3 huiles essentielles sont illustrés par les figures 33,34 et 35.
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Aprés 24h d’exposition aux huiles essentielles, E. maidenii s’est montré extrémement
efficace, affichant un taux de mortalité de 100 % deés les 24 premiéres heures a toutes les
doses testées. En revanche, E.globulus n’a entrainé aucune mortalité quelle que soit la dose
utilisée alors que ’HE d’E.polybractea affecte progressivement les adultes de T.castaneum.
Les HEs d’Eucalyptus polybractea présentent une augmentation progressive de la mortalité de
Tribolium castaneum avec l'augmentation de la dose allant de 33% a la dose de 15 pL jusqu’a
60% a la dose de 25pL.

Apreés 48 heures d’exposition, E.globulus continue de ne montrer aucune mortalité a
toutes les doses, indiquant la persistance de son inefficacité. E.polybractea montre une légére
augmentation de la mortalité, atteignant 56% a 15uL, 80% a 20uL et 93% a 25uL, ce qui
indique une amélioration avec le temps mais une efficacité toujours inferieure aux HEs

d’Eucalyptus Maidenii.

Aprés 72 heures. E.globulus ne présente toujours aucune mortalité. La mortalité des
insectes exposés aux HEs d’Eucalyptus polybractea atteint 60% a 15uL, 80% a 20uL et une
mortalité totale de 100 % a la dose de 25uL, indiquant son efficacité croissante au fil du

temps.

L’analyse statistique utilisant le test de Kruskal-Wallis pour le test de toxicité par
fumigation a 37°C, a révélé une différence non significative pour le facteur temps (ddI=2, Chi
squared=0.23228; p value= 0.8903)0,05). Tandis que des différences trés hautement
significative ont été révélé pour les facteurs: Huile (ddl: 2, Chi squared=53,567 ; p
value=2,334°-12<0,001), dose (ddI=3 ; Chi squared=32,005 ; p value : 5,222°-07<0,001).

Les interactions entre les facteurs temps et huile (ddl=8 ; Chi squared=54,264; p
value=6,136°-09<0,001), les facteurs temps et dose (ddl=11; Chi squared= 32,534 ; p
value=0.0006259<0,001) et les facteurs huile et dose (ddl= 11; Chi squared=104,57; p
value=2,2°-16<0,001) ont été également trés hautement significative. L’interaction tripartite
entre les facteurs temps, huile et dose ont également révélé une différence statistique tres
hautement significative (ddl= 35 ; Chi squared=106,15 ; p value=4,304°-09<0,001).
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Figure 33 : Taux de Mortalité d’adultes de Tribolium castaneum exposé a trois huiles

essentielles aprés 24 Heures a une température de 37°C.
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Figure 34 : Taux de Mortalit¢ d’adultes de Tribolium castaneum exposé a trois huiles

essentielles aprés 48 Heures a une température de 37°C.
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Figure 35 : Taux de Mortalité d’adultes de Tribolium castaneum exposé a trois huiles

essentielles aprés 72 Heures a une température de 37°C.

Les résultats suite a ’exposition de Tribolium castaneum a trois huiles essentielles
(E.maidenii, E.globulus, et E.polybractea) a différentes doses (15uL ,20uL, 25uL) apres 24
heures a une tempeérature de 4°C, montrent un taux de mortalité uniforme de 100 % pour

toutes les huiles essentielles testées, quelle que soit la dose administrée (Figure 36).

Cette observation suggere que I'efficacité des huiles essentielles est considérablement
renforcée lorsqu'elles sont utilisées en combinaison avec une basse température, indiquant que
le froid joue un role crucial dans l'augmentation de la mortalité des insectes. Cette synergie
entre les basses températures et les huiles essentielles pourrait étre exploitée pour améliorer
les stratégies de contrdle des populations de Tribolium castaneum, en utilisant le froid comme
un complément efficace aux traitements utilisés pour obtenir des résultats plus rapides et plus

élevés en termes de mortalité.

L’analyse statistique pour le test de toxicité par fumigation a 4°C a révélé une
différence non significative pour le facteur huile (ddl= 2 ; Chi squared=0 ; p value= 1> 0,05).
Tandis que une différence trés hautement significative a été enregistrée pour le facteur dose
(ddI=3, Chi squared=34,364, p value=1,66°-07<0,001). L’interaction entre les facteurs huile et
dose ont également révélé une différence trés hautement significative a également révélé une
différence tres hautement significative (ddl= 11; Chi squared=34,364; p value=

0,0003153<0,001).
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Figure 36 : Taux la mortalité d’adultes de Tribolium castaneum exposés a trois huiles

essentielles aprés 24 Heures a 4°C.

Nos resultats sont comparables avec ceux rapportés par de nombreux auteurs ainsi
Digilio & al. (2008), ont évalué¢ I’activité insecticide d’huiles essentielles extraites de
différentes plantes contre deux especes de pucerons, Aphis pisum et Myzus persicae . Les
huiles essentielles ont été extraites a partir des parties aériennes des plantes appartenant aux
familles des Lamiaceae, Apiaceae et Verbenaceae et qui sont : Hyssopus officinalis (hysope),
Lavandula angustifolia (lavande), Majorana hortensis (marjolaine), Melissa officinalis
(mélisse) Ocimum basilicum (basilic), Origanum vulgare (origan), Salvia officinalis (sauge),
Thymus vulgaris (thym), Carum carvi (carvi), Foeniculum vulgare (fenouil), Pimpinella

anisum (anis), Verbena officinalis (verveine).

Les résultats ont montré que les huiles essentielles testées étaient efficaces contre les
deux especes de pucerons, la mortalité de ces derniers était dépendante de la dose administre,
avec des taux de mortalité atteignant jusqu'a 100% a la dose maximale pour plusieurs huiles.
Chez Aphis pisum un taux de mortalité de 90% a été observé avec une dose de 0.5 ul /1 d’air
avec les huiles essentielles d'anis, de basilic et de fenouil, tandis que chez M. persicae, des
taux de mortalité de 100 % ont été observés avec les huiles de fenouil, de lavande, de mélisse,
d'origan et de thym. Cependant des niveaux variables de phytotoxicité ont été observés sur les

plantes hétes, allant de l'absence de phytotoxicité a une phytotoxicité sévere.
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Lors de leurs étude menée en 2012, Khani & Asghari ont examiné I'activité insecticide
des huiles essentielles extraites de Mentha longifolia et Achillea wilhelmsii contre deux
espéces d'insectes ravageurs des denrées stockées, Callosobruchus maculatus et Tribolium
castaneum. Ces huiles ont été extraites par hydrodistillation et analysés pour déterminer leurs
compositions chimiques. Les tests de toxicité par fumigation effectués ont révélé que ces
huiles essentielles présentaient une forte activité insecticide, avec un taux de mortalité
étroitement liée a la dose administré et au temps d’exposition. Les huiles se sont révélées plus
toxiques pour le C. maculatus que pour le T. castaneum. Les principaux composés identifiés
dans ces dernieres tels que le piperitenone, le chrysanthenyl acétate et le 1,8-cinéole ont été
associés a leur propriété insecticide.

Dans une autre étude, Abou-Taleb & al. (2016) ont testé les effets insecticides de 20
huiles essentielles extraites par hydro distillation de plantes retrouvées sur la c6te nord
d’Egypte sur des adultes du Tribolium rouge de la farine, Tribolium castaneum. Apres des
analyses pour I’identification de leurs compositions chimiques, des tests de toxicités par
fumigation et par contact ont été réalisés. Les résultats obtenus ont montré que I'huile d'O.
vulgare est la plus toxique par fumigation, suivie par C. viminals, C. sinensis, C. lemon, M.
communis et S. terebinthifolius. Tandis que les huiles de T. occidentalis, A. seselifolium, P.
tortuosus et V. agnus-castus ont montré une toxicité plus faible. Dans le cas de la toxicité par
contact, les huiles d'A. monosperma et O. vulgare se sont révélé étre plus toxiques, par rapport
a C. sinensis et C. sempervirens. De plus, les résultats suggérent qu'elles interferent avec les
processus biochimiques fondamentaux de ces insectes en inhibant [l'activité de

I'acétylcholinestérase et des adénosines triphosphatases (ATPases).

Dans le test par fumigation un taux de mortalité de 100% a été enregistré avec les
adultes de Tribolium castaneum a la dose 15ul/l d’air avec I’'HE d’E.maidinii, le méme
résultat a été obtenu par Liu & al. (1999) en utilisant ’'HE de C.aubrosoides par fumigation

sur T.castaneum avec Lc50 de 11,7mg.l-11air.

Ces résultats suggerent que les huiles essentielles pourraient étre utilisées efficacement

comme agents insecticides en lutte biologique.
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Conclusion générale

Au terme de notre travail, nous pouvons conclure que les huiles essentielles
d’Eucalyptus maidenii, globulus et polybractea présentent une excellente activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus, avec des effets proportionnel a la dose
administrée. Ces derniers révelent également que I’huile essentielle d’Eucalyptus maidenii est
Iégérement plus efficace avec des zones d’inhibition de 26 mm, suivie par ’'HE d’Eucalyptus
globulus et Eucalyptus polybractea avec des zones d’inhibition respectives de 21 mm et 18

mm.

En revanche, Pseudomonas aeroginosa montre une résistance notable aux différentes

huiles essentielles et a I’ensemble des volumes testés.

Ces résultats suggeérent que les huiles essentielles étudiées pourraient étre utilisées
pour traiter des infections causées par Staphylococcus aureus, mais seraient moins

appropriées pour les infections dues a Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats du test de répulsivité a I’encontre de T.castaneum, ravageur de denrées
stockées démontrent que les huiles essentielles d’Eucalyptus globulus, E. maidenii et E.
polybractea presentent une forte efficacité répulsive contre Tribolium castaneum, au fur et a
mesure que la concentration augmente. En effet le classement par McDonald et al (1971) les

regroupe dans la classe 5, trés répulsives

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus se distingue par son efficacité supérieure,

suivie par les huiles essentielles d’Eucalyptus maidenii et E.polybractea.

Les résultats de I’étude de toxicité par fumigation a 37C° ont révélés que I’huile
essentielle d’Eucalyptus maidenii est la plus efficace contre Tribolium castaneum par
fumigation, affichant un taux de mortalité de 100% dés les premiéres 24h, suivie par ’huile
essentielle d’Eucalyptus polybractea qui présente une efficacité croissante avec le temps.
Tandis que I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus n’a pas montré d’effet toxique notable.
Ces résultats soulignent 1’utilité potentielle de I’huile essentielle d’Eucalyptus maidenii dans

le controle des infestations de Tribolium castaneum.

Ces résultats indiquent que ces huiles pourraient étre utilisées comme agents efficaces
dans le contrdle et la gestion de Tribolium castaneum, offrant ainsi une alternative naturelle et

potentiellement durable aux méthodes traditionnelles de lutte contre les insectes.
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L’étude de toxicité par fumigation a 4°C révele que l'efficacité des huiles essentielles a
considérablement augmenté par rapport a I’étude réalisée a 37°C. Cela suggere que leurs
efficacité augmente si utilisées en combinaison avec des températures froides, indiquant que
le froid joue un réle crucial dans l'augmentation de la mortalité des insectes. Cette synergie
entre les basses températures et les huiles essentielles pourrait étre exploitée pour ameliorer
les stratégies de contr6le des populations de Tribolium castaneum, en utilisant le froid comme
un complément efficace aux traitements chimiques pour obtenir des résultats plus rapides et

plus élevés en termes de mortalité.

Ces résultats suggerent que ces trois huiles essentielles pourraient étre particulierement

utiles comme agent de contrble naturel pour la gestion de Tribolium castaneum.
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Toxicité par fumigation a température ambiante

Cne-sample EKolmogorowv-Smirnowv test

data: mortcs
D= 0.32272, p-valus = 3.3%95=-10

Temps

Kruskal-Wallis rank sum test

data: morts by tCenps
KEruskal-Wallis chi-sguared = 0.23228, df = 2, p-value = 0.8%03

Huile

Eruskal-Wallis rank sum test

data: morts by huile
Eruskal-Wallis chi-sguared = 53.567, df = 2, p-wvalue = 2.334e-12
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Kruskal-Wallis rank sum test

data: morts by dose
KEruskal-Wallis chi-sguared = 32.005, df = 3, p-value = 5.222e-07
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Interaction temps-huile

data:

morts by TempsHuile
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Interaction huile-dose

Eruskal-Wallis rank sum test

data: morts by HuileDose
Eruskal-Wallis chi-squared = 104.57, df = 11, p-value < 2.2e-16
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Interaction huile-dose-temps

Kruskal-Wallis rank sum test

data: morts by TempsHuileDose
Kruskal-Wallis chi-sguared = 1l06.15, df = 35, p-value = 4.304e-0%
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Activité anti bactériennes.

Cne-sample Kolmogorov-Smirnov test

data: diam
D= 0.45377, p-value < 2.2e-1¢

Souche bactérienne.

Kruskal-Wallis rank sum test

data: diam by sb
Kruskal-Wallis chi-sguared = 32.664, df = 1, p-value = 1.,.095e-08
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Huile.

Eruskal-Wallis rank sum test

data: diam by huille
Eruskal-Wallis chi-squared = 1l.e675, df = 2, p-value = (0.4344

Dose.

Kruskal-Wallis rank sum test

data: diam by dose
Kruskal-Wallis chi-sguared = 38.814, df = 4, p-value = T7.60%2-08
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Souche bactérienne- huile

Eruskal-Wallis rank sum test

data: diam by ShHuile
Eruskal-Wallis chi-sgquared = 35.293, df = 5, p-value = 1.315e-06
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Kruskal-Wallis rank sum test

data: diam by SkDose
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data: diam by HuileDose
Kruskal-Wallis chi-sgquared = 41.101, 4df = 14, p-value = 0.0001715
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Toxicité par fumigation a 4°C
Shapiro-Wilk normality test

data: tauxdemortalité
W = 0.56563, p-value = 3.814e=-09

Huile
Eruskal-Wallis rank sum test
data: tauxdemortalité by huile
Kruskal-Wallis chi-sguared = 0, df = 2, p—-value = 1
Dose
Eruskal-Walli=s rank =sum test
data: tauxdemortalité by dose

Kruskal-Wallis chi-=sgquared = 34.364, df = 3, p-value = 1l.66e-07

Huile- dose

Eruskal-Walli=s rank =sum test

data: tauxdemortalité by Huiledose
Eruskal-Wallis chi-squared = 34.364, df = 11, p-value = 0.0003153
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Interaction Huile-dose

Sgroups

tauxdemortalité groups
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Test de Répulsivité

Shapiro-Wilk normality test

data: prderépulsivitcé
W = 0.69584, p-wvalue = 3.395e-06

Huile

Eruskal-Wallis rank sum test
data: prderépulsivité by huille

KEruskal-Walli=s chi-squared = 4.0177, df = 2, p-value = 0.1341

Dose

Eruskal-Wallis rank sum test

data: prderépulsivité by dose
Eruskal-Wallis chi-squared = 2.1347, df = 2, p-value = 0.3439

Huile- dose

Eruskal-Wallis rank sum test

data: prderépulsivité by Huiledose
Kruskal-Wallis chi-sguared = &£.912&6, df = B, p-value = 0.5461
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Résumé

Trois huiles essentielles de la famille des Myrtacées appartenant au genre Eucalyptus ont été
testées pour leurs activités antibactériennes vis-a-vis de Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa et insecticides a 1’encontre d’un ravageur des denrées stockées,
Tribolium castaneum. En effet, le test par la méthode de diffusion sur disques en boite de
Petri a montré I’efficacité des huiles sus-citées a I’encontre de S.aureus avec des diametres de
zones d’inhibition respectifs de 26 mm, 21 mm, et 18 mm pour Eucalyptus maidenii,
Eucalyptus globulus et Eucalyptus polybractea alors que la croissance de Pseudomonas
aeruginosa n’a nullement été affectée par I’ensemble des huiles utilisées.

Les tests de répulsivité réalisés ont prouvé I’action trés répulsive des huiles essentielles
(classe V) sur Tribolium castaneum. La fumigation réalisée avec les trois huiles essentielles a
montré une activité bioinsecticide de I’HE d’Eucalyptus maidenii en provoquant une mortalité
totale chez les adultes de T.castaneum apres 24 heures d’exposition. Cette action a été
renforcée une fois combinée avec une basse température.

Mots clés: Huiles essentielles, Myrtacées, Eucalyptus, Tribolium castaneum, Activité
antibactérienne, Activité insecticide.

Abstract

Three essential oils from the Myrtaceae family, specifically from the Eucalyptus genus, were
tested for their antibacterial activities against Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa, as well as their insecticidal activity against the stored product pest Tribolium
castaneum. The disk diffusion method in Petri dishes demonstrated the effectiveness of the
mentioned oils against S. aureus, with inhibition zone diameters of 26 mm, 21 mm, and 18
mm for Eucalyptus maidenii, Eucalyptus globulus, and Eucalyptus polybractea, respectively.
In contrast, the growth of Pseudomonas aeruginosa was not affected by any of the oils used.

Repellency tests showed that the essential oils exhibited a very strong repellent action (class
V) on Tribolium castaneum. Fumigation with the three essential oils demonstrated a
bioinsecticidal activity of Eucalyptus maidenii essential oil, causing complete mortality of
adult T. castaneum after 24 hours of exposure. This effect was further enhanced when
combined with low temperatures.

Key words: Essential oils, Myrtaceae, Eucalyptus, Tribolium castaneum, Antibacterial
activity, Insecticidal activity.
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