2’@ République Algérienne Démocratique et Populaire Ministére de

L’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Universitt MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou
Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département de Biologie Animale et VVégétale

These présentee pour I’obtention du Diplome de Doctorat en

Sciences biologiques

Présentée par Mme Taleb-Toudert Karima

Sujet de thése

Extraction et caractérisation des huiles essentielles de dix plantes
aromatiques provenant de la région de Kabylie (Nord Algérien). Evaluation
de leurs effets sur la bruche du niébé Callosobruchus maculatus
(Coleoptera : Bruchidae)

Soutenue le 03/03/2015 devant le jury compose de:

Président: Yakoub Bougdal S. Professeur, FSBA, UMMTO.

Directeur de thése : Kellouche A. Professeur, FSBA, UMMTO.
Examinateur: Chakali G. Professeur ENSA, Alger.

Examinateur : Khouja M.L. Directeur de recherches, INGREF, Tunis.
Examinateur : Nabiev M. Professeur université de Boumerdes.

Examinatrice : Sadoudi Ali Ahmed Dj. Professeur FSBA, PUMMTO.




Remerciements

Il m’est tout d’abord agréable de remercier mon directeur de thése, monsieur le
Professeur Kellouche A. qui m’a accueillie dans son laboratoire et qui a dirigé ce travail de
recherche. J’ai ainsi eu la chance de bénéficier de son soutien sans faille et de ses
encouragements pendant les durs moments de doute et de découragement. Il m’a donné
beaucoup de son temps pour approfondir mon travail et il a su me faire transmettre son goQt
pour la rigueur, grace a vous j’ai pu apprendre et appréhender un monde qui m’était inconnu
jusqu’alors ; le monde des insectes. Merci pour vos précieux conseils, pour la grande
compétence et I’humanisme qui vous caractérisent et que tous vos étudiants reconnaissent en

vous. VVous avez tout mon respect.

Je remercie infiniment madame le professeur Yakoub-Bougdal S. qui a bien voulu
assumer la présidence du jury, tout en lui témoignant mon admiration pour sa force de
caractére. Elle compte parmi les personnes qui m’ont formée scientifiguement. Merci pour

VOS encouragements et votre soutien moral.

Mr Khouja M.L., mon directeur de stage qui m’a ouvert grandement la porte de son
laboratoire avec tant d’hospitalité, d’amitié¢ et de grandeur d’ame, et qui n’a jamais cessé de
me soutenir a chaque contact par e-mail. J’espére que nous aurons 1’occasion, les prochaines

années, de travailler a nouveau ensemble.

Mr Nabiev M., c’est un honneur et un immense plaisir de présenter ce travail devant

vous et de prendre de votre temps pour siéger dans mon jury.

Mr Chakali G. ,merci d’avoir accepté avec tant d’enthousiasme de nous faire partager

vos impressions avisées lors de 1’examination de ce travail.

Mme Sadoudi Ali Ahmed Dj., je suis trés sensible a I’intérét que vous avez manifesté

a I’égard de ce travail et je vous remercie de votre présence.

Monsieur Amirouche S. Ingénieur de laboratoire, pour avoir été exemplaire lors de la
réalisation des coupes anatomiques au MEB. Vous étes pour moi un exemple frappant de ce

que la rigueur pouvait avoir d’exigent, je ne vous remercierai jamais assez.

Madame Kellouche F. et madame Louni K. du service de la post-graduation pour leur
dévouement au service des étudiants doctorants et les enseignants chercheurs. Un grand merci

mesdames pour tout ce que vous faites.



Remerciements

Un immense merci a tout le personnel du CRD Saidal d’El Harrach, et plus
particulierement 1’équipe « Huiles essentielles ». Sans vous je n’aurai jamais pu reéaliser

I’extraction des huiles.

Mr. Ferraguig N. dont 1’enthousiasme, le positivisme a toute épreuve (avec son
éternelle devise « Résistance ») est un soutien énorme dans les moments durs que j’ai pu
passer. Merci d’avoir été 1a et de m’avoir supportée avec votre grand cceur et votre sourire

éternel.

Mlle Chadli N. le doux ange, de m’avoir aidée dans le traitement des données

statistiques.
Au personnel de la bibliothéque de "'UMMTO pour sa disponibilité et sa gentillesse.

Mon mari et mes filles, qui sont les piliers infaillibles sur lesquels je me repose. Votre
patience, votre compréhension, votre soutien indéfectible, votre gentillesse pendant les
moments difficiles que j’ai connus, m’ont aidée a rester debout malgré tout. Merci mes

adorés, ne m’abandonnez jamais.
Ma maman chérie pour ses prieres, son amour et sa douceur.
Toute ma belle famille pour le respect qu’elle me voue et sa gentillesse.
Mes freres et sceurs pour leur soutien incessant pour me voir arriver a la fin.

A mesdemoiselles Mezani F., Naamane Dj et Sadou O les rayons de soleil qui m’ont

tenue compagnie au laboratoire et pour leur bonne humeur.

Et enfin je remercie mes collegues Mlle Tadjer, Mme Benabdeslam, Mlle
Mohamed Ouali D., Mme Ahmanache/Lakabi L. et Mlle Abdellaoui K. qui m’ont soutenue
moralement pendant cette période parfois délicate.



Dédicaces

A la mémoire de mon pére adoré
A
Celles de Moh Améziane et Karim
A

Tous mes étudiants



Liste des figures



Liste des figures

Figure 1 : Structures chimiques de quelques constituants des huiles essentielles............... 9

Figure 2 : Structures chimiques de quelques constituants des huiles essentielles............... 10
Figure 3 : Localisation de la région d’étude............c.oiviiiiiiiiii e, 13

Figure 4 : Localisation du site de prélevement. ..........c.ooveiiiiiiiii e 13
Figure 5: Houppier de E. radiata (Oumaden, 2011).........cccooviiiiiiiiiiiiiiieeeeea 15

Figure 6 : Rameaux et feuilles de E. globulus (Oumaden, 2011)..............coeiiiiiiinnnn... 16
Figure 7 : Feuilles et bourgeons floraux de M. communis (Oumaden,2011)..................... 17

Figure 8 : P. lentiscus (Oumaden,2011).......ccuiiiniiniiii e 18
Figure 9: Feuilles et fleurs de S. officinalis (Oumaden, 2011).............coooeiiiiiiiiiiininn... 19
Figure 10: feuilles et fleurs de R. officinalis (Oumaden, 2011)..........c.ccovvieivieniininnnn.n. 20
Figure 11: A. triphylla (Oumaden, 2011).......c.oiniirii e e, 21
Figure 12: Rameaux et feuilles de L. nobilis (Oumaden, 2011)............ccceeiiiiiiiiinnnn, 22
Figure 13: Plant de O. basilicum (Oumaden, 2011).........c.oiiiiiiiiiiiiiieeee e, 23
Figure 14: M. spicata (Oumaden, 2011)........oouiriniieiniie e e 24
Figure 15 : Distillateur conventionnel (SAIDAL 2011)........ccoiiiiiiiiiiiiiiieieeieee e, 25
Figure 16 : Appareil de Dean et Stark (SAIDAL, 2011).......civiiiiiiiiiiiiieiiee e 26

Figure 17 : Evolution du rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
B E. rA0IALA. ...t 32

Figure 18 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
de ML COMMUNIS. ...oeie e 32

Figure 19 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
A8 P IBNEISCUS ... ..eee et 33

Figure 20 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
de S. OffiCINALIS...... ..o 33

Figure 21 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
e R OFFICINALIS ... .. 34



Liste des figures

Figure 22 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
dede A triphylla. .. ..o 34

Figure 23 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
A8 L NODIIIS ..o 35

Figure 24 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
de O. DaSIICUM ... ... e 35

Figure 25 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
e M. S ICALA. .. et 36

Figure 26 : Evolution de rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles
o [=3 0| (o] o TU T T3PS 36
Figure 27 a: Coupe transversale de la feuille de R. officinalis observée au microscope
optique x 400 montrant des poils tecteurs (Pt), des trichomes peltés (Tp) et des trichomes
CAPIEBS () .ttt ittt e 46

Figure 27 b : Micrographie de la feuille de R. officinalis montrant des poils tecteurs (Pt), des

trichomes peltés (Tp) et des trichomes capités (Tc), au MEB X 250........................o.e. 46

Figure 28 a: Coupe transversale de la feuille de O. basilicum observée au microscope

optique. x 400 montrant des poils tecteurs (Pt), des trichomes capités

Figure 28 b : Micrographie de la feuille de O. basilicum montrant des poils tecteurs (Pt), et
des trichomes capités (Tc) au MEB X 250. ..o 47

Figure 29 a : Coupe transversale de la feuille de A. triphylla observée au microscope optique

X 400 montrant des poils tecteurs (Pt), les trichomes peltés (Tp) et des trichomes capités

Figure 29 b : Micrographie de la feuille de A. triphylla montrant des poils tecteurs (Pt), les
trichomes peltés (Tp) et des trichomes capités (Tc) au MEB x 250............ccccoviiininnnn... 47

Figure 30 a : Coupe transversale de la feuille de S. officinalis observée au microscope optique

X 400 montrant des poils tecteurs (Pt) les trichomes peltés (Tp) et des trichomes capités

Figure 30 b : Micrographie de la feuille de S. officinalis montrant des poils tecteurs (Pt) et
des trichomes capités (Tc) au MEB X 250..........oiuiriiiiiii e, 48



Liste des figures

Figure 31 a : Coupe transversale de la feuille de M. spicata observée au microscope optique x

400 montrant des poils tecteurs (Pt) et des trichomes capités (TC)..........ccooevevviiiininnnn 49

Figure 31 b : : Micrographie de la feuille de M. spicata montrant des poils tecteurs (Pt), et
des trichomes capités (TC) auU MEB X 250........cuiiiriiiiiiie e, 49

Figure 32 a : Coupe transversale de la feuille de E. globulus observée au microscope optique
X 400 montrant des poches sécrétrices schizogenes (Gs) d’huile essentielle au niveau de

parenchyme palissadique (PP).......c.ooriirir i 49

Figure 32 b : Micrographie de la feuille de E. globulus montrant des poches sécrétrices (Gs)
localisées au niveau de parenchyme palissadique (Pp) ainsi que des stomates sur 1’épiderme
de lafeuille aU MEB X 250. ..., 49

Figure 33 a : Coupe transversale de la feuille de E. radiata observée au microscope optique x
400 montrant montrant des glandes sécrétrices (Gs) d’huile essentielle au niveau de

parenchyme palisSadique (PP).......oueoriri i e 50

Figure 33 b : Micrographie de la feuille de E. radiata montrant des glandes sécreétrices (Gs)

localisées au niveau de parenchyme palissadique (Pp) au MEB x 100........................... 50

Figure 34 a: Coupe transversale de la feuille de M. communis observée au microscope
optique x 400 montrant des poils tecteurs (Pt) et des glandes sécrétrices (Gs) d’huile

e 111 (5] | SN 50

Figure 34 b : Micrographie de la feuille de M. communis montrant des glandes sécrétrices
(Gs) d’huile essentielle au MEB X 1000..........ooiiiiiiiii e e 50

Figure 35 a : Coupe transversale de la feuille de L. nobilis observée au microscope optique x

400 MONtrant des CANAUX SECIELEUIS. . . ..ot e e e 51

Figure 35 b : Micrographie de la feuille de L. nobilis montrant des canaux sécréteurs au MEB

Figure 36 a : Coupe transversale de P. lentiscus montrant les canaux sécréteurs des huiles
essentielles en microscope optique X 400..........oieiiiiiii i 52

Figure 36 b : Micrographie de la feuille de P. lentiscus montrant des canaux sécréteurs et des
poils tecteurs (Pt) au MEB X 250. ... ..ot 52

Vi



Liste des figures

Figure 37 : Extracteur pilote (CRD Saidal, 2011)..........cooiviiiiiiiiie e, 59
Figure 38 : Huile essentielle dans une ampoule a décanter..................ocooiviiiiiiinnnn.n 60
Figure 39 : Fleurs et gousses de Vigna unguiculata..................ocooeiiiiiiiiiieenns. 80
Figure 40: Dommages occasionnés par C. maculatus sur les graines de Vigna ................ 82
Figure 41: (Eufs éclos de C. maCUlatus. ..........c.ooviniiriii e, 84
Figure 42: Larvesde C. maculatus..............cooiuiiiiiiiii e, 85
Figure 43 : Femelle pondeuse de C. maculatus...............ccooiiiiiiiiiiiiiieeeee 85
Figure 44: Male de C. MacCUlatUS. ..........ouiiritit e 85
Figure 45 : TeStS Par CONTACT. .........vuiiit ettt et et 87
Figure 46: Testde répulSIVITE. ... ... 88
Figure 47 : Test par fumigation........ ..o e, 89

Figure 48 : Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de E. globUIUS).........oooiiii e, 103

Figure 49: Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de M. COMMUNIS)........oitiniintii e 103

Figure 50: Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de L. NODIlIS). ... 104

Figure 51 : Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de P. [€NLISCUS).........oouiirinii e 104

Figure 52 : Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de S. officinalis)...............ooiii i 104

Figure 53 : Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de E. radiata).............c.ooviiiiiii i 104

Figure 54: Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de M. SPICALA)........c.iiviiniiii e 106

Figure 55 : Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de O. baSHICUM)... ... ..o e, 106

Figure 56: Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de R.Officinalis)............cooiii i e 107

Figure 57: Droite de régression de la mortalité en probits (traitement par fumigation par
I’huile essentielle de A. triphylla). ... ... e 107

vii



Liste des tableaux



Liste des tableaux

Tableau 1 : Espéces végétales provenant de Kabylie (Algérie) utilisées pour ’extraction des

NUITES BSSENTIEIIES. ... 14
Tableau 2 : Taux d’humidité et des rendements en huiles essentielles........ccccvvveeeeivvecciinnn... 30
Tableau 3 : Valeurs des indices d’acide et d’ester determinées. .......covvveeeereeeeeeeeeeeseeeeieeeeeneaens 39
Tableau 4 : Caractéristiques organoleptiques des huiles extraites par hydrodistillation......... 41

Tableau 5 : Concentrations (%) en composés organiques volatiles de six huiles essentielles
analysees provenant de Kabylie (AIGEIIE)........co i 62

Tableau 6 : Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et
ANAIYSEES PAI GC/MS.......eiieee ettt bbb b et b e b 64

Tableau 6 : Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et
ANAlYSEES PAr GC/IMS (SUITE).....eiveeiveeiecie ittt sttt s te ettt e e neesreeneene e 65

Tableau 6 : Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et
ANAIYSEES PAr GC/MS (SUITE).....eveeeieeterieieieste ettt 66

Tableau 6 : Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et
ANAlYSEES PAr GC/IMS (SUITE).....eiveeiveeiecie st ettt ettt sttt e e neesreeneenne s 67

Tableau 6 : Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et
aNAlYSEES PAr GC/IMS (SUITE).....eiueeiteeieieeiie ettt ste ettt st et te e e reenre e e e nne e 68

Tableau 7: Concentrations (%) en composes organiques volatiles de quatre huiles
essentielles (Lamiaceae) analysées provenant de Kabylie (AIGérie)........cccoovvvneiiieinnncnnne. 70

Tableau 8 : Composition chimique des 4 huiles essentielles (Lamiaceae) provenant de
Kabylie (Algérie) et analys€es par GC/MS...........coviieiieii it 71

Tableau 8 : Composition chimique des 4 huiles essentielles (Lamiaceae) provenant de
Kabylie (Algérie) et analysées par GC/MS (SUITE).......eciveieeieerieiieieesie s s sre e 72

Tableau 9: Longévité moyenne (h) des adultes de C. maculatus traités avec les différentes
huiles essentielles (moyenne + écart —type) a différentes doses (les moyennes suivies d’une
lettre différente different de fagon tres hautement significative, selon le test de Newman et
Keuls, au SEUIT P =0,5%0)......cccuiiiiiiciie ettt te e sba e ae e sraesne e ens 91

Tableau 10 : Fécondité moyenne de 10 femelles de C. maculatus sur les graines de V.
unguiculata traitées avec les différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre
différente sont différentes de maniere trés hautement significative, conformément au test de
Newman et Keuls, au SEUII P=590)........cciiiiiiieiice s 92

Tableau 11: Taux d’éclosion (%) des ceufs de C. maculatus pondus sur les graines de V.
unguiculata traitées avec les huiles testées(les moyennes suivies d’une lettre différente sont
differentes de maniere tres hautement significative, conformément au test de Newman et
KEUIS AU SBUIT P=590) ...ttt 94

Tableau 12 : Taux de viabilité (%) des ceufs éclos de C. maculatus, dans les traitements avec
les différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente sont différentes de

viii



Liste des tableaux

maniere trés hautement significative, conformément au test de Newman et Keuls, au seuil

Tableau 13: Faculté germinative des graines de V. unguiculata (%) traitées avec les
différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente sont différentes de
maniére trés hautement significative, conformément au test de Newman et Keuls, au seuil

) TSSO P TP PR 96
Tableau 14: Taux de mortalité (%) des adultes de C. maculatus (test d’inhalation) avec les
SIX NUITES €SSENTIEIIES......eeeeeice et 97

Tableau 15: Taux moyen de répulsivité (%) (Mc Donald et al., 1970) des différentes huiles
essentielles provenant de la région de Kabylie(Algérie), vis-a-vis des adultes de C.
maculatus(les moyennes suivies d’une lettre différente sont différentes de maniére tres
hautement significative, conformément au test de Newman et Keuls au seuil P=5%)............ 98

Tableau 16 : longévité moyenne (h) des adultes de C. maculatus traités avec les différentes
huiles essentielles (moyennes + écart type) a différentes doses (les moyennes suivies d’une
lettre différente de facon trés hautement significative, selon le test de Newman et Keuls, au
SEUIT P = 0.5%0. ettt sttt et a et et Re et n e R reeneenre e reanee s 99

Tableau 17 : Fécondité moyenne de 10 femelles de C. maculatus sur les graines de V
unguiculata traitées avec les différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre
différente de facon treés hautement significative, selon le test de Newman et Keuls, au seuil

Tableau 18: Nombre d’ceufs viables de C. maculatus dans les traitements avec les
p=5%).différente huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente sont différente de
maniere trés hautement significative, conformément au test de Newman et keuls au seuil

Tableau 19 : Nombre d’ceufs viables éclos de C. maculatus dans les traitements avec les
différente huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente sont différente de
maniére tres hautement significative, conformément au test de Newman et keuls au seuil

Tableau 20 : Nombre de graines germées de V. unguiculata traitées avec les différentes huiles
testées(les moyennes suivies d’une lettre différente sont différente de maniére trés hautement
significative conformément au test de Newman et keuls, au seuil p=5%)..........ccccccevveieennene 105

Tableau 21: Taux moyen de répulsivité (%) des huiles essentielles extraites des quatre
labiées, vis-a-vis des adultes de C. maculatus (les moyennes suivies d’une lettre différentes de
maniere hautement significative conformément au test de Newan et de Keuls au seuil

Tableau 22: Taux de mortalité (%) des adultes de C. maculatus (test d’inhalation) avec les
QUALTe NUTIES ESSENTIEIIES. .......eveeieeee e sne s 109

viii



Table des matieres



R EIMIBICIEIMIEINTS ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e ne e e eeeeeeeeeaaennees i

DT [ oF: =TSSR iii
LISEE ES FIGUIES ...ttt bbbttt b bbb 1\
LiSte deS tADIEAUX . ..vivieeieiee e viii
INErOdUCTION GENETAIE......c.c.ecie et re b e e nreas 1

Partiel : Extraction par hydrodistillation et caractérisation physicochimique des
huiles essentielles
1] € oo [N o1 o] o SRRSO 7

Revue bibliographique

1. HUIES ESSENTIEIIES ...ttt neennees 8
2. Critéres déterminants la qualité des huiles essentielles...........cccoovvevieveveieniiiiece e, 11
3. Localisation et réles des huiles essentielles chez les VEQEtauX ...........ccceevivevveiciieiiennns 11
4. Production des huiles eSSENtIEIIES ..........c.cuoiiiiiiiie e 12
5. Caractérisation des huiles €SSENtIEIIES............cvcviveieriercie e, 12

Matériel et méthodes

L MALEIIEl VEGETAL ... e 13
1.1 Localisation de 1a zone d’étude ...........eeeiiiiiiiiiiiiii e 13
1.2. Présentation botanique des plantes EtUdIEES. ..........ccoeveirerieiiereee e 14
1.2.1. EUCAIYPLUS FAOIE ... ettt 14
1.2.2. GOMMIET BDIBU ..ottt 15
O O AV Y 4 (PRSPPI 16
O N 4 o] (= U I 0oL (oSSR 17
1.2 .5, SAUDE ...t n s 18
I T o (o4 o T U PSS SST 19
1.2.7. Verveine CIitroNNElle ........c.ooioiiiee e 20
I R I 1H g =] ST T ol OSSR 21
N TR T ] | oSSR 22
1.2.10. MENENE VEITE ...ttt st b et r et et ne e nbe e e enes 23
2. IMIBENOUES. ...ttt ettt te st e eere e s bt e sreereeneeneeeens 24
2.1. Extraction des huiles essentielles et caractérisations physico-chimique et

(o] (o TaTo] [=T o] £ [o U= USSP PRPRRPO 24
Table des matiéres

2.1.1. Technique d’hydrodiStillation ..........cccocueiiiiiiiiiii s 25
2.1.2. Calcul du taux d’humidité des différents échantillons considérés ...........ccccovvvviviriiinnnns 26

X



2.1.3. CalCul du FENTEIMENT. ..ottt
2.1.4. Etude de la cinétique de rendement...........cooeiiiiiine e
2.2. Caracterisation physicochimique des huiles

eSSENIEIES. ... 27

2.2.1. Indice d’ACIAE (TA ....eeiiiiie et
2.2.1.1. MOUE OPEIALOIIE ...ttt ettt b et b ettt se ettt st ne e en
2.2.1.2. Calcul de 1’'indice d’ ACIAC.......uuieiiie ettt
2.2.2. INAICE A7 @STOT .vviiiiie ittt e e e e
W T 1Y, o To (oo o 1= = (0| £ STSS
2.2.2.2. Calcul de I’INdiCe A’ @St .. .uiiiiuireiiiiieiiie st see e see e e e e e e e e e snaeeaneee s
2.3. Caracteristiques OrganOlePLIGUES. .......c..eviirerieisie e
Résultats et discussion

1. Extraction des huiles essentielles par la technique d’hydrodistillation...............cc.ccevenneen.
1.1. Calcul du taux d’humidité des différents échantillons considérés ............ccccevveiivrenninnnns
1.2. Détermination du reNdEMENT.........cccceiiiiiiieeiee e
1.3. Suivi de la cinétique de rendement en huile essentielle des dix especes vegétales

S (0o [T SRR PSPPSR
2. Caractéristiques physicochimiques des huiles essentielles extraites..........c.ccoovevvevevverienenn,
3.Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites.........cccvvvevivieiveeerienen,
(@0 0T [ [0 o PO
Partie 2 : Etude des structures sécrétrices des huiles essentielles

] 8 oo 11! [ o OSSR
Matériel et méthodes

1. Réalisation des coupes pour 1’étude des structures sécrétrices d’huiles essentielles en
MICTOSCOPIE OPLIGUE ...ttt ettt ettt ettt e e s be e e e seesb e e teese e beeneeenaesreeneanes
2. Réalisation des coupes pour 1’étude des structures sécrétrices d’huiles essentielles en
microscopie electronique a Dalayage. ...
Résultats et discussion

O I Lo Lol TSSOSO
1.1 ROFFICINAIIS . ettt ne s
Table des matiéres

I @ TR o= 1] | o] OSSR
L3 ALTFIPNYHIA. ...
1.4, S, OffICINALIS ... bbb



LT Y R ] o L= OSSR 48

2. LBS IMIYITACEAE ...ttt ettt s h e b e be e et e s be e et e e s bb e e beesaneebeesnnens 49
2.1 B GIOBUIUS ... 49
2.2, B FAOIALA. ..o bbb 50
2.3, VL COMUTIUNIS ..ttt b bbbttt et e et bbb e b e e b et 50
3. Lauraceae (Cas de L. NODIIIS .......uoiiiiiiiicieee e e 51
4. Anacardiaceae (Cas de P. I8NTISCUS .......cuiiieiiiieiieieeie e 51
(@70 T [0 (o] o TSSOSO 54

Partie 3 : Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau et

analyse par CG/MS

Revue bibliographique

I [ 7T L1 Tox (o o IO USRS 56
2. Chromatographe en Phase gAzZEUSE..........ccoueiueiieiieiieie st ee s se e e e sre e ene e 56
p O 10 =0t U | TS S PP PP U PP PRPRRPPO 56
A ©70] (0] 11 -SSR 57
R TR B ) T (=1 SRRSO PR PSSR 57
2.3.1. MOUE dE ELECTION .....veviieieieiieie ettt bbbt nens 57
Matériel et méthodes

I V- (=T T SRS 59
2. IMBENOUES ... ettt b ettt bbb n et 59
2.1. Extraction par entrainement a 1a vapeur d’€au...........coccoereiiiniisiene e 59
2.2. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles ..........cccooeveiiiiiiiicieen, 61

Résultats et discussion

1. Composition chimique des huiles essentielles extraites a partir de E. globulus, E. radiata,
M. communis, S. officinalis, P. lentiscus et L. NODIliS............cooiiiiiiiiii e, 62
2. Compositions chimiques des huiles extraites a partir de quatre Lamiaceae provenant de
KADYIIE bbb bbb 69
(0] 0] 1151 o] o H SRR 74
Table des matiéres

Partie 4 : Effets bioinsecticides des huiles essentielles sur C. maculatus

] 8 (oo (1! [ o SRS 75
Revue bibliographique

1. Mécanismes d’action des huiles esSentielles.........ccovviiiiiiiiiiiiiiiie e 76

1.1, ETTOLS SUE IBS BSIEIASES ... e ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e, 77



1.2. Effet sur I’activité €lectrique NeUronale ...........cccvuviiiiieiiiie i 77

1.3. Activation des systémes de détoXifiCation ...........c.ccoeieiieriinenes e 77
1.4. Modification des Cibles MOIECUIAITES .........c.ccveieiieiiieie e 78
1.4.1. CaNAl SOUIUM ...ttt bbbttt bbbt 78
1.4.2. ACELYICROIINESIEIASE. ... eciieeiecieeie et reenes 78
1.4.3. Récepteurs de I’acide gamma-amino-butyrique (GABAT ..., 79
1.4.4. Action sur les récepteurs OCtOPAMINEIGIQUES .......coveeruerierieierienieesie st 79

Matériel et méthodes

LU IMAEETIEL .ttt bbbt 80
1.1. Présentation de 1a plante ROte..........cviiiiiiiiii e 80
1.1.1. Taxonomie, desCription €t ECOIOGIE .......cerverieiiriiieiee e 80
1.2. Présentation de 'INSECtE TaAVAZEUL ........ceviuiiiiiiiiieiii e 82
1.2.1. Biologie et cycle de déVEIOPPEMENT..........c.civiieieie e 83
1.2.2. Développement de C. MACUIALUS. .........covririerieiieieeeee e 84
12,2 1L0BUT .o e bbb ettt ne e 84
1.2.2.2. LANVE ..t h e bRt R e e b e e Re e n e e nnreereennee s 84
I T 1Y/ 11 o] 1 OSSPSR 85
L1224, AQUITE ...ttt sb e st e e s be e e e e sbe e st e e s re e e teenaeeereenrre s 85
1.3, HUIIES ESSENTIEIIES ... 86
2. IMIBENOUES ...ttt b et s et e bbbt b e n et nens 86
2.1, TESES A8 TOXICITE....cueiieieiee ettt sttt et bbbt reen e et enens 86
2.1.1. TESEPAI CONLACT ...ttt ettt b e b et neenne e 86
2.1.2. TeStS Par FUMIGATION ..ot sb et 88
2.1.3. TeStS de FEPUISIVITE ......c.veeiecie et et e e reeere e 88
3. ANAIYSE STALISTIGUE........ecuiiieecie ettt et e be et e e esreesteeeearaeareans 89
B0 N IS AN N[ A USRS 89
3.2, CalCUI dES DL50......c.eeiiiiisieiteeee et bbb b et 89

Table des matiéres

Résultats et discussion

1. ToxXicité des hUiles eSSENtIEIIES tESTERS ..........eeeeeeeee e, 91
1.1, TESES PAI CONTACT.......eeeieiiieeie et nne e neennee s 91
1.1.1. Effet sur 1a 1ongevité des adUITES...........ooouiiiiiiiie e 91

1.1.1.1. Effet sur la longévité des adultes des huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, M.

communis, P. lentiscus, L. NoDilis et S. OffiCINALIS ....oevvveveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 91

xiii



1.1.1.2. Effet sur la longevité des adultes des huiles essentielles de O. basilicum, M. spicata ,
A triphylla et R. OffICINGIS ......oouviiiiiic e 92
1.1.2. Effet des huiles essentielles sur la fecondite des femelles de C. maculatus .................. 93
1.1.2.1. Effet des huiles essentielles sur la fécondité des femelles de C. maculatus de E.
globulus, E. radiata, M. communis P. lentiscus, L. nobilis et S.officinalis..........c...cccccccueene.n. 93
1.1.2.2. Effet des huiles essentielles sur la feconditeé des femelles de C. maculatus de O.
basilicum, M. spicata , A. triphylla et R. officinaliS...........ccoocvrviiiiiiiiin e 94
1.1.3. Effets des huiles essentielles sur la viabilité embryonnaire de C. maculatus................. 95
1.1.3.1. Effets des huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, M. communis P. lentiscus, L.
NODITIS €1 S. OFfICINALIS ...c.veieiece e e enes 95
1.1.3.2. Effets des huiles essentielles de O. basilicum, M. spicata , A. triphylla et R.

OFFICINATIS ...ttt bbbt 96
1.1.4. Effet des huiles essentielles sur la viabilité post-embryonnaire de C. maculatus.......... 97
1.1.4.1. Effet des huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, M. communis P. lentiscus, L.
NODITIS €1 S. OFfICINALIS ...c.veieece e e enes 97
1.1.4.2. Effet des huiles essentielles de O. basilicum, M. spicata, A. triphylla et R.

OFFICINATIS ...ttt bbbt 98
1.1.5. Effet des traitements avec les huiles essentielles sur la germination des graines de V.
UNQUICUIBER . ...ttt b bbbttt 99
1.1.5.1. Effet des traitements avec les huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, M.
communis P. lentiscus, L. nobilis et S. officinalis ...........ccccoociiiiiiiiiiii e, 99
1.1.5.2. Effet des traitements avec les huiles essentielle de O. basilicum, M. spicata, A.
triphylla et R. OffICINAIIS. .......ceiiiie e 100
1. 2. TeStS de FUMIGALION ......oceiiice ettt e nre e eneas 101
1.2.1. Tests de fumigation avec les huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, M.communis
P. lentiscus, L. nobilis et S. OffiCINALIS ......cooveiieiiiee e 101
Table des matiéres

1.2.2. Tests de fumigation avec les huiles essentielles de O. basilicum, M. spicata, A.

triphylla et R. OffiCINANIS.......ccviiiice e 105
1.3.TEStS A8 FEPUISIVITE ......ceveieeeciecee ettt e e te e ae e eae s 107
1.3.1. Tests de répulsivité avec les huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, M. communis
P. lentiscus, L. nobilis €t S. OffiCINALIS ......coovveeiiiiee e 107
1.3.2. Test de répulsivité avec huiles essentielles O. basilicum, M. spicata, A. triphylla et R.

0] 1 {Tol T T 11RO PR 108



DISCUSSION ..ottt e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e ee e et eeeeeeeeeaa e eeeeeeeneeananees 109

(@0 0] 1151 o] o TSRS UPURPRRRRS 115
Conclusion générale et PErSPECLIVES .......ccciiiiriiiiiiire e 116
Références bibliographiqUES ..........c.coveiiiiiiice e 120
AANINEXES .ottt R et R R e e R e R et R e e R r e n e nn e re e 135

Annexe 1 : Influence de la durée d’extraction par hydrodistillation sur les rendements en
huiles essentielles a partir des feuilles des dix plantes tudies...........cocooevrveriivincncinienn 135
Tableau 1 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de E.
L2276 [T L TSP TSR PP PP UR P POPRURPPPPRTN 135
Tableau 2 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de M.
COMUTIUNIS ...tttk bbb b et e bbbt bbb et e s et et b ettt e e e e 135
Tableau 3 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de P.
[EINEISCUS . ...t 136
Tableau 4 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de S.
OFFICINAIIS ...t e e e e e e e 136
Tableau 5: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de R.
OFfICINGAIS ...t e e e 137
Tableau 6: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de A.
TPNYIA ... 137
Tableau 7: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de L.
[410] o] | ST SOTO T TP PP PRPROPRPIR 138
Tableau 8: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de O.
DASTICUM . ... 138
Tableau 9: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de Mentha
SPICALA ... 139
Tableau 10: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de E.
GIODUIUS ...ttt bbb 139
Table des matiéres

Annexe 2 : Technique de la double coloration d’apres Deyson 1954 .........cccocevviiiiiennne, 140
Annexe 3 : Chromatogrammes obtenus par CG /MS pour les différentes huiles extraites par
ENraiNeMENT & 18 VAPEU ......oouiiiiiiiiiieee ettt bbb 141
Figure 1 : Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de P. lentiscus de la région de
101V 1P RPPOUPOPRS 141

Xv



Figure 2 : Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de S. officinalis de la région de

KADYIIE e 142
Figure 3: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de E. globulus de la région de K

2 0/ = USSR 143
Figure 4: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de M. communis de la région de
31017 1< 144
Figure 5: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de E. radiata de la région de
361 ) 145
Figure 6: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de A. triphylla de la région de

| 3157 1 146
Figure 7: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de M. spicata de la région de

[ 10) V] T SO OSRR 147
Figure 8: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de O. basilicum de la région de
KADYIIE bbbt 148
Figure 9: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de R. officinalis de la région de

[ 10) V] T SO SRR 149
Figure 10: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de L. nobilis de la région de
KADYIIE ettt 150
Annexe 4 : Résultats de I’analyse StatiStIQUE..........cooverriiiierinieiie e 151

Tableau 1 : Résultats de I’analyse de la variance de 1’action des 6 huiles essentielles provenant
de la région de Kabylie (Algérie), sur la longévité des adultes de C.

MEACUIBLUS ...t e e e e e e e e e e e e e e s 151
Tableau 2 : Résultats de I’analyse de la variance de ’action des 4 huiles essentielles provenant
de la région de Kabylie (Algérie), sur la longévité des adultes de C. maculatus................... 151
Tableau 3 : Résultats de 1’analyse de la variance du nombre d’oeufs pondus selon les 6 huiles
essentielles provenant de la région de Kabylie (AIGErie).......ccccoveiiiriieieneiene e 151
Tableau 4 : Résultats de I’analyse de la variance du nombre d’oeufs pondus selon les 4 huiles
essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).............cooevviiiiiiiiininiiiinen. 152
Tableau 5 : Résultats de I’analyse de la variance sur la viabilité embryonnaire de C. maculatus
dans les traitements avec les 6 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie

[ [ =] =T TSP TPV PR URTPRPPSPRPIR 152
Tableau 6 : Résultats de 1’analyse de la variance sur la viabilité embryonnaire de C. maculatus
dans les traitements avec les 4 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie

[ [0 T SO PSUPOSORRSOS 152



Tableau 7 : Résultats de I’analyse de la variance sur la viabilité post-embryonnaire de C.
maculatus selon les traitements avec des 6 huiles essentielles des différentes huiles
essentielles provenant de la région de Kabylie (AIGETIE .........coovviveieierene i 153
Tableau 8 : Résultats de 1’analyse de la variance sur la viabilité post-embryonnaire de C.
maculatus selon les traitements avec des 4 huiles essentielles des différentes huiles
essentielles provenant de la région de Kabylie (AIGErIie).........ccovvvreierene i 153
Tableau 9 : Résultats de I’analyse de la variance pour la germination des graines soumises a
I’action des 6 huiles essenticlles provenant de la région de Kabylie (Algérie)........c.covennenne. 153
Tableau 10 : Résultats de I’analyse de la variance pour la germination des graines soumises a
I’action des 4 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).........ccccco..... 154
Tableau 11 : Résultats de 1’analyse de la variance de la répulsivité des 6 huiles essentielles,
provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus ......... 154
Tableau 12 : Résultats de I’analyse de la variance de la répulsivité des 4 huiles essentielles,
provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus......... 154
Tableau 13 : Résultats de 1’analyse de la variance de la toxicité des 6 huiles essentielles
provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus, dans les
eSS A8 TUMIGALION ...t bbbt 155
Tableau 14: Doses d’huile essentielle de M. communis transformées en logarithme népérien
(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement)............... 155
Tableau 15 : Doses d’huile essentielle de E. globulus transformées en logarithme népérien
(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprées 24 h de traitement)............... 156
Tableau 16 : Doses d’huile essentielle de E. radiata transformées en logarithme népérien
(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement)............... 156
Tableau 17 : Doses d’huile essentielle de L. nobilis transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation apres 24 h de traitement).............. 156
Tableau 18 : Doses d’huile essentielle de P. lentiscus transformées en logarithme népérien
(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement)............... 157
Tableau 19 : Doses d’huile essentielle de S. officinalis transformées en logarithme népérien
(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement)............... 157
Table des matiéres

Tableau 20 : Résultats de 1’analyse de la variance de la toxicité des 4 huiles essentielles
provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus, dans les
eSS A8 TUMIGALION ...ttt 158

Tableau 21 : Doses d’huile essentielle de O. basilicum transformées en logarithme népérien

XVii



(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement)............... 158
Tableau 22 : Doses d’huile essentielle de M. spicata transformées en logarithme népérien
(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation apres 24 h de traitement)............... 159

Tableau 23 : Doses d’huile essentielle de R. officinalis transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement)............... 159
Tableau 24 : Doses d’huile essentielle de A. triphylla transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation apres 24 h de traitement)............... 159
Tableau 25: Log des doses en probits selon les pourcentages de mortalité corrigée.............. 160

XViii



Introduction generale



Introduction générale

Surmonter les carences alimentaires dont souffrent des millions d’étres humains en
couvrant pour I’avenir immédiat les besoins en protéines de 1’humanité, constitue une tache

capitale et urgente pour I’agriculture mondiale (Labeyrie, 1981).

La FAO estimait en 1970 que 25% de la population des pays pauvres, soit 434
millions de personnes, avaient une ration de protéines inférieure au minimum (Anderson et
al., 1971).

Dans ces conditions, la lutte contre la carence protéique doit passer par 1’optimisation
des ressources vegétales. Or, ce sont les Fabales qui sont les plus prometteuses pour produire
I’immense complément de protéines végétales dont le monde a besoin (Lawton et al., 1972).

Parmi ces Fabales, le niébé ou Vigna unguiculata L. Walp. (1853) constitue I’une des
principales sources de protéines dans de nombreux pays d’Afrique et d’Asie. En Kabylie
(Algérie), cette Fabaceae est appréciée par la population locale et constitue une denrée de
choix lors de nombreuses fétes religieuses, et fait partie intégrante des mets traditionnels. La
production du haricot dolique dans la wilaya de Tizi-ouzou, pour la campagne 2012/2013,
pour une superficie réalisée et récoltée estimée a 30 ha (les régions groupées d’Azazga et
Tigzirt) est évaluée a 350 quintaux et le rendement calculé est de 11,5 quintaux /ha.
Malheureusement, cette plante subit des pertes importantes lors du stockage des graines et les
insectes constituent 1’'une des causes majeures des dommages occasionnés (Scotti, 1978).
L’infestation initiale a lieu au champ avant la récolte, et a partir de la, les insectes se
propagent dans les entrepdts ou la population croit rapidement (Huignard, 1985).La  plupart
des insectes ravageurs des denrées stockées appartiennent a I’ordre des coléopteres (Booth et

al., 1990).

Ces insectes sont subdivisés en ravageurs primaires (Callosobruchus sp, Sitophilus sp
et Rhyzopertha sp) qui attaquent les graines saines et les ravageurs secondaires (Oryzaephilus
sp, Cryptolestes sp et Tribolium sp) qui s’installent sur les graines déja entamées (De Groot,
2004).

V. unguiculata est envahie par Callosobruchus maculatus F. (Coleoptera : Bruchidae)

qui est considérée comme le ravageur majeur de cette espece végétale.

Ce redoutable déprédateur s’y développe préférentiellement, il peut produire seize
génerations en un an lorsque les conditions sont tres favorables (Ketoh et al., 2006). Ce
Bruchidae est caractérisé par un polyvoltisme considéré comme une adaptation biologique
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systématique lorsque les conditions de développement réunies sont favorables (Nyamador et
al., 2010).

Ngamo et Hance (2007) ont rapporté que les insectes ravageurs des denrées,
majoritairement des coléoptéres peuvent causer la perte totale d’un stock. Caswell (1961) a
estimé qu’au Nigeria, les pertes en poids sec dues a C. maculatus excédent les 2900 tonnes
par année. Singh et al. (1978) estiment que la totalité des graines de niébé est infestée par C.
maculatus apres une période de 3 a 5 mois de stockage. Au Sénégal, les dommages en terme
de graines peuvent atteindre les 99 %, aprés 6 mois de stockage (Seck et al., 1991). Les pertes
occasionnées par C. maculatus avoisinent les 800 a 900 g/kg selon Ouederaogo et al. (1996).
En plus des pertes en poids, ’infestation par C. maculatus affecte la qualité des graines, en

réduisant leur capacité germinative.

Des galeries et une odeur déplaisante y sont également engendrées, ce qui affecte
sensiblement leur valeur marchande. L’importance de ces dommages a amené les paysans a
recourir a plusieurs méthodes de préservation de leurs stocks. Parmi les moyens utilisés, la
lutte chimique qui reste a court et a moyen terme, efficace pour assurer une protection
effective des stocks (Nyamador, 2010). La fumigation est la mieux adaptée pour traiter a la
fois les formes externes (adultes et ceufs) et les formes qui se développent a 1’intérieur de la
graine (Larves et nymphes) (Zettler et Arthur, 2000). Ces fumigants synthétiques agissent a
I’état de gaz mais sont commercialisés sous forme de pastilles comme la phosphine

(phosphore d’hydrogene) et le bromure de methyle (Singh et al., 1990).

Une autre classe d’insecticides, agissant par contact, sont des produits de synthése qui
pénétrent dans les tissus de I’insecte. Le plus recommandé dans la plupart des pays africains
est la deltaméthrine. Cependant, dans les milieux ruraux de certains pays africains, les
paysans continuent a avoir recours a des produits prohibés depuis plusieurs années comme le

DDT et le Lindane qui sont des composés organochlorés (Nyamador, 2010).

Les insecticides conventionnels sont trés dangereux pour I’environnement et la
sante des étres vivants. C’est ainsi que le bromure de méthyle a été interdit aux Etats unis , a
cause de ses effets potentiels sur la couche d’ozone. En effet, King et al. (2000) ont rapporté
que I’utilisation de ce dangereux composé a été restreinte par 'UNEP (United Nations

Environmental Program) en 1995, et son interdiction a été programmeée pour 1’année 2005.



Introduction générale

Ils sont génotoxiques. Ils peuvent générer des tumeurs cancéreuses malignes, des

malformations congénitales et engendrer la stérilité chez les animaux.

Les résidus peuvent avoir aussi des effets néfastes sur la fertilité du sol en éliminant la

faune utile endogée (Tung et al., 2000).

Ils pourraient étre également a 1’origine de 1’élimination des ennemis naturels des
déprédateurs des denrées stockées pouvant conduire non seulement au phénomene de
réapparition du ravageur mais aussi a sa pullulation (Nyamador, 2010). Depuis, des
résistances des insectes a la phosphine et a bien d’autres classes d’insecticides ont été
révelées par Bell et Wilson (1995). Trois types de mécanismes de résistance sont définis chez
les insectes. lls se traduisent par les modifications comportementales, physiologiques et
biochimiques (Haubruge et Amichot, 1998). Ainsi, plus de 700 espéces d’insectes ont
développé une résistance contre la majorité des insecticides de synthése (Georghiou et
Lagunes-Tejeda, 1991). Ceci a eu pour conséquence directe, la perte de tout un panel

d’insecticides et rend difficile I’élaboration de nouvelles molécules.

Des efforts ont été fournis pour développer de nouveaux composés pour les substituer
a ceux couramment utilisés. L’exploitation de matiéres premicres renouvelables d’origine
veégétale pour la fabrication de bioinsecticides correspond a la nécessité de répondre aux
réalités environnementales actuelles telles que la lutte contre I’effet de serre, la réduction de la
pollution, un faible effet toxicologique et la biodégradabilité du produit (Hernandez-Ochoa,
2005). Les recherches se sont concentrées sur les produits naturels bioactifs extraits a partir de

nombreuses plantes.

Parmi les molécules a forte valeur ajoutée, mais présentes en faibles quantités et
dotées d’une activité biologique et olfactive, citons les huiles essentielles (Jouault, 2012). La
teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de 1’ordre de 1 % avec
quelques exceptions comme le bouton floral “’clou de girofle’” du giroflier ou le taux atteint
15 % (Guignard, 2000). Les huiles essentielles se definissent comme le produit de la

distillation d’une plante ou d’une partie de la plante.

Ce sont des substances de consistance huileuse, mais sans corps gras, plus ou moins

fluides, voire résinoides, trés odorantes, volatiles et souvent colorées (Bardeau, 1978).

La composition chimique des huiles essentielles est complexe. Plus d’une centaine de

composés appartenant a plusieurs familles chimiques peuvent s’y retrouver. Il s’agit des
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terpénes, alcools, phénols, phénolméthyl-ethers, oxydes, aldéhydes, esters, cétones,

lactones, coumarines et composes soufrés (Jouhault, 2012).

Les monoterpénes restent les composes majoritaires des huiles essentielles et suscitent
un intérét particulier aux firmes industrielles pour leur potentiel bioactif en plus de leur

toxicité vis-a-vis des insectes (Shaaya et al., 1997).

C’est ainsi que de nombreux auteurs ont mené des recherches dans le but de mettre en
évidence I’effet bioinsecticide de certaines plantes sur de nombreux insectes déprédateurs des
denrées stockées. Ces substances ont montré des incidences destructrices et inhibitrices de la
croissance (effet par contact et fumigation) et des effets répulsifs sur de nombreuses especes
de bio agresseurs. Dans le but de contrdler les populations de diverses espéces d’insectes,
différentes formulations ont été mises au point. Ainsi Keita et al. (2000), en utilisant la
poudre de O. gratissimum mélangée a I’huile essentielle et du kaolin ont protégé le niébé

contre les attaques de C. maculatus, six mois apres traitement.

Raja et al. (2001), en testant par fumigation les huiles essentielles de Mentha arvensis,
Mentha piperita, Mentha spicata et Cymbopogon nardus, ont montré des effets ovicide et

adulticide sur C. maculatus.

Tapondjou et al. (2002) ont montré I’efficacité de I’huile essentielle de Chenopodium

ambrosioides L. et d’Eucalyptus saligna, par contact sur les adultes de C. maculatus.

Kellouche et Soltani (2004), en appliquant la poudre de clou de girofle a la dose 1%,
ont constaté que les adultes de C. maculatus vivent moins de 24 h et la ponte est inhibée.
Kellouche et al. (2010) ont mis en évidence une activité biologique importante par fumigation
des huiles essentielles de M. piperata et S. officinalis qui ont induit un effet adulticide total
sur C. maculatus, aprés 24 h d’exposition. Ayvaz (2010), en testant 1’huile essentielle
d’origan par fumigation, a enregistré une activité hautement significative contre P.
interpunctella et E. Kuehniella, avec 100 % de mortalité aprés 24 h d’exposition, en utilisant
les doses 9 et 25 pl/l air. Pannuti et al . (2012) ont testé une dizaine de poudres végétales, les
tests ont révélé ’efficacité de Chenopodium ambrosioides L. et de Piper nigrum L., en
réduisant I’oviposition et 1’émergence des adultes de C. maculatus. Hashemi et Safavi (2012)
ont montré que I’huile essentielle de Artemisia haussknechtii (Boiss) a une potentialité de
contréle contre trois espéces de bioagresseurs, C. maculatus, Sithophilus oryzae et Tribolium

castaneum.
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L’ensemble des auteurs sus- cités confirment I’efficacité des produits naturels et les
pratiques traditionnelles sont bien meilleures que les insecticides chimiques. En effet, dans de
nombreux pays africains et asiatiques, des plantes locales sont largement utilisées pour
protéger leurs stocks vivriers, comme alternative aux insecticides de synthese. Ainsi en
Kabylie, il n’est pas étrange de glisser un piment rouge séché, quelques feuilles de laurier
sauce ou d’origan dans des sacs contenant des graines de légumineuses, de céréales ou de
semoule, pour dissuader les insectes phytophages de s’installer et les agents phytopathogénes

de pulluler.

Les substances bioactives testées répondent aux propriétés exigées d’un biopesticide.
Elles ont une faible toxicité pour les animaux a sang chaud, sont volatiles et toxiques vis-a-vis
des déprédateurs des denrées stockées (Regnault-Roger et Hamraoui, 1993) ; elles sont
biodégradables et non persistantes dans la nature (Don Pedro, 1996). Certaines huiles
essentielles ont une action neurotoxique (Enan, 2005) ou inhibitrice du systéme enzymatique
des insectes (Ketoh et al., 2008).

L’Algérie, a I’instar de nombreux pays du monde, recéle un patrimoine floristique
important qu’il est utile d’explorer et de valoriser en utilisant les substances bioactives issues
du métabolisme secondaire des plantes, dans différents domaines comme la mise au point de

nouvelles formulations de biopesticides.

Actuellement, une des démarches les plus simples a mettre en ceuvre pour identifier
des végétaux, pouvant étre des sources potentielles d’insecticides phytochimiques , est la
réalisation d’une étude ethnobotanique sur les pratiques traditionnelles d’utilisation des

plantes.

Le présent travail a pour but ’extraction et la caractérisation des huiles essentielles

provenant des feuilles de 10 espéces de plantes aromatiques originaires de Kabylie (Algérie).

Ces plantes sont Pistacia lentiscus, Eucalyptus radiata, Eucalyptus globulus, Laurus
nobilis, Myrtus communis, Salvia officinalis, Ocimum basilicum, Mentha spicata, Aloysia

triphylla et Rosmarinus officinalis.

Dans la premiere partie, les essais ont porté sur la détermination des rendements en
huiles essentielles des feuilles des plantes échantillonnées et ce par la technique
d’hydrodistillation.



Introduction générale

Dans la deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a la localisation des différents
sites de sécrétion des huiles essentielles a 1’aide de coupes histologiques observées au

microscope optique et de micrographies au microscope électronique a balayage.

La troisiéme partie a porté sur I’extraction des huiles essentielles utilisées, par la
technique d’entrainement a la vapeur d’eau et a leur caractérisation organoleptique et
physicochimique et biochimique par la technique de chromatographie en phase gazeuse

couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).

Dans la quatriéme partie, nous avons étudié I’efficacité des huiles essentielles
caractérisées dans un essai de contréle de la population de C. maculatus a I’aide des tests de

contact, de fumigation et de répulsivité.



Partie 1 : "Extraction et caracterisation physicochimique
des huiles essentielles"
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L’immensité du territoire algérien (2.381.741 Km?) et la spécificité du climat de

chaque région favorisent la diversité des ressources végétales.

Dans la région de Kabylie, de nombreuses plantes aromatiques a vertus thérapeutiques
s’y développent spontanément, comme E. globulus, E.radiata, M. commmunis, P. lentiscus et
L. nobilis , d’autres sont cultivées par la population citons O. basilicum, M. spicata, R.

officinalis, A. triphylla et S. officinalis.

L’activité de ces plantes est en relation avec leur richesse en composés issus de leur
métabolisme secondaire comme les flavonoides, les tanins et surtout les huiles essentielles
(Guignard, 1995).

En Afrique du nord, ces plantes connaissent de nombreuses utilisations aussi bien dans
le domaine thérapeutique qu’en lutte préventive contre les ennemis des denrées stockées dans

les locaux de stockage vivrier.

Beloued (2001) et Ait Youcef (2006) ont rapporté qu’en Kabylie les feuilles des
Myrtacées sont utilisées comme toniques, fébrifuges ou astringent et dans les cas d’oxyurose

alors que celles de L. nobilis sont vantées comme stimulantes et carminatives.

Jusqu’a récemment, les feuilles de R. officinalis sont utilisées comme vermifuges et

activatrices du systeme circulatoire.

En Tunisie, les feuilles de O. basilicum sont vivement conseillées pour traiter les
dermatoses. Quant aux feuilles de P. lentiscus, elles sont utilisées pour préserver les figues au
séchage des attaques des vers ou chenilles d’Ectomyelois chez les Beni Snassen au Maroc
(Bellakhdar, 1997).

Les feuilles de M. spicata, hormis leur utilisation pour parfumer le thé, sont appréciées
pour leur capacité a soigner les gingivites et les odontalgies en Tunisie. Figueiredo et al.
(2004) ont rapporté que les feuilles de A. triphylla sont utilisées au Breésil en infusion par la
population locale pour leurs activités fébrifuge, diurétique et antispasmodique ainsi que pour

leurs propriétés analgésique et sédative.
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1. Huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges de nombreux composés qui sont des
molécules peu complexes comme les terpénes, les phénols, les méthyl-éthers, les oxydes, les

esters, les cétones.... (Isman, 2002).

Elles sont produites par les plantes comme moyen de défense contre les ravageurs
phytophages (Csesk et Kaufman, 1999).

L’extraction de ces huiles peut s’effectuer par expression a froid, ce qui préserve
I’intégrité de 1’essence mais ne peut s’appliquer qu’aux plantes appartenant a la famille des
Rutacées (Masango, 2005).

L’extraction par distillation se fait en exploitant la volatilité¢ des composés aromatiques
pour les séparer. 1l existe deux formes de distillation : ’hydrodistillation ou I’eau et le végétal
sont chauffés ensemble dans un ballon et I’hydrodistillation par entrainement a la vapeur
d’eau, ou la vapeur est d’abord produite dans un ballon puis acheminée dans un second
ballon, dans lequel elle va remonter en passant a travers le matériel végétal et en entrainant les

composants aromatiques (EI Haib, 2011).

D’autres méthodes d’extraction ont également ¢ét€é mises au point comme
I’hydrodiffusion pulsée et I’extraction aux fluides comme le CO; supercritique (Tuley Da
Silva, 1995).

Les huiles essentielles sont composées de molécules volatiles odorantes,
majoritairement issues de la famille des terpénoides (figures 1 et 2). Elles s’accumulent dans
des glandes et tissus spécialisés des végétaux tels que les cellules épidermiques des pétales
chez les Rosaceae et les Oleaceae, les glandes épidermiques des Lamiaceae, les poches
sécrétrices des Rutaceae ou canaux sécréteurs des Apiaceae (anciennement Ombellifereae)
(Gilly, 1997).

Actuellement, prés de 3000 huiles essentielles sont decrites, parmi lesquelles environ
300 présentent une importance commerciale dans le cadre d’applications pharmaceutiques,
cosmétiques, alimentaires, agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie (Bakkali et al.,
2008 ; Tajkarimi et al., 2010).
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Figure 1 : Structures chimiques de quelques constituants des huiles essentielles (Koul et al., 2008).
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2. Critéres déterminants la qualité des huiles essentielles
Jouault (2012) a rapporté que les critéres définissant la qualité des huiles dépendent

de plusieurs facteurs pouvant étre résumés comme suit :

a) la sélection de la plante qui est tributaire du genre et de 1’espéce botanique ;

b) Le chémotype (chimiotype) représentant les différents panels de molécules chimiques
que des plantes de la méme espece peuvent produire si elles sont placées dans des
conditions de cultures différentes. Le chémotype dépend de 1’ensoleillement, de la
température, de ’humidité, de la nature du sol, de la pression atmosphérique, de la
photopériode.... ;

c) la partie de la plante considérée pour I’extraction est déterminante pour la qualité de
I’huile. En effet, les différentes parties d’une plante ne possédent pas un équipement
enzymatique uniforme, ce qui entraine une différence de composition dans les
constituants produits. Il est donc impératif de préciser la partie considérée lors de
I’extraction de I’HE ;

d) la période de récolte : la récolte doit se faire au moment ou les principes actifs les plus
intéressants produits par la plante sont a leur concentration maximale ;

e) la conservation des huiles essentielles : elle doit se faire dans des flacons en verre
opaque hermétique, dans un endroit frais, a 1’abri de la lumiére et de la chaleur pour

éviter leur oxydation et la polymérisation de leurs composants.

3. Localisation et roles des huiles essentielles chez les végétaux
La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de I’ordre de 1 %
(Guignard, 1995).

Les huiles essentielles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs. Elles
peuvent étre stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles, les rhizomes,

les fruits, les écorces et les graines.

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a leur environnement et a
assurer leur défense. En effet, étant fixées au sol elles n’ont que les composés chimiques issus
du métabolisme secondaire, stockés a I’endroit ou ils seront le plus utiles comme arme de
défense contre les parasites et les déprédateurs. Les plantes possédant ces composeés toxiques,

qualifiés de phagodetérrants ou d’inappétants, sont moins consommees (Houél, 2011).
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De facon genérale, les terpénoides jouent un réle fondamental dans les interactions
entre les organismes vivants, permettant par exemple a une plante d’attirer les pollinisateurs,
ou les prédateurs ou les parasitoides des herbivores venant I’attaquer (Gerhenzon et
Dudarreva, 2007 ; Unsicker et Kunert, 2009). C’est en particulier ce dernier réle qui donne
toute son importance a une stratégie bioinspirée de recherche de composes antifongiques,
antibactériens ou bioinsecticides parmi les métabolites secondaires, et en particulier les huiles
essentielles ( De Figueiredo et al., 2008).

4. Production des huiles essentielles

A T’échelle mondiale, la production des huiles essentielles est d’environ 30 tonnes par
an. Les principaux pays producteurs sont les Etats-Unis, la Chine, le Maroc, la Bulgarie,
I’Inde, la France, 'Egypte et I’Espagne. L’ Algérie se hisse a la 10°™ place avec 8000 dollars
de capitaux générés par I’exportation d’huile essentielle, a la fin des années 70
(Tchoumbougnang et al. 2009). Djeddi (2012) affirme que les huiles essentielles exportées
par 1’Algérie provenaient soit des cultures familiales ou des plantes spontanees, tels que la
menthe, le jasmin, le rosier, le géranium, la lavande, le romarin, I’origan, le thym, la
sauge...Actuellement, la production d’huiles essentielles est limitée & quelques producteurs

privés artisanaux qui ne subvient pas au marché national.

5. Caractérisation des huiles essentielles

De nombreux facteurs peuvent modifier les essences provenant du végétal. Les huiles
essentielles sont des composés tres altérables car ils renferment des composés oxydables sous
I’action de D’air et de la lumiére. Ils s’altérent en se résinifiant, ce qui entraine une
modification de leur parfum, leur saveur et leurs constantes physiques et chimiques en les

rendant impropres a I’utilisation. La normalisation des huiles essentielles concerne :

- Les propriétés organoleptiques : odeur, couleur, aspect, saveur ;
- Les caractéristiques chimiques : indice d’acide et d’ester ;

- Le profil chromatographique et la quantification relative des différents constituants.
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1. Matériel vegétal
1.1. Localisation de la zone d’étude

Les maticres végétales utilisées pour I’extraction des huiles essentielles sont des
feuilles. Celles des Eucalyptus, du Myrte, du Pistachier, du Laurier et de la Sauge ont été
récoltées en juin 2011. Celles du basilic, de la Menthe, du romarin et de verveine citronnelle

ont été prélevées en juillet 2008 dans la willaya de Tizi Ouzou (au village Oumaden) au Nord
d’Algérie (figures 3 et 4).
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Figure 3 : Localisation de la région d’étude
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Figure 4 : Localisation du site de prélevement.
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Oumaden est un village de la commune de Beni Zmenzer (Kabylie) situé a 11 Km au
sud de Tizi Ouzou, & une altitude de 510 m et a 36° 3§ 49" 18" N et 4° 03 55 73" E.

Le matériel vegétal utilisé est représenté par les feuilles. Les espéces ainsi que leurs

origines sont regroupées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Especes végetales provenant de Kabylie (Algérie) et utilisées pour 1’extraction des

huiles essentielles.

Nom latin Auteur Nom commun Famille Parties prélevées
Myrtus communis Linné (1753) Myrte

Eucalyptus globulus La Billardiere (1800) | Gommier bleu Myrtaceae

Eucalyptus radiata Sieber (1828) Eucalyptus radié

Laurus nobilis Linné (1753) Laurier sauce Lauraceae

Pistacia lentiscus Linné (1753) L’arbre au mastic Anacardiaceae

Aloysia triphylla (L’Herit.) Britton Verveine citronnelle

Mentha spicata Crantz Menthe verte Feuilles
Ocimum basilicum Linné (1753) Basilic

Rosmarinus officinalis | Linné (1753) Romarin Lamiaceae

Salvia officinalis Linné (1753) Sauge

1.2. Présentation botanique des plantes étudiées
1.2.1. Eucalyptus radié

L’eucalyptus radié est décrit par Chabert (2013) comme étant un arbre d’une trentaine
a une cinguantaine de metres de haut. Son écorce est blanchatre et fibreuse .Elle se détache

en longs rubans. Les petites branches sont vertes.

- Les feuilles sont concolores, étroites et lancéolées, terminées en pointe et mesurent 7
a 15 cmde long sur 1 a 2 cm de large. Elles sont persistantes simples et alternes ;

- Les fleurs sont regroupées par 11 a 20 et sont de couleur jaune creme (Ombelle) ;

- Les fruits sont des capsules de déhiscence poricide, globuleux, hémisphériques ou

piriformes, de 4-6 mm de diamétre (Figure 5).
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Position systématique de I’eucalyptus radié (Cronquist, 1981).
Regne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Especes : Eucalyptus radiata Sieber ex D.G 1828.

1.2. 2. Gommier bleu
E. globulus est un arbre pouvant atteindre 30 m de haut et plus de 1,5 m de diameétre
(Deyson, 1978). Les feuilles jeunes sont opposées, ovales, luisantes et pendantes sur les

jeunes rameaux (Boullard, 2001).

Les feuilles adultes sont alternes, falciformes, épaisses et coriaces, lancéolees et

aigues, de couleur vert foncé (Bruneton, 1987). Les boutons floraux sont blancs.

Ils s’épanouissent au printemps et possedent un calice, en forme de pyramide
quadrangulaire, coiffé par un couvercle formé par la corolle qui se souléeve a la floraison,

laissant apparaitre plusieurs étamines qui se détachent a maturité (Wichtl et Anton, 2003).
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Les fleurs sont blanches solitaires ou groupées par 2 ou 3 (Brosse, 2005). Elles
possedent 4 sépales rugueux et cireux, soudés en une urne (Bruneton, 2002).

Les fleurs sont bisexuées et régulieres. Le fruit est une capsule loculicide et anguleuse
renfermant plusieurs graines (Brosse, 2005). Les graines sont exalbuminées a ovules

anatropes (figure 6).

Figure 6 : Rameaux et feuilles de E. globulus (Oumaden, 2011).

Position systématique du gommier bleu selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espéces : Eucalyptus globulus Labill., 1800

1.2.3. Myrte

Le myrte commun est un arbre ou arbuste aromatique tres ramifié aux rameaux gréles

et touffus de 5 meétres de haut a écorce rousse. Les feuilles sont persistantes, petiolées
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ovales, lancéolées de 3 cm de long sur 1 cm de large. Elles ont une couleur verte et
brillante (Bartels, 1997).
Les fleurs sont blanches solitaires, pédonculées disposées a I’aisselle des feuilles

(Boullard, 2001).

Le fruit est une baie peu charnue, noiratre et couronnée par le calice. Il renferme de

nombreuses graines exalbuminées (Chadefaud et Emberger, 1960) (Figure 7).
S L N

K\ :
g

Figure 7 : Feuilles et bourgeons floraux de M. communis (Oumaden, 2011).

Position systématique du myrte selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus

Espéces : Myrtus communis L. 1753.

1.2.4. Arbre au mastic

P. lentiscus L. est un arbrisseau d’environ 3 métres a 6 métres de haut ( Hietz De Lemps,
1970). L’écorce est grisatre et les branches jaunes rougeatres (Negre, 1962). Les feuilles sont
persistantes, coriaces, composées, alternes et paripennées, de 2 a 4 cm de long sur 5 a 10 mm
de large. Elles sont de couleur vert foncé luisant pouvant virer au rouge en hiver (Brosse,
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2005). Cette plante est dioique, les fleurs sont apétales groupées en épis courts, serrés et
latéraux (Quezel et Santa, 1963). Les fleurs males ont un calice formé de 5 lobes d’ou

émergent 3 a 5 étamines courtes.

Les fleurs femelles ont un calice a 3 ou 4 sépales (Quezel et Santa, 1963). Le fruit est
une drupe charnue, globuleuse de 4 mm de large, rouge puis noire a maturité (Brossard et
Cuisance, 1984) (figure 8).

Figure 8 : P. lentiscus (Oumaden, 2011).

Position systématique de I’arbre au mastic selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Especes : Pistacia lentiscus L., 1753

1.2.5. Sauge
La sauge est un sous arbrisseau buissonnant formant une touffe pouvant atteindre
80 cm de haut (Teuscher et al., 2005).

Les feuilles sont opposées, pétiolées a la base, de 3 a 10 cm de long sur 3 cm de
large. Elles sont de couleur vert grisatre d’aspect velouté, les bords du limbe sont Iégérement

crénelés (Teuscher et al., 2005). Les fleurs, de couleur bleu violacé, sont groupées par 3 a 5
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en petites grappes verticillées. La corolle tubuleuse munie a sa base d’un anneau de poils
estég bilabiée, la levre supérieure est presque droite. Les fruits sont des tétrakenes sphériques,
de couleur brun foncé a noir (Bartels, 1997) (figure 9)

Figure 9: Feuilles et fleurs de S. officinalis (Oumaden, 2011).

Position systématique de la sauge selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Salvia

Espéces : Salvia officinalis L., 1753

1.2.6. Romarin
C’est un arbrisseau touffu de 1 a 2 m de haut, toujours vert. 1l est trés rameux et couvert
d’une écorce écailleuse portant des tiges ligneuses feuillées, généralement érigées et pouvant

atteindre jusqu’a 2 m de haut.

Les racines sont pivotantes (Moyse et Paris ,1971), les feuilles sont opposées,
persistantes, aromatiques et sub-sessiles. Elles sont linéaires, mesurant 2 a 3 cm de longueur
sur 1 a 2 mm de largeur. Les feuilles sont de couleur bleu péle ou lilas clair, maculées de
taches violettes.

19



Matériel et méthodes Extraction par hydrodistillation et caractérisation physicochimique des huiles essentielles

Elles sont disposées en grappes a 1’aisselle des feuilles. Le calice est en cloche, la
Iévre supeérieure est ovale et les lobes de la lévre inféricure sont lancéolés. L’androcée est
formé de deux étamines. Les fruits sont des tetrakenes bruns et luisants (Moyse et Paris, 1971)
(figure 10).

Position systématique du romarin selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéces : Rosmarinus officinalis L., 1753

1.2.7. Verveine citronnnelle

C’est un arbuste vivace ramifié pouvant atteindre 1 a 5 m de hauteur (Teuscher et
al. 2005). Les tiges sont orthotropes, droites, cannelées, anguleuses et ramifiées. Les feuilles
sont caduques, allongées (7 a 10 cm), courtement pétiolées et verticillées par 3 ou 4 sur la
tige. Le limbe est entier et Iégerement denté. Elles sont de couleur vert pale.

Les fleurs sont groupées en inflorescences rameuses, longues en épis laches et de
couleur blanche. La corolle est étoilée et a 5 lobes courts. Les pétales sont soudés a la base.
Les étamines sont au nombre de 4. Le fruit est une drupe de petite taille (Teuscher et al.,
2005) (figure 11).
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Figure 11: A. triphylla (Oumaden, 2011).
Position systématique de la verveine citronnnelle selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales

Famille :Verbenaceae

Genre : Aloysia

Espéce : Aloysia triphylla (L her .) Britton.

1.2.8. Laurier sauce
Le laurier sauce (L. nobilis) est un arbre pouvant atteindre 15 m de haut. Son écorce

est lisse et noire et son au feuillage est persistant (Parmentier, 1972 ; Teuscher et al., 2005).

Les feuilles sont alternes, allongées, lancéolées ayant 10 cm de long sur 3a 5 cm de
large. Elles sont courtement pétiolées. Le limbe est coriace, glabre et entier. Les feuilles sont
d’un vert foncé et luisant, a leur partie supérieure, et pales a leur partie inférieure. Les
inflorescences sont des ombelles axillaires blanc jaunatres (Parmentier, 1972).

Les fleurs vert blanchétres sont groupées a 1’aisselle des feuilles en petits bouquets,
en forme de courtes panicules enfermées dans un involucre formé de bractées caduques a 4
dents (Teuscher et al., 2005). Elles sont dioiques, odorantes groupées en petites ombelles
axillaires pédonculées et involucrées. Le périanthe pétaloide caduc a quatre divisions
obovales égales. L’androcée est formé de douze étamines réparties sur deux verticilles, a

anthéres s’ouvrant de la base au sommet par des valvules. Le gynecée est constitué¢ d’un seul
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ovaire libre et entouré par deux ou quatre staminodes tripartis. Le style est court, épais et a

stigmate subcapiteé.

Les fruits sont des drupes globuleuses, d’un noir profond a maturité et de 2 cm de
long. La pulpe est verte grasse, parfumée et renfermant une graine (Beloued, 2001 et
Teuscher et al., 2005) (figure 12).

Figure 12: Rameaux et feuilles de L. nobilis (Oumaden, 2011)

Position systématique du laurier sauce selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Magnoliidae

Ordre : Laurales

Famille : lauraaceae

Genre : Laurus

Espece : Laurus nobilis L., 1753

1.2.9. Basilic

Le basilic est une plante ligneuse et annuelle. Ces tiges sont simples,
quadrangulaires, glabres ou couvertes de poils blancs trés courts (Pousset, 2004) et les feuilles

22



Matériel et méthodes Extraction par hydrodistillation et caractérisation physicochimique des huiles essentielles

sont opposeées, décussées, pétiolées et ovales. Elles ont 7 cm de long sur 3 cm de large et sont

colorées en vert foncé (Anton et Lobstein, 2005).

Les fleurs sont hermaphrodites et zygomorphes. Elles sont groupées par 6 et
disposées en verticilles. La corolle est bilabiée. La lévre supérieure est formée de 4 pétales
dorsaux blancs. La levre inféricure est formée d’un seul pétale ventral trés développé, concave

et aplati. Les étamines sont au nombre de 4, ’ovaire est supére a 2 loges renfermant chacune

2 ovules. Le fruit est un tetrakéne renfermant une seule graine de couleur noire (figure 13).

.."\‘

L ol

Figure 13: Plant de O. basilicum (Oumaden, 2011).

Position systématique du Basilic selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille :Lamiaceae

Genre : Ocimum

Espéce : Ocimum basilicum L., 1753

1.2.10. Menthe verte
La menthe verte (M. spicata L.) est une plante aromatique vivace stolonifere. Les
feuilles sont d’un vert foncé, les plus jeunes sont d’un vert clair brillant. Elles sont sessiles,

ovales, lancéolées a dents de scie et acuminées et glabres.
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Les inflorescences sont des épis allongés, de couleur blanche ou pourpre. Les étamines

sont plus longues que la corolle et écartées entre elles. La menthe verte est trés commune en

;
4
5

¢ / y
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Figure 14: M. spicata (Oumaden, 2011)

Position systématique de la menthe verte selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha spicata L., 1753

2. Méthodes
Dans ce premier chapitre, nous traiterons successivement du rendement et de la

cinétique de rendement des différentes especes de plantes considérées.

2.1. Extraction des huiles essentielles et caractérisation physico-chimique et
organoleptique

Notre travail a été réalisé au CRD (Centre de Recherche et de Développement) de
Saidal d’El Harrach. Cette phase a pour but d’extraire les huiles essentielles et a été effectuée
par hydrodistillation. Les feuilles des différentes espéces végétales ont été séchées pendant
une semaine, a I’abri de la lumiére et a la température ambiante du laboratoire, aux mois de
juin 2011 et juillet 2008.
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2.1.1. Technique d’hydrodistillation

Les feuilles des especes végeétales utilisées sont découpées en petits morceaux pour
faciliter leur introduction dans un ballon en verre de 2 1, rempli d’eau jusqu’aux 2/3 de sa
capacité. L’eau est ensuite chauffée dans le chauffe ballon jusqu’a ébullition, ce qui entraine
la formation d’une vapeur qui va entrainer les constituants volatiles (Figure 15). Ces vapeurs
s’élévent et passent dans le réfrigérant qui est constamment refroidi & une température

comprise entre 15°C et 18°C.

Réfriaérant

f) e

T
b ' it
R Ballon : matiér

pgétale + eau
3 l‘ ﬂ‘ , _ végé

‘—— Distillat

Chauffe
ballon

Figure 15 : Distillateur conventionnel (SAIDAL 2011).
Une température basse, favorise la formation de cristaux dans le réfrigérant, ce qui
pourrait freiner I’éclatement des gouttelettes d’cau.Lorsque la température est trop élevée, le

phénomene de condensation ne se réalise pas.

Au contact des parois du réfrigérant, les vapeurs chaudes se condensent et s’écoulent
au goutte a goutte dans un récipient ou elles forment le distillat. Ce dernier est un mélange de
deux phases non miscilbles (huiles essentielle + eau) qui seront séparées par extraction
liquide—liquide (décantation), au moyen d’un solvant organique (de I’ether diéthylique dans
notre cas). L’huile essentielle primaire récupérée est mélangée a 1’éther diéthylique (phase
organique). Pour éliminer toute trace d’eau, la phase organique est séchée sur une surface de
sulfate de sodium anhydre. Apres évaporation de 1’éther, I’huile finale obtenue est conservée

dans des flacons en verre opaque a une température de 4°C.
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2.1.2. Détermination du taux d’humidité du matériel végétal
Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais. L’appareil de
DEAN et STARK a été utilisé a cette fin (Figurel6).

Réfrigérant

Tube de
raccordement

Tube collecteur
gradué
Ballon

Chauffe ballon

Figure 16 : appareil de Dean et Stark (SAIDAL, 2008)

I1 est formé d’un ballon en verre de 500 ml reli¢ par un tube de raccordement a un tube
cylindrique gradué. Le tube cylindrique est surmonté d’un réfrigérant. Le ballon est placé sur

le chauffe ballon.

Le principe est de quantifier I’eau contenue dans le vegetal en le mettant en contact

d’un solvant ( le toluéne ), le tout est porté a ébullition.

Dans le ballon, un poids P de matiére végétale est mélangé a un volume (100 ml) de
toluene. Sous I’effet du chauffage le solvant ainsi que I’eau dans le végétal s’évaporent. Une
fois dans le réfrigérant, les vapeurs se condensent en gouttelettes qui s’accumulent dans le
tube gradué (eau a la base, le solvant en haut). L’opération dure jusqu’au moment ou le

niveau d’eau dans le tube gradué devient stable et le solvant limpide.

A la fin de I’opération, I’intensité de chauffage est augmentée afin de récupérer toutes

les gouttelettes d’eau déposées sur les parois du réfrigérant.

Apres refroidissement le volume d’eau est lu sur le tube gradué et le taux d’humidité

est calculé selon la formule suivante : .
H= taux d’humidite.

H= % x0,998 x 100 V= le volume d’eau.

M =masse de matériel végétal.

26 ou 0.998=densité de [’eau
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2.1.3. Calcul du rendement
Le rendement est la quantité maximale d’huile essentielle que fournit une masse
donnée de veégeétal pendant une période donnée.

Le rendement est calculé par la formule :
R (%) : Rendement en huile essentielle.

MHE : masse d’huile essentielle.

R (%) = (MHE / m MVS) x 100 mMVS : masse de matiére végétale seche.
mMVS : Mmvf (1 - TH)
TH : Taux d’humidité.

mMVF: masse de matériel végétal frais.

2.1.4. Etude de la cinétique de rendement

La cinétique est le suivi de 1’évolution de la quantité d’huile essentielle extraite par
hydrodistillation d’une masse de végétale en fonction du temps. Nous avons procédé a I’étude
des cinétiques de rendement pour différents poids des feuilles des especes végétales

considérées.

Le distillat obtenu est récupéré dans des Erlens a différents pointages de temps et subit

ensuite un traitement liquide-liquide pour séparer les deux composantes (huile + eau).

Aprés décantation, le contenu de chaque Erlen est versé dans un tube a essai
préalablement pesé pour déterminer le poids des tubes vides (PTv) et aprés évaporation totale
du solvant, les tubes sont de nouveau pesés pour déterminer le poids des tubes pleins (PTp).

En nous servant de ces données, nous déduisons le poids de 1’huile essentielle.

Notons au passage que deux essais ont été effectués pour chacune des essences
considérées et ce sont les moyennes des essais qui ont été prises en compte pour tracer les
courbes des cinétiques traduisant les rendements en huiles essentielles des différentes especes

végétales en fonction du temps.

2.2. Caractérisation physicochimique des huiles essentielles.

Les caractéristiques organoleptiques (apparence, couleur, odeur, goQt) étaient autrefois
les seules indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces
propriétés ne donnent que des informations tres limitées sur ces essences, il est nécessaire de
faire appel a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualit¢ d’une huile
essentielle et sa valeur commerciale sont définies par des normes admises et portant sur les

indices physicochimiques.
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Ces normes ont ¢ét¢ déterminées par plusieurs organisations connus a 1’échelle
mondiale comme :
ISO : International standard organisation.
AFNOR : Association francaise de normalisation.
AOAC: Association of official agricultural chemist.

Dans notre cas, nous avons déterminé les indices (acide, ester) suivant la norme
AFNOR.

2.2.1. Indice d’Acide (1A).

L’indice d’acide d’une huile essentielle est défini comme étant le nombre de
milligrammes de potassium (KOH) nécessaire pour la neutralisation des acides libres
contenus dans un gramme d’huile essentielle (NFISO 1242, 575-103 ; AFNOR, 2000).

2.2.1.1. Mode opératoire
2 g d’huile essentielle sont introduits dans un ballon contenant 5 ml d’éthanol

neutralisé et 5 gouttes d’indicateur coloré (phénolphtaléine).

Nous titrons ensuite le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium (0,1N)

contenu dans une burette.

Nous poursuivons 1’addition jusqu’a obtention du virage persistant de la solution
(rose) pendant 30 secondes. Nous notons ensuite le volume de la solution d’hydroxyde de

potassium utiliseé.

2.2.1.2. Calcul de I’indice d’acide

L’indice d’acide est calculé par la formule :

IA : Indice d’acide.

V : Volume de KOH utilisé (ml).

C : Concentration exacte, en moles par

IA=V xCx (56.11/ M)

litre de la solution de KOH.
M : Masse de la prise d’essai.
2.2.2. Indice d’ester
L’indice d’ester est le nombre de milligrammes de potassium (KOH) nécessaires pour

effectuer la saponification totale des esters sels contenus dans un gramme d’huile essentielle.

La réaction de saponification s’écrit: R-COO-R'+ KOH — R-COO-K +-R’- OH
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2.2.2.1. Mode opératoire
Un échantillon de 2 g d’huile essentielle est introduit dans un ballon, puis a I’aide
d’une burette nous ajoutons 25 ml d’une solution d’hydroxyde de potassium (0,5 N), ainsi que

quelques billes en verre.

Nous adaptons le réfrigérant a refluer au ballon sur le bain d’cau bouillante et
maintenons le ballon sur le bain d’eau pendant la durée précisée dans la norme d’huile

essentielle.

Nous laissons ensuite refroidir le ballon et démontons le tube. Nous ajoutons 20 ml

d’eau puis 5 gouttes de solution de phénolphtaléine au bain.

Nous titrons 1’excés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide chlorydrique

(HCI 0,5 N).

2.2.2.2. Calcul de I’indice d’ester

L’indice d’ester est calculé par la formule :
IE : Indice d’ester
V: Volume en ml de HCI utilisé dans cette
détermination

IE =28.05x (V-Vo) / M. Vo: Volume en ml de HCI utilisé dans cette

détermination de 1’essai a blanc.

M : la masse de la prise d’essai.

Nous avons effectué un essai a blanc, dans les mémes conditions opératoires et en

utilisant les mémes réactifs, en ajoutant 5 ml d’éthanol (0,5 N) neutralisé pour 1’essai a blanc.

2.3. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques (apparence, couleur, odeur, goQt) étaient autrefois
les seules indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces
propriétés ne donnent que des informations tres limitées sur ces essences, il est nécessaire de
faire appel a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualit¢é d’une huile
essentielle et sa valeur commerciale sont définies par des normes admises et portant sur les

indices physicochimiques.
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Résultats et discussion

Extraction par hydrodistillation et caractérisation physicochimique des huiles essentielles

1. Extraction des huiles essentielles par la technique d’hydrodistillation

1.1. Calcul du taux d’humidité des différents échantillons considérés

Les taux d’humidité des différents échantillons ont ét¢ déterminés pour exprimer les

valeurs des rendements par rapport a la matiére séche. Les taux d’humidité ainsi que les

rendements obtenus pour les différentes espéces de plantes étudiées sont rassemblés dans le

tableau 2.

Tableau 2 : Taux d’humidité et des rendements en huiles essentielles.

Familles Espéeces Masse utilisee | Taux d’humidité | Rendement (%)
(9) (%)
O. basilicum 100,200 62 1,10
A. triphylla 55,214 55,09 0,85
Lamiaceae S. officinalis 15 5,32 0,2
R. officinalis 15 54,923 0,2
M. spicata 100 27 0,79
E. radiata 100,120 62 1,19
Myrtaceae E. globulus 100,60 55 0,48
M. communis 15 75 0,53
Lauraceae L. nobilis 10,147 57,04 1,10
Anacardiaceae P. lentiscus 103 0,11 0,02

1.2. Détermination du rendement

Nos résultats sont conformes dans I’ensemble aux données de la littérature. Les
feuilles de M. spicata ont révélé un rendement de 0,79 %, ce résultat corrobore ceux obtenus
par Benyoucef et al. (2004) a partir de la distillation des feuilles de deux échantillons de
mente verte. L’un provenant de Blida (Nord Algérien) avec un rendement maximal de 1%, et
I’autre prélevé dans la région d’Ouargla (Sud Algérien) avec 0,74% apres 90 mn d’extraction,
et ceux de Boukhebti et al. (2011), a partir des feuilles de menthe verte provenant de
Amoucha dans la willaya de Setif (Nord est d’Algérie), avec des rendements  variant entre
0,1% et 1,8 % ; quant a Znini et al. ( 2011), I’étude de I’huile essentielle extraite a partir des
feuilles de M. spicata, provenant de la région d’ Errachidia dans le Sud du Maroc, leur a
permis d’obtenir un rendement de 0,53 %. Ces mémes auteurs ont obtenu des rendements
variant entre 0,1 et 0,35 % dans le cas de la distillation des feuilles de laurier alors que nous

avons obtenu un rendement supérieur, il est de a 0.53 %.
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Les feuilles de O. basilicum se sont révélees riches en huile essentielle avec un
rendement appréciable de 1,10 % bien plus important que celui rapporté par Belong et al.
(2013) qui est de 0,11 %, a partir des feuilles de O. basilicum provenant d’un champ
expérimental situé a Douala au Cameroun, en juin 2009. Alors que Tchoumbougnang et al.
(2009) ont extrait des taux respectifs de 0, 59 % et 0,60 % pour O. canum et O. gratissimum
du Cameroun. Pour E. globulus et E. radiata les taux respectifs de 0,48 % et 1,19 % ont été
obtenus ; Ces résultats sont étayés par 1’é¢tude d’E. saligna du Cameroun, dont le rendement
en huile essentielle a été estimé a 0,85 %, par Tedonkeng (2004). Les feuilles de A. triphylla
ont montré un rendement de 0,85 % valeur bien inférieure a celle trouvée par Agah et
Najafian, (2012), a partir des feuilles de A. triphylla distillées a shiraz en Iran et qui est de
1,03 %. La valeur trouvée pour les feuilles de P. lentiscus, est d’ordre de grandeur différents
de celui obtenu pour les feuilles de P. lentiscus de la forét de Bainem par Benyoucef et al.
(2005). En effet, 0,02 % d’huile essentielle ont été révélés dans notre cas et 0, 11% dans le

cas des feuilles de P. lentiscus de la forét de Bainem (Alger).

Les especes végétales présentent une activité importante en €té qui s’exprime par un
rendement important en métabolites secondaires comme les huiles essentielles. Ceci serait du
a la photopériode maximale propice a la synthese des huiles essentielles mais aussi une
longue période de sécheresse qui favoriserait la biosynthese de nombreux autres métabolites
secondaires (Boukhebti, 2011).

1.3. Suivi de la cinétique de rendement en huile essentielle des dix especes végétales
étudiées

Les résultats du suivis de la cinétique d’extraction des huiles essentielles, par la méthode
hydrodistillation conventionnelle, des dix essences végétales considérées, nous ont permis de
tracer les courbes des cinétiques ; celles -ci traduisant les rendements en huiles essentielles
des différentes especes végétales en fonction du temps (Tableaux 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10)
(Annexe 1) et les figures ( 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26).
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Figure 17 : Rendement en huile essentielle lors de 1’hydrodistillation des feuilles d’ E.
radiata.
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Figure 18 : Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de M.
communis.
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Figure 19: Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de P.
lentiscus.
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Figure 20 : Rendement en huile essentielle lors de 1’hydrodistillation des feuilles de S.
officinalis.
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Figure 21 : Rendement en huile essentielle lors de 1’hydrodistillation des feuilles de R.
officinalis.
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Figure 22 : Rendement en huile essentielle lors de ’hydrodistillation des feuilles de de A.
triphylla.
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Figure 23 : Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de L.
nobilis
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Figure 24 : Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de O.
basilicum.
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Figure 25 : Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de M.

spicata

Rendement (%)
o
w
N

=
o%

V

20 mn

0 50 100 150 200 250 300
Temps (mn)

Figure 26 : Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de E.
globulus.
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Les courbes de rendement en huiles essentielles obtenues présentent une croissance
progressive, durant la premiere partie, pendant laquelle se réalise le chauffage de la matiere
végetale, nous avons observé une augmentation de la température dans I’hydrodistillateur,
¢tape durant laquelle aucune extraction d’huile essentielle ne se produit. Cette température est
initialement voisine de la température ambiante puis elle augmente au fur et a mesure pour
atteindre 100° C, correspondant a la température d’ébullition de 1’ecau. La premiére étape
correspond a I’extraction des premiéres quantités d’huile essentielle, situées a la surface des
feuilles. En effet, nous observons une augmentation réguliere du rendement entre 15 et 60 mn,
ce qui correspond a 70% de la totalit¢ d’huile stockée dans les tissus des echantillons des
différentes espéces traitées; ainsi les rendements obtenus sont 1,10 % et 0,20 %,
respectivement pour O. basilicum et R. officinalis.

De 60 a 180 mn, nous enregistrons un ralentissement de I’extraction du rendement qui
reste stationnaire avec un peu moins de 1%. De ce fait, la courbe s’infléchit et marque un
palier. Enfin, au cours de la troisieme étape, la courbe tend vers un second palier, qui
correspond, pour une matiére donnée, au rendement maximum pouvant étre atteint, dans les
conditions expérimentales considérées. Elle correspond a un palier qui marque la fin du
processus d’extraction. Bousbia et al. ( 2009) a effectué une extraction d’huile essentielle a
partir des feuilles de R. officinalis et a obtenu un profil de rendement similaire au notre. Le
profil de la technique d’extraction classique hydrodistillation présente également trois étapes

conduisant a la fin du processus d’extraction apres un laps de temps de 180 mn.

Ce résultat est en accord avec les observations de 1’étude histologique qui a montré
que les sites sécréteurs sont exogenes chez les especes de Lamiaceae, ce qui explique la durée
d’extraction relativement courte pour O. basilicum (1,10%), A. triphylla (0,85%), S.
officinalis (0,2%) et R. officinalis (0,2%).

L’examen de Dl’allure des courbes de rendement en huile essentielle des especes
étudiées, en 1’occurrence L. nobilis P. lentiscus, M. communis, E. globulus, et E. radiata
montrent qu’elles peuvent étre également subdivisées en 3 grandes phases. La premicre
s’étend de 15 a 60 mn, la deuxiéme de 60 a 180 mn et la troisiéme de 180 a 240 mn, qui
correspond a la fin de I’extraction des huiles essentielles. Cette durée d’extraction est
conforme a celle rapportée par différents auteurs pouvant s’étendre de 3 a 5 h (Ramanoelina,
1992).
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Durant la premiére phase d’extraction, un faible accroissement du rendement est noté
puis celui-ci se stabilise pendant la deuxiéme partie et enfin un accroissement plus important
est enregistré ; ce dernier atteint des maxima variant en fonction de 1’espéce traitée, entre
1,10 % pour L. nobilis 1,19 % pour E. radiata, 0,48 % pour E. globulus 0,02 % pour P.
lentiscus et enfin 0,53 % pour M. communis. Ceci peut étre expliqué par une élévation brutale
et soudaine de la température in situ des structures cellulaires, situation qui induit d’une part,
une augmentation de la pression interne de ces cellules et qui a généré, d’autre part, leur

destruction tout en les vidant de leur contenu.

La durée d’extraction est théoriquement le temps nécessaire a la récupération de la
totalit¢ de I’huile contenue dans la matiere végétale. Or, en pratique, il est difficile de
récupérer toute 1’huile. Ce temps correspond alors au moment ou nous n’observons plus
d’huile dans le distillat, il détermine la fin du processus. C’est ainsi que Boushia (2011)
affirme que I’examen, en microscopie électronique a balayage, du matériel vegétal de R.
officinalis, soumis a une hydrodistillation, semble étre tres similaire & une matiére végétale
fraiche non traitée. En effet, cet auteur a observé une destruction partielle des poils
sécréteurs et une partie d’entre eux demeure encore remplie d’huile essentielle, il a en outre

relevé un rendement de 0,35 % dans le cas des feuilles de R. officinalis.

Ces trois phases peuvent étre expliquées par les structures anatomiques spécifiques

localisées et étudiées au niveau des feuilles dans la partie Il de notre travail de recherche.

La premiére phase d’accroissement correspond a la phase de latence et la deuxiéme
phase correspond a I’implication des sites exogenes (poils sécréteurs). Dans le premier cas
sont rangées les espéces appartenant a la famille des Lamiaceae comme A. triphylla, R.

officinalis, S. officinalis, O. basilicum et M. spicata.

Dans la troisieme phase, ce sont les sites sécréteurs situés en profondeur dans le
mésophylle (sites endogénes) qui sont impliqués. Dans ce cas, ce sont les espéces de la
famille des Myrtaceae, comme E. globulus, E. radiata et M. communis et I’espéce appartenant
a la famille des Anacardiaceae en I’occurrence P. lentiscus, qui sont concernées. Ajoutons a
cela, le temps de latence plus allongé enregistre dans le cas de ces plantes, car la localisation
profonde des glandes sécrétrices d’huile essentielle nécessite un laps de temps plus important
(15 mn) pour étre atteintes et vidées de leur contenu. Notons au passage que I’huile essentielle

de P. lentiscus n’a pu étre complétement récupérée malgré une durée d’extraction de 280 mn.
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2. Caractéristiques physicochimiques des huiles essentielles extraites
Pour la caractérisation physico-chimique des huiles extraites par hydrodistillation nous
avons procede au calcul des indices d’acide et d’ester.

Les valeurs des indices d’acide les plus faibles (inférieur a 2) ont été obtenues avec les
huiles essentielles de S. officinalis, R. officinalis, E. radiata et O .basilicum. L’indice d’acide
le plus élevé est celui de A.triphylla et de P. lentiscus (tableau 13). Pour I’indice d’ester, les
valeurs les plus élevées ont été obtenues avec E. radiata (520,327) et la plus faible valeur est
celle de S. officinalis (5,7) (Tableau 3).

Tableau 3: Valeurs des indices d’acide et d’ester déterminées pour les dix espéces
végétales étudiées.

Indices Indice Indice
Huiles essentielles d’acide d’ester
E. globulus 2,3 55
P. lentiscus 7,12 400,71
S. officinalis 0,561 57
R. officinalis 1,122 22,8
A. triphylla 10,098 84,15
E. radiata 1,683 520,32
L. nobilis 2,224 429,16
O. basilicum 1,122 387,09
M. communis 3,366 426,36
M. spicata 3,366 420,75

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que certains indices sont
anormalement élevés, mais si nous nous référons aux résultats des analyses
chromatographiques réalisées, elles révelent une forte teneur en composés 0Xygenés en
géneral et acides en particulier. Ceci est observé chez les huiles essentielles de A. triphylla et

de P. lentiscus, avec des valeurs respectives d’indices d’acides de 10 et 7,12.

Les faibles valeurs d’indice d’acide calculées pour I’ensemble des autres huiles

essentielles étudiées nous laissent penser qu’elles ne contiennent pas beaucoup d’acides libres
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et ne sont donc pas alterées, lors de leur extraction par hydrodistillation et leur conservation .
Les huiles essentielles extraites par Fellah et al. (2006), a partir des parties aériennes de S.
officinalis, collectées dans deux régions de Tunisie géographiquement différentes (Marsa en
banlieue nord de Tunis, a 500 m du littoral et Djebel Ouest, au centre nord de Tunisie a plus
de 800 m d’altitude) ont montré des indices d’acide (IA) compris entre 0,49 et 1,41 et des
indices d’ester (IE) compris entre 7,57 et 8,22. Ces résultats sont proches de ceux obtenus
pour la sauge poussant en Kabylie. De méme, Hilan et al. (2006) ont déterminé des indices
d’acide inferieurs a 1 pour des huiles essentielles extraites a partir d’un ensemble de
Lamiaceae, comme M. longifolia, R . officinalis et S. officinalis échantillonnées dans deux
régions du Liban (région de Sour, le long de la c6te libanaise et en région montagneuse, a 850
m d’altitude).

L’acidité d’une huile essentielle est un critére d’estimation de sa qualité. Un indice
d’acide faible indique que les huiles essentielles sont stables et ne provoquent pas d’oxydation

car I’huile, en s’oxydant, se dégrade rapidement et provoque une augmentation de 1’indice

d’acidité (De CIliff et Harerimana, 2013).

Les valeurs des indices d’ester indiquent que 1’ensemble des huiles contiennent
d’importantes quantités d’acide libres, et il est admis que plus I’indice d’ester est élevé mieux

est la qualité de I’huile (Hilan et al., 2006).

3. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites
La majorité des huiles essentielles analysées sont liquides, de couleur jaunatre et dont

I’odeur et la saveur sont trés variables (Tableau 4).

Les huiles essentielles issues de la méthode d’hydrodistillation posseédent des notes
olfactives proches des ardbmes originels des plantes fraiches utilisées avec des odeurs
d’herbes aromatiques. L’odeur dégagée est agréable malgré une légere altération, mais

toujours avec un caractére herbal rappelant les plantes fraiches.

Une étude analogue menée par Hilan et al. (2006) a indiqué que I’huile essentielle de
R. officinalis du Liban est un liquide limpide, jaune pale a odeur trés marquée, ces
caractéristiques sont proches de I’huile de R. officinalis de Kabylie. L’huile essentielle de S.
officinalis originaire du littoral libanais, est un liquide limpide, jaune pale et fortement
cinéolique et celle de montagne est liquide limpide, jaune foncé et fortement cinéolique alors

que notre substance naturelle est liquide, incolore, camphrée et piquante. Les différences
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enregistrées peuvent étre attribuées a 1’origine géographique ou méme au stade du cycle

végetatif au moment de la récolte (De Figueiredo et al., 2008).

Tableau 4 : Caractéristiques organoleptiques des huiles extraites par hydrodistillation

Huile essentielle | Aspect Couleur Odeur Saveur
E. globulus Liquide Jaune péale Forte et aromatique odeur | Rafraichissante
prononcée de camphre
P. lentiscus Liquide Jaune Herbacée épicée Indéterminée
visqueux
S. officinalis Liquide Incolore Camphrée Piquante
R. officinalis Liquide Jaune Epicee Fortement
épicée
A. triphylla Liquide épais Jaune foncé Citronnée Agréable
E. radiata Liquide mobile | Jaune trés pale | Douce, fraiche citronnée Rafraichissante
sucrée
L. nobilis Liquide Incolore Agréable subtile Forte
O. basilicum Liquide Caramel Douce anisée Poivrée,
fortement épicee
M. communis Liquide Jaune orangé Mentholée Huileuse
M. spicata Liquide Jaune clair Trés fine particuliérement | Rafraichissante
agréable
Conclusion

Dans le cas d’une extraction par hydrodistillation, le rendement augmente jusqu’ a une

durée déterminee expérimentalement, suite a quoi il ya apparition d’un point d’inflexion puis

un plateau qui indique la fin de I’extraction. Ce plateau renseigne sur la localisation de I’huile

essentielle dans I’organe considéré. Ainsi les plantes dont 1’huile essentielle est située dans

des glandes exogenes auront un temps d’extraction relativement court, comme dans le cas des

especes de Lamiaceae ; tandis que les plantes dont les glandes a huile sont endogenes, le
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temps d’extraction sera plus long, comme dans les cas de L. nobilis, P. lentiscus, M.

communis et les deux espéces d’eucalyptus étudiées.
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Introduction Etude des structures sécrétrices des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs. La
synthése et I’accumulation d’une huile essentielle sont généralement associées a la présence
de structures histologiques spécialisées, le plus souvent situées sur ou a proximité de la
surface du végétal (Bruneton, 1987). Il existe quatre structures sécrétrices que nous rappelons

encore une fois :

- Les cellules sécrétrices isolées chez les Lauraceae et les Zingiberaceae ;

- Les poils glandulaires épidermiques chez les espéces appartenant aux familles
botaniques des Lamiaceae, Geraniaceae et VVerbenaceae ;

- Les poches sphériques schizogénes. Les glandes de type poche se rencontrent chez
les Asteraceae, les Hypericaceae, les Rosaceae, les Rutaceae, les Myrtaceae...
L’excrétion de I’huile essentielle dans la cavité des poches ou canaux est réalisée
par exocytose chez les Myrtaceae ou par lyse des cellules bordant la cavité, chez
les Rutaceae ;

- Les canaux glandulaires lysigenes présents chez les Pinophytes, les Apiaceae ...

Deyson (1978) et Bruneton (2002) affirment que la présence et la localisation des
structures sécrétrices d’huiles essentielles sont des éléments importants de détermination
permettant d’affilier un échantillon & une famille déterminée. Le fait que les huiles soient
produites dans des cellules spécialisées permet a la fois, de réduire le risque d’autotoxicité
pour la plante, et de stocker des quantités importantes de métabolites secondaires (Houél,
2011).
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Des coupes anatomiques, des feuilles des 10 plantes étudiées dans la partie 1, ont été réalisées
et observées au microscope optique afin de corréler les allures des courbes des cinétiques de
rendement , obtenues pour chacune des plantes, avec les dépdts endogénes ou exogenes.
Parallelement a cette étude d’autres coupes ont été réalisées et observées au microscope

électronique a balayage.

1. Réalisation de coupes anatomiques pour I’étude des structures sécrétrices d’huiles
essentielles au microscopie optique.
Pour réaliser des coupes anatomiques fines, nous avons utilisé des feuilles fraiches de

chacune des espéces de plantes considérées.

Des coupes anatomiques ont été réalisées a partir des feuilles incluses dans de la
moelle de sureau, afin de visualiser les différentes structures cellulaires constituant les
feuilles. Les coupes obtenues ont été soumises a la technique de la double coloration au

Rouge congo- Vert de méthyl, selon le protocole emprunté a Deyson (1954) (Annexe 2).

2. Réalisation des coupes anatomiques pour I’étude des structures sécrétrices d’huiles
essentielles au microscopie électronique a balayage.

Des échantillons de feuilles des dix plantes considérées ont été examinés au
laboratoire de I’universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-ouzou, a I’aide d’un microscope

électronique a balayage de marque Philips ESEM X L30 a filaments de tungsténe.

Les échantillons de feuilles fraiches ont été coupés au scalpel (0,5 cm ). Ils ont ensuite
été fixés sur un dispositif métallique. L’observation des échantillons s’est faite sous mode
environnemental avec une accélération de voltage de 20 kv et en manceuvrant a une distance

de ’ordre de 15 mm.
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Les observations des coupes réalisées au microscope photonique et a balayage, nous
ont permis de visualiser les différents tissus foliaires et de localiser avec préecision les

différentes structures sécrétrices caractéristiques des feuilles des espéces végetales étudiées.

Rappelons que I’huile essenticlle d’une plante est issue du métabolisme secondaire et

se retrouve dans différents types de structures histologiques (Combrinck et al.,2007).

Les résultats de la recherche expérimentale sur les feuilles de 1’ensemble des
échantillons considérés ont montré la présence de nombreux trichomes non glandulaires
appelés communément poils tecteurs a extrémité effilée, sur les nervures et les extrémités des
feuilles des especes de Lamiaceae. Certains poils tecteurs ont une forme unicellulaire, simple
et de forme cubique, d’autres sont pluricellulaires et ramifiés (Werker et al., 1985; Bottega et
Corsi, 2000). Cette étude nous a également permis de détecter des structures sécrétrices a
caractere endogéne, comme les canaux sécréteurs chez Laurus, les glandes chez les deux
especes d’Eucalyptus et Myrtus communis alors que P. lentiscus est caractérise par des

cellules sécrétrices a caractére isolé, représentées par des canaux sécréteurs lysigenes.

1. Lamiaceae

Chez les Lamiaceae aromatiques, ce sont des glandes épidermiques qui sont a I’
origine de la sécrétion des huiles essentielles. Chez cette famille, coexistent deux types de
poils glandulaires sécréteurs: les glandes capitées et les glandes peltées (Perrin et
colson,1986).Ces trichomes sécréteurs sont typiquement composés de quelques cellules
épidermiques basales qui, par division, donnent une a plusieurs cellules, ayant des pieds de
taille variable, surmontées d’une a plusieurs cellules de téte sécrétrices(Werker,1993).Les
poils sécréteurs se distinguent entre eux par la présence ou 1’absence d’un pied. Ce dernier
pouvant étre uni ou pluricellulaire court ou long portant une téte renfermant une ou des
cellules sécrétrices (Deyson,1978). La séquestration des huiles essentielles dans 1’espace sous
cuticulaire s’explique par le fait que certains terpénes sont phytotoxiques et qu’il est

indispensable de les accumuler dans des structures externes tres spécialisées(Wagner,1991).

Sans activite secrétrice a proprement parler, ces trichomes tecteurs ramifiés, formeés de
plusieurs bras (R.officinalis et A.triphylla) ou pas(O. basilicum,M.spicata et S.officinalis)
participent a 1’équilibre hydrique de la plante car ils ralentissent I’évaporation et protegent les

structures synthétisant les essences des poils sécréteurs.

Ces observations sont communes aux feuilles des espéces des Lamiaceae, considérées

dans notre cas. Nous avons également remarqué que les feuilles de menthe verte, de basilic,
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de sauge, de romarin et de verveine citronnée, sont pourvues de poils sécréteurs sur les

épidermes supérieurs et inferieurs.

1.1. R. officinalis

Les micrographies des feuilless de romarin prises au MEB montrent que de
I’épidermeémergent des poils tecteurs pluricellulaires et ramifiés ainsi que des poils sécréteurs uni,
bi et pluricellulaires (Figure 27 b).Leur role est d’assurer la protection de la plante en diminuant
I’évapotranspiration (Figure 27 a). Ces derniers, nommés aussi poils glandulaires, sont retrouvés sur
la surface adaxiale et abaxiale de la feuille de romarin. Ils sont plus nombreux que les trichomes
peltés. Les poils glandulaires sont constitués d’une seule cellule basale ancrée dans 1’épiderme de la
feuille, d’un pied porteur court unicellulaire ou bicellulaire et d’une large cellule sécrétrice
constituée d’une ou de huit cellules sécrétrices, disposées en rosaces. Les cellules sécrétent 1’huile
biosynthétisée sous la cuticule protectrice. La récupération de son contenu en huile essentielle ne se

fera que par rupture de la cuticule (Deyson, 1978 ; Wagner et al., 2004 ).

Les trichomes peltés sont des poils glandulaires unicellulaires et a pied long. lls
prédominent les surfaces abaxiales et se localisent sur les dépressions épidermiques. Ils sont
composés d’une cellule basale épidermique, de deux a trois cellules constituant le pied qui
porte a son extrémité, une cellule sécrétrice. Les modes de sécrétion et d’excrétion des huiles
essentielles sont identiques a ceux rapportés précédemment pour les trichomes capités .Ces
observations corroborent celles de Bousbia (2011) qui a analyseé les structures sécrétrices de
Rosmarinus officinalis apres extraction des huiles essentielles a partir des feuilles par les
techniques d’hydrodistillation et micro-ondes. Cet auteur a observé les mémes structures

histologiques sécrétrices que celles que nous avons décrites ci-dessus.

b
Figure 27 a: Coupe transversale de la feuille de R. Figure 27 b : Micrographie de la feuille de R.
officinalis observée au microscope optique X officinalis montrant des poils tecteurs (Pt),
400montrant des poils tecteurs (Pt), des trichomes des trichomes peltés (Tp) et des trichomes

peltés (Tp) et des trichomes capités (Tc). 46 capités (Tc), au MEB x 250.
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La surface foliaire adaxiale de O.basilicum est parsemée de poils sécréteurs capités,
constitués chacun par une téte unicellulaire portée par une cellule unique (Figure 28 a). La
coupe transversale présente un limbe comportant des poils tecteurs (Figures 28 b)

Figure 28 a : Coupe transversale de la feuille Figure 28 b: Micrographie de la feuille de O.

basilicum montrant des poils tecteurs (Pt), et des
trichomes capités (Tc) au MEB x 250.

de O. basilicum observée au microscope
optiqgue x 400 montrant des poils tecteurs
(Pt), des trichomes capités (Tc).

1.3.A. triphylla
Chez A.triphylla, la répartition des structures glandulaires sur la surface foliaire

montre 1’existence de trichomes glandulaires peltés et de trichomes glandulaires capités
(Figure 29a), certains sont fortement ramifiés et portent souvent des glandes a I’extrémité de

ces ramifications (Figure 29b).

o g b
Figure 29 a : Coupe transversale de la feuille de A. Figure 29 b: Micrographie de la feuille de A.
triphylla observée au microscope optique x 400 triphylla montrant des poils tecteurs (Pt), des
montrant des poils tecteurs (Pt), des trichomes trichomes peltés (Tp) et des trichomes capités (Tc)
peltés (Tp) et des trichomes capités (Tc). au MEB x 250.
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3.1.4. Salv officinalisFI
3.1.4. S. officinalis
1.4. S. officinalis

De I’épiderme des feuilles de sauge émergent des poils tecteurs unicellulaires et

parfois bicellulaires et des poils sécréteurs dont certains sont a pieds longs et d’autres a pieds

courts (Figures 30a et 30b).

Figure 30 a : Coupe transversale de la feuille de Figure 30 b : Micrographie de la feuille de S.
S. officinalis observée au microscope optique X officinalis montrant des poils tecteurs (Pt) et
400 montrant des poils tecteurs (Pt),des des trichomes capités (Tc) au MEB x 250.
trichomes peltés (Tp) et des trichomescapités
(To).

1.5. M. spicata

L’appareil sécréteur des huiles essentielles des feuilles de M.spicataest externe,
comme dans le cas de la majorité des Lamiaceae. 1l est localisé sur 1’épiderme de lafeuille. 11
s’agit de trichomes glandulaires capités spécialisés qui accumulent les huiles essentielles dans
des compartiments de stockage intracellulaire et les rejettent a 1’extérieur de la surface du

végétal au niveau de la cavité subcuticulaire des cellules sécrétrices(Figure 31a).

Des trichomes tecteurs sont également visualisés, ce sont des filaments bi et parfois
tricellulaires (Figure 31b)
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Figure 31 a: Coupe transversale de la feuille de
M.spicata observée au microscope optique x 400
montrant des poils tecteurs (Pt) et des trichomes

capités (Tc).

2.Myrtaceae
2.1. E. globulus

200 pm
037 Torr ESEM UMMTO

Figure 31 b : Micrographie de la feuille de
M.spicata montrant des poils tecteurs (Pt),
et des trichomes capités (Tc) au MEB x
250.

La feuille de E. globulus présente des structures sécrétrices endogenes sous forme de

cavités, de diametre moyen localisées au niveau d

u parenchyme palissadique (facilement

détectables au microcopie photonique). Ce sont des poches sécrétrices sphériques schizogénes

qui sont nombreuses et actives (Figure 32a et 32b).

Figure 32 a : Coupe transversale de la feuille de E. Figure 32 b: Micrographie de la feuille de E.
globulus observée au microscope optique x 400 globulusmontrant des poches sécrétrices (Gs)
montrant des poches sécrétrices schizogenes (Gs) localisées au niveau du parenchyme palissadique (Pp)
d’huile essentielleau niveau du parenchyme ainsi que des stomates sur 1’épiderme de la feuille au
palissadique (Pp). MEB x 250.
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2.2. E. radiata
Les unités secrétrices de la feuille de E. radiatasont des poches sphériques

schizogenes dont la lumiére centrale est agrandie par la multiplication des cellules bordantes.

Elles sont endogenes localisées a proximité de la surface de la plante (Figures 33a et 33b).

& PSP MR e g4 Syl
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Figure 33 a: Coupe transversale de la feuille de Figure 33 b: Micrographie de la feuille de

E.radiata observée au microscope optique x 400 E.radiata montrantdes glandes sécrétrices (Gs)

localisées au niveau du parenchyme
palissadique (Pp) au MEB x 100.

montrant montrant des glandes sécrétrices (Gs)
d’huile essentielleau niveau du parenchyme
palissadique (Pp)
2.3. M. communis
Les poches sécrétrices sous-épidermiques auraient pour origine une cellule
épidermique qui donne naissance a quatre cellules filles qui se séparent et générent la poche

sécrétrice d’huile essentielle (Fig.34a et 34b).

AccV  Spot Nagny Det WD P—— 20m b
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Figure 34 a: Coupe transversale de la feuille de Figure 34 b : Micrographie de la feuille de

M. communisobservée au microscope optique X M.communismontrant des glandes
400 montrant des poils tecteurs (Pt) et des sécrétrices(Gs) d’huile essentielle au MEB
glandes sécrétrices(Gs) d’huile essentielle. x 1000.
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3. Lauraceae (Cas de L. nobilis)

Chez L.nobilis, des canaux sécréteurs sont visualisés sous le parenchyme palissadique
de la feuille. lls se présentent sous forme de cellules isolées comme dans le cas de toutes les
Lauraceae. lls sont tres nombreux, de forme arrondie et entourés par une assise de cellules
sécretrices. Les stomates ne sont présents que sur la face abaxiale des feuilles. Elles sont donc
hypostomatiques. L’épiderme supérieur est formé de grosses cellules recouvertes d’une

cuticule épaisse, caractérisé par une absence compléte de poils.

Le parenchyme qui fait suite est formé de cellules ovalaires, allongées se retrouvant
méme jusque dans le parenchyme lacuneux ; ces cellules ont comme caractére particulier la
présence de glandes unicellulaires, volumineuses, remplies d’huile essentielle (Figures 35a et
35b).

L’épiderme inférieur n’a rien de particulier, il est comme le précédent, dépourvu de

poils et entouré d’une cuticule épaisse et assez resistante.

b
Figure 35 a: Coupe transversale de la feuille Figure 35 b : Micrographie de la feuille
de L. nobilis observée au microscope optique X de L. nobilis montrant des canaux

400 montrant des canaux sécréteurs. sécréteurs au MEB x 500.
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4. Anacardiaceae (Casde P. lentiscus)

Le canal sécréteur glandulaire lysigéne de P. lentiscus apparait comme une poche de
diametre moyen. Ce canalglandulaire est de forme sphérique et bordé par une rangée de
cellules sécrétrices disposées de maniere régulicre. Sur 1’épiderme prennent naissance des

poils tecteurs (Figure 36 a et 36 b).

Figure 36 a: Coupe transversale de P. Figure 36 b: Micrographie de la feuille de P.
lentiscus montrant les canaux sécréteurs des
huiles essentielles en microscope optique x
400.

lentiscus montrant descanaux sécréteurs et des poils
tecteurs (Pt) au MEB x 250.

Les observations effectuées aux microscopesoptique et a balayage ont montré la
richesse des feuilles des différentes especes, appartenant a la famille des Lamiacées, en poils
sécréteurs capités et peltés et par conséquent recelent des quantités considérables d’huiles

essentielles, ce qui confirme les rendements obtenus dans la premiére partie de notre travail.

Les deux especes d’Eucalyptus présentent de nombreuses poches sécrétrices
schizogenes et endogénes. L’espéce L. nobilis est également tres riche en canaux sécréteurs
alors que P.lentiscus et M. communis se sont distinguées par la rareté des structures
endogenes, localisées dans le parenchyme chlorophyllien lacuneux, ce qui s’est vérifié par de
faibles rendements en huiles essentielles. P.lentiscus est caractérisé par des canaux

glandulaires lysigénes.
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Sur I’épiderme supérieur apparaissent trés peu de stomates, comparé a 1’épiderme

inferieur qui montre un nombre plus important.

L’orifice du stomate est une fente (ostiole) localisée entre deux cellules épidermiques.
Les stomates doivent étre ouverts par la plante pour absorber le CO,,pour I’assimilation
chlorophyllienne et évaporer I’eau, pour appeler la montée de la seve brute des racines vers
les feuilles. En cas de sécheresse, 1’ouverture des stomates est limitée pour éviter les pertes
d’eau excessives (Gregory et al., 1950). De cette étude, nous pouvons dire que selon les
especes,différentes structures plus ou moins complexes sont responsables de la biosynthese,
du stockage et de 1’émission des huiles essentielles. Lescanaux sécréteurs et les glandes

sécrétrices ont été observés, respectivement chez L. nobilis, P. lentiscus et M. communis.

Chez les espéces de Lamiaceae, nous avons observé deux types de glandes sécrétrices
représentes par des trichomes peltés et des trichomes capités, conformément a ce qui a été
rapporté par Perrin et Colson (1986), en étudiant 1’appareil sécréteur des lavandes et lavandins
de France. Nous avons remarqué que ces structures sont surtout localisées sur les faces
inférieures des feuilles des especes végétales étudiées. Ces trichomes sécréteurs sont formes
de quelques cellules épidermiques basales, d’un pied surmonté de une a plusieurs cellules de

téte, sécrétrices.Ce cas est illustré par les poils sécréteurs de R. officinalis et S.officinalis.

L’huile essentielle est stockée sous la cuticule de ces cellules de téte.Des poils tecteurs
parfois ramifiés (S.officinalis) ou non (M.spicata) protégeraient les structures sécrétrices et
participeraient a 1’équilibre hydrique de la plante en ralentissant 1’évaporation d’eau pour

mieux résister a la sécheresse.
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Conclusion

Les structures secrétrices des huiles essentielles sont des trichomes capités ou peltés
mélés a des poils tecteurs protecteurs des organes sécréteurs sur I’épiderme des feuilles des
Lamiaceae. Des canaux et des poches sécrétrices sont localisées dans le parenchyme

palissadiques des feuilles de P.lentiscus, de M. communis des deux espéces d’eucalyptus et de
L. nobilis.
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Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau et analyse par CG/MS

Dans une étude préliminaire, dans la partie I, il est question de [’extraction de 1’huile
essentielle par hydrodistillation et de I’influence du temps sur la cinétique de rendement. Dans
cette partie, nous procéderons dans un premier temps a I’extraction par entrainement a la
vapeur d’eau des huiles essentielles, a partir des différentes especes de plantes considérées,
par un extracteur pilote, au niveau de CRD Saidal d’el Mohamadia d’El Harrach. Dans un
deuxieme temps, nous effectuerons I’analyse quantitative et qualitative des huiles essentielles
extraites par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/MS).
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1. Introduction
Pour I’identification d’un composé déja connu et dont les caractéristiques spectrales
sont décrites, le couplage de la chromatographie en phase gazeuse (CPG) associée a la
spectrométrie de masse (SM) constitue 1’équipement de base des laboratoires de contrdle ou

méme de recherche (Bouchonnet et al., 1999).

La technique d’analyse est généralement deésignée sous le terme abrégé de
« GC /MS » pour « Gas chromatography | Mass Spectrometry ». La GC/MS est aujourd’hui
a son apogée et trouve des applications dans des domaines aussi variés que I’industrie

alimentaire, la médecine, la pharmacologie ou I’environnement (Rouessac et Rouessac, 1992).

La chromatographie en phase gazeuse est une technique physicochimique
abondamment utilisée depuis de nombreuses années, ce qui n’est pas le cas de la
spectrométrie de masse dont les aspects techniques sont moins connus, c’est pourquoi nNous
avons jugé judicieux de décrire et d’expliquer les principes de ces deux techniques et ce en
nous basant sur la bibliographie que nous avons consultée ( Longerviale,1981 ; Tranchant,
1995 ; Pradeau et Cohen, 1992).

2. Chromatographe en phase gazeuse
Le rble du chromatographe est de seéparer les constituants d’un mélange. La
chromatographie en phase gazeuse est réservée a I’analyse de composés relativement volatile
et thermiquement stables. Le chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois
modules : un injecteur, une colonne capillaire dans un four et un détecteur. 1l existe différents
types de détecteurs mais le spectrometre de masse tend aujourd’hui a supplanter tous les
autres car il est le seul a fournir des informations structurelles sur les composés séparés par

chromatographie (Bouchonnet et al. ;, 1999)

2.1. Injecteur

L’injecteur est une zone chauffée ou I’échantillon est introduit en solution au moyen
d’une microseringue puis vaporisé et mélangé au gaz vecteur. Le gaz vecteur, classiquement
de I’hélium, constitue la phase dite mobile. Son role consiste a véhiculer les analyses depuis
I’injecteur jusqu’au détecteur via la colonne analytique puis il I’améne dans le flux gazeux en

téte de colonne.

Il existe des familles d’injecteurs, le premier regroupe les injecteurs dits a fuite. Le
mode d’injection le plus répandu est 1’injection en split ou injection avec division de flux, il

est utilisé pour 1’analyse de solutions concentrées. Trés simple a mettre en ceuvre, I’injection
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en mode split présente néanmoins un inconvénient : des problemes de discrimination sont
fréquemment rencontrés lorsque la solution a analyser contient des composés dont les
volatilités sont trés homogenes (les plus légers auront tendance a s’échapper par la fuite alors

que les produits lourds, mal vaporisés, resteront majoritairement dans 1’injecteur).

La seconde famille regroupe les injections sans fuite. L’injection splitless, ou sans

division de flux, est utilisée pour introduire des analyses en solution diluée.

Dans un premier temps, le solvant joue le r6le de phase stationnaire vis-a-vis des
différents constituants. Cette technique est plus performante que le splitless en terme, de

répétabilité et de sensibilité.

2.2. Colonne

Elle se présente sous forme d’un tube en silice, enroulée sur lui-méme et de longueur
allant de 1 a plus de 60 m. Elle est placée dans une enceinte a température régulée. Entrainés
par un gaz vecteur inerte, les analytes étudiés sont séparés en fonction de leur capacité

d’interaction avec la phase stationnaire.

2.3. Détecteur
I1 s’agit du module qui va permettre de détecter voir d’identifier les composés en sortie

de colonne.

2.3.2. Mode de détection par la spectrométrie de masse

Lorsqu’un composé moléculaire est soumis a I’analyse par spectrométrie de masse,
un processus a plusieurs étapes est initié. Les étapes ainsi distinguées sont résumées par
Pradeau et Cohen (1992) comme suit :

o lonisation : des molécules présentes dans 1’échantillon passent a 1’état gazeux
par effet du vide et sont ionisées par un des procédés existants. 1l en résulte un mélange
d’ions issus de la fragmentation des molécules de départ ;

. Accélération : sitot formés, les ions sont dirigés vers le dispositif de séparation
par I’effet d’un champ électrique qui accroit leur énergie cinétique ;

e Séparation : les ions sont alors triés suivant leur rapport leur masse/charge ;

o Détection : Aprés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible

aux charges électriques transportées ;
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o Traitement du signal : le signal de sortie de 1’appareil conduit au spectre de
masse qui constitue la représentation conventionnelle de I’abondance des ions en fonction de
leur rapport masse/échange.

Pour identifier un composé moléculaire par spectrométrie de masse, deux approches
sont possibles :

- Soit en faisant appel a une spectrothéque ou est répertorié un grand nombre de
spectres, parmi lesquels on retrouvera celui du composé étudié, s’il existe dans la collection ;

- Soit en essayant de reconstituer la structure de départ.

Cette seconde possibilité est un exercice d’'une grande complexité, les fragmentations
étant assez souvent difficilement prévisibles. 1l faut alors disposer de plusieurs spectres

enregistrés dans des conditions différentes.

Les échantillons a chromatographie sont dissous dans un solvant vaporisable n’ayant

aucune affinité pour les matériaux qui constituent la colonne.

IIs sont transformés en vapeur dans une chambre d’injection préalablement chauffée a

température élevée ou ils sont volatilisés.

De la, un gaz, inerte dit gaz vecteur « NoH; », « He », qui est la phase mobile, les fait
migrer a travers une colonne (phase stationnaire » a I’intérieur de laquelle s’opére une

préparation entre les différents constituants.

A la sortie, se trouve un détecteur ou le passage de chaque soluté (les substances ou
solutés sont entrainés a des vitesses variables et sont donc séparés) est traduit par un signal
électrique. Ce courant est mesuré en continu sur un enregistreur en fonction de temps, ce qui
permet d’obtenir le chromatogramme ou chaque constituant correspond a une augmentation
du courant symbolisé par un pic. Les solutés peuvent étre identifiés par spectroscopie

(infrarouge ultraviolet ou spectrographie de masse) (Longervialle, 1981).
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1. Matériel

Notre extraction est de type entrainement a la vapeur d’eau pour les extractions
globales, faites par un extracteur pilote de type alambic. Cet appareil est formé des parties
suivantes :

- D’un alambic d’une capacité de 1001 ;

D’un condensateur ;
- D’un décanteur (essencier) ;
- D’un systéme de colobage ;

- D’un vase ou corbeille.

2. Méthodes
2.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La chaudiere est congue pour recevoir la corbeille dans laquelle 1’échantillon végétal a
distiller (de 20 a 25 kg) est déposé. Il faut en premier lieu supprimer les résidus des huiles
essentielles dans I’extracteur pilote en effectuant 3 lavages : deux lavages a blanc, d’une durée
de deux heures chacun avec de I’eau et un troisi¢éme lavage d’une méme durée avec la plante a
extraire. Il faut ensuite peser 25 kg de matiere végeétale a traiter et la placer dans le panier

perforé.

Tableau de
commande

Alambic

Condenseur

Pompe

Cuve

Figure 37 : Extracteur pilote (CRD Saidal, 2008)

Il faut ensuite remplir ’extracteur d’eau et surveiller le niveau d’eau, puis procéder a

la mise en marche de I’équipement selon le mode d’utilisation.

Au départ, le réfrigérant est rempli d’eau, la température de I’appareil est réglée a
100°C pour favoriser au maximum 1’évaporation de I’eau du végétal (I’eau s’évapore, puis

traverse les différents tissus du végétal en entrainant les molécules d’huile essentielle).
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Les vapeurs quittent la chaudiére vers le réfrigérant, a travers un tube métallique
inoxydable, lequel est raccordé au serpentin du réfrigérant rempli d’eau et dont la
température avoisine les 12 — 13 °C, de ce fait, les vapeurs condensées dans le serpentin sont

récupérées dans 1’essencier.

Apres la mise en marche de cet appareil, il faut :
- Fixer le débit d’eau et suivre I’évolution de la température sur I’extracteur et le tableau
de commande.
- Régler la vitesse de la surface de séparation eau/huile dans I’essencier.
- Arréter le systéme a la fin de 1’opération.
- Récupérer I’huile essentielle de I’essencier et effectuer une seconde décantation dans
une ampoule a décanter, durant une période permettant ainsi la différenciation des deux

phases sans rajout de solvant.

Les prélevements des feuilles ont été effectués séparément, les feuilles de E. globulus ,
E. radiata, M. communis, S. officinalis, P. lentiscus, L. nobilis, en juin 2011 et celles de O.
basilicum, A. triphylla, M. spicata et R. officinalis (Lamiaceae), en juillet 2008. Le choix de
ces plantes a été motivé par le fait que ce sont des especes végétales qui ne sont sujettes a
aucune contraintes, qu’elle soit écologique ou physiologique. Certaines  poussent
spontanément dans la région d’étude et d’autres sont largement cultivées par la population
locale. Ajoutons a cela, la richesse de leurs organes en huiles essentielles (donc rentables

économiquement), rapportée par la bibliographie.

Ampoule 2
décanter

_ Phase
organique
Phase

aqueuse

Figure 38 : Huile essentielle dans une ampoule a décanter.
Les huiles obtenues sont conservées dans des flacons en verre opaque, a 1’abri de la

lumiere et a une température de 4°C.
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2.2. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

Pour I’identification des composés volatiles des huiles extraites, nous avons utilisé la
technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a
I’INRAP (Institut national de Recherche et d’Analyses physicochimiques, Technopole Sidi

Thabet, en Tunisie).

L’appareil du GC/MS est un agilent et le systéme d’injection est le split splitless. La
longueur de la colonne est de 30 m, son diamétre est de 0,25 mm et la colonne est d’une

épaisseur de 0,25 pm.

La température initiale de 40°C est maintenue pendant une minute. La température
augmente a raison de 2 °C/mn, jusqu’a atteindre 240°C. Cette derniére est maintenue pendant
20 mn. La température régnant dans 1’injecteur et I’interface est de 250° C, celle de la source

est de 230°C.

Le chromatogramme des ions totaux est enregistré en utilisant une source d’impact
¢lectronique et 1’énergie cinétique des ions est de 70 eV. Les standards ont été identifiés par

les masses spectrales pour I’US National Institut des Standards.

Les résultats des analyses des huiles essentielles sont présentés sous forme de
chromatogrammes et d’un rapport de Database / Nist (Institut National de Standard et de

Technologie).

Le chromatogramme de chaque huile essentielle comporte plusieurs pics. Chaque pic
est représenté par un temps de rétention qui représente la nature du composé de 1’huile
essentielle et par un pourcentage de 1’aire du pic, qui constitue le pourcentage du composé de

I’huile par rapport aux autres composés.

Quant aux rapports de Database NIST, c’est un tableau qui regroupe les
caractéristiques de chaque pic du chromatogramme (huile essentielle), selon la méthode C /
msd chem /1Method / HP16 HE. SAM-0,1M.

Aprés identification des différents constituants des huiles essentielles, nous avons
classé¢ les composés terpéniques selon le nombre d’unités en Cio qu’ils comportent, par
rapport au nombre total des composés de chaque huile essentielle (monoterpénes : CioHis;
sesquiterpénes : CisHo4 et les diterpenes : CyoHs,) (Guignard, 2004).
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Dans cette partie nous traiterons séparément les résultats obtenus pour les échantillons
de feuilles prélevées en juin 2011 et ceux obtenus pour les échantillons collectés en juillet
2008. Les résultats des analyses des huiles essentielles sont configurés sous forme de
chromatogrammes .Chacun comportant plusieurs pics, 21 pour E. radiata(Annexe 3, Figure
1). 23pour
3)26poursS.officinalis(Annexe 3, Figure 4), 29pourQ. Basilicum (Annexe 3, Figure 5), 30pour

E. globulus(Annexe 3, Figure 2),25 pourM.communis,(Annexe 3, Figure

R.officinalis, L. nobiliset M. spicata(Annexe 3, Figures6, 7 et 8),31 pourA. triphylla(Annexe
3, Figure 9) et 52 pour P. lentiscus(Annexe 3, Figure 10).

1. Composition chimique des huiles essentielles extraitesa partir deE. globulus,
E.radiata,M. communis, S.officinalis, P.lentiscus et L. nobilis

Les six huiles essentielles extraites sont formées d’hydrocarbures représentés par des
terpénes, des sesquiterpénes et des diterpénes ainsi que de composés oxygenés tels que les

alcools, les esters, les éthers, les aldéhydes, les cétones, les phénols et les éthersphénoliques.

Les monoterpénes correspondent aux principaux constituants des six substances
naturelles analysées, plus particulierement chez S. officinalis, et les sesquiterpénes viennent
en deuxiéme position (tableau 5). Parmi les composes oxygénés, les alcools sont les plus
représentes.
Tableau 5:
essentiellesanalysées, provenant de Kabylie (Algérie).

Concentrations (%) en composés organiques Vvolatiles de six huiles

Espéces végétales
E. globulus E. radiata |M.communis |S.officinalis |L. nobilis |P.lentiscus
Composeés
Monoterpénes 40 45,23 48,14 66,66 28,57 43,33
Sesquiterpenes 27,5 23,8 11,11 19,04 32,14 16,66
Terpénes | Cétones 2,27 - - - - 1,58
Diterpénes 2,5 2,38 - - - -
Alcools 10 9,52 11,11 4,76 - 8,33
Esters - - 3,70 - - 1,66
| Ethers 2,5 2,38 3,70 - - 1,66
Composés
| Aldéhydes 2,5 4,75 - - - -
Oxygeénés
Phénols 2,5 - - 4,75 3,57 1,66
Ethers
o - - 3,70 - - -
phénoliques
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L’a pinéne et le B pinéne sont les composés monoterpeniques les plus communs des
huiles extraites. Les concentrations en o pinéne varient de 2 a 19 % et celles du B pinéne de

0,21 a 3,71 % environ pour les six especes végétales étudiées (Tableau 3).

L’eucalyptol est le constituant principal chez E. globulus, E.radiata,
M.communisetL.nobilis ; ce composé est absent chez S. officinalis et P. lentiscus.Le globulol
(sesquiterpene) est présent avec une proportion de 8,65% chez E.globulus, alors qu’il est de

6,13% chez E. radiata alors qu’il est absent chez M. communis et L. nobilis.

L’huile essentielle de S.officinalis est la plus riche en sabinene avec 7,88%, ce
constituant est absent dans les autres huiles essentielles. Les huiles essentielles des deux
especes d’eucalyptus ont plus de 70 composés en commun et 8 composés différents comme
I’ terpéne, le camphéne et le citral. L’a terpéne n’existe que dans I’huile essentiellede
E.globulus. L’huile essentielle de M.communisest constituée de dix composés spécifiques
qu’on ne retrouve pas dans les autres huiles essentielles (cas duLinalylbutyrate, pulégone,

estragol et thymol).

L’huile essentielle de L.nobilis s’est révélée riche en terpinoléne, avec 13,75 % alors

que ce compose existe en tres faible proportion (0,24%) chez E.globulusetE.radiata.

Certains constituants ne sont présents que chez une seule espece végetale, 17 chezS.

officinalis (eugénol par exemple) et 38 chez P. lentiscus (D-limonene, camphor...)(Tableau 6).
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Tableau 6: Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et

analysees par GC/MS
Constituants E. globulus | E. radiata | M. communis | S. officinalis | L. nobilis |P. lentiscus
a-pinene 7,69 2,98 18,96 2,05 4,14 2,22
Camphéne 0,08 - - 4,14 0,33 0,24
B-pinéne 0,39 0,86 0,49 2,67 3,71 0,21
B-myrcéne 0,36 1,03 - 2,16 1,42 -
a-terpene 0,18 - - - - -
Eucalyptol 47,05 66,34 26,2 - 28,6 -
1,4-cycloexadienne 1 0,98 - - - -
P. cymene 3,48 3,44 1,33 - - 14,85
Terpinolene 0,24 0,24 - - 13,75 -
Isopentyl-isovalérate 0,17 3,64 - - - -
Thujone 0,15 0,15 - - - 0,19
a-campholenal 0,15 0,15 - - - -
a-gurjunene 0,17 0,11 - - - 0,17
B-citral - 0,85 - - - -
3cyclohexene-1-citral - 0,23 - - - -
a-pinéne oxyde - - 0,18 - - -
Linalylbutyrate - - 0,26 - - -
Myrtenol 0,17 0,17 1,08 - - -
Isobutanoate - - 0,15 - - -
Géraniol 0,15 1,04 0,18 - - -
Caryophylénne oxyde - - 0,26 0,67 0,44 -
Eugenolmethyl - - 1,57 - - -
1H-Cycloprop [e]
azulénne - - - - 0,65 -
Naphtaléne - - - 0,34 0,37 0,82
Borneol - - - 1.4 - -
Naphtaléne cis - - - 0,46 - -
D-Fenchyl-Alcool 0,23 0,23 - - - -
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Tableau 6: Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et

analysées par GC/MS (suite)

Constituants E. globulus | E. radiata | M. communis |S. officinalis | L. nobilis |P. lentiscus
Aromadendrene 1,38 1,34 - 0,2 - 1,88
4- Carbomethanol 0,41 - - - - -
Alloaromadendréne 0,42 3,01 - - - -
Viridifloréene 0,18 - - - - 0,22
a-Terpinéne 3,58 0,21 - - - -
a-Terpineol 1,93 14,42 4,84 - - -
Carbone 0,27 0,21 - - - -
Cyclohexanol,  2-

méthylen-5-

isopropenyl 0,72 0,72 - - - -
2,3- Dhydro-1,8

cineol, 0,32 0,25 - - - -
Palustrol 0,13 0,13 - - - 0,15
Epiglobulol 1,65 1,6 - - - 0,12
ledol 0,38 0,3 - - - 0,86
Globulol 8,65 6,13 - 0,64 - 0,75
y-gurjunéne 1,45 1,45 - - 0,2 1,99
Eromophilen 0,41 0,38 - - - 0,13
Spatulenol 0,63 0,25 - - - 13,09
y-eudesmol 0,21 0,18 - - - -
Thymol 1,49 0,98 - - - -
a-Eudesmol 0,58 0,6 - - - -
- Eudesmol 0,62 0,64 - - 0,21 -
Biosol 1,83 1,83 - - - -
5-Epi-

Neointermedeol 0,16 0,13 - - - -
B-phellandrene 1,63 163 - 0,2 - 5,61
Pcymol 1,55 1,55 - - - -
Linalol 0,55 0,53 2,5 - - -
Terpineol 2,35 2,32 - - - -
Azulénne - - - 30,6 - -
Thuyéne - - - 0,63 - 0,28
Sabinene - - - 7,88 - -
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Tableau 6: Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et

analysées par GC/MS (suite).

Constituants E. globulus |E. radiata | M. communis | S. officinalis L. nobilis | P. lentiscus
1-phellandréne - - - 0,13 - -
y-terpinéne - - - 0,43 0,92 1,65
cis- ocimene - - - 0,51 - -
P cymol - - - 1,67 - -
Cycloexene 1 methyl-

4 - - - 0,27 - -
Lepidozene - - - - 0,58 -
Cis-geranylacétate - - - - 0,21 -
B-bergamotene - - - - 0,27 -
B-Cadinene - - - - 0,37 -
Cis geraniol - - - - 0,18 -
Caryophylléneoxide - - - - 0,44 -
Methyleugenolether - - - - 4,38 -
Spathulenol - - - - 2,59 -
Cynnamylacetate - - - - 0,28 -
Eugenol - - - - 2,59 -
Isospathulenol - - - - 0,49 -
Elemicine - - - - 0,51 -
Benzylisopentylether - - - - - 0,05
a- phellandrene - - - - - 1,82
B- myrcéne - - - - - 1,91
4- caréne - - - - - 0,85
D limonéne - - - - - 2,47
o terpinoléne - - - - - 0,82
2,Nonanone - - - - - 0,11
Isopentylhexanoate - - - - - 0,14
a-cubebéne - - - - - 0,27
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Tableau 6: Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et

analysées par GC/MS (suite).

Constituants E. globulus | E. radiata | M. communis |S. officinalis | L. nobilis | P. lentiscus
Camphor - - - - - 0,08
B-Linalool - - - - - 0,57
L Bornylacetate - - - - - 0,99
Crypton - - - - - 2,8
Bormyléne - - - - - 0,28
2 caréne - - - - - 1,52
Phellandral - - - - - 2,39
o Cadinéne - - - - - 1,45
Cuminal - - - - - 2,37
Croneton - - - - - 0,37
A-phellandréneepoxide - - - - - 0,13
Calaméne - - - - - 0,17
P-Cyménol - - - - - 0,29
1,5-Menthadien-7-ol - - - - - 0,15
Fonénol - - - - - 0,16
Isoaromadendréne - - - - - 0,69
v cadinéne - - - - - 0,42
cuminol - - - - - 0,66
o cadinol - - - - - 0,45
Allospathulenol - - - - - 1,03
B-Selinenol - - - - - 0,12
Carvacrol - - - - - 2,73
Dehydroaromadendréne - - - - - 0,17
Lepidozenal - - - - - 0,35
Phytol - - - - - 0,22
Manool - - - - - 1,43
Butyric acide - - - - 0,68 -
L 4 terpineol - - - - 1,45 -
Isovaleraldehyde - - - - 8,82 -
Pentane - - - - 2,14 -

67




Résultats et discussion Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau et analyse par CG/MS

Tableau 6: Composition chimique de 6 huiles essentielles provenant de Kabylie (Algérie) et

analysées par GC/MS (suite).

Constituants E. globulus | E. radiata | M. communis |S. officinalis |L. nobilis |P. lentiscus
Phenol - - - - 1,73 -
Pulegone - - 0,22 - - -
a-caryophyllene - - 0,34 2,83 - 1,08
Estragol - - 0,42 - - -
Thujol - - 0,27 - - )
1,3cyclohexadienne - - 0,52 - 0,5 -
Acetate - - 0,36 - - -
Geraniolacetate 0,29 0,2 3,48 - - -
3-cyclohexane-1-ol - - 0,41 0,49 - 3,41
Mertynal - - 0,18 - - -
Caryophylléne - - 0,91 - - 2,66
Citral - 1,11 - - - -
Methylcinnamate - 0,32 - - - -
Isobutylisobutanoate - - 0,38 - - -
3- caréne - - 0,14 - 0,57 -
Butoxycarboxim - - 0,34 - - -
Limonéne - - 11,12 - 1,61 -
L’huile essentielle de P. lentiscus, provenant de Kabylie, s’est montrée

particulierement riche en composésmonoterpéniques avec une proportion de 43,33%, suivis
des sesquiterpenes avec 16,16%. Notre résultat différe de celui obtenu par Benyoucef et al.
(2005) qui ont analysé par GC/MS des huiles essentielles de P.lentiscus provenant de deux
localités algériennes différentes (forét de Bainen a Alger et El Kala a 780 km a I’est d’Alger) ;
ces auteurs ont observé une prédominance des composeés sesquiterpéniquespar rapport a
quelques monoterpénes. Ce résultat confirme une fois de plus que ’origine géographique et
I’environnement dans lequel une plante croit influent considérablement sur la composition

chimique de I’huile essentielle (Marotti et al., 1994).

La composition chimique de I’huile essentielle deL.nobilisest proche de celles
analysees par Mediouni-Ben jamaa et al. (2012) ; en effet, ces chercheurs ont rapporté que
qualitativement les huiles essentielles de L.nobilis provenant de 3 pays nord africains,
I’ Algérie, le Maroc et la Tunisie, ont des compositions chimiques proches et que les composés

majoritaires communs sont le 1,8-cinéole, le linalool et 1’isovaleraldehyde. Ils précisent
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¢galement que certains composés n’ont ét¢ détectés que chez I'une ou ’autre des trois huiles

considérées.

C’estainsi que le 2-caréne(5,62%), les 4 terpinéols (1,52%) et lel-bornyl
acétate(0,52%) caractérisent 1’huile marocaine uniquement, alors que le pentane (2,14%), le
phénol (1,73%) et le terpinene (0,92%) ont été retrouvés dans I’huile algérienne. L’huile
tunisienne est caractérisée par la présence du camphor (2,66%), du terpinéne 1-10l(1,7%), du
2-norbornanone (1,20%) et de I’eremophiléne (0,67%). Ces auteurs ont conclu que 1’effet

localité (pays) a eu un effet sur la composition chimique de ces huiles essentielles.

Les six huiles essentielles analysées sont constituées majoritairement de monoterpenes
comme 1’a pinéne, le B pinéne, le camphéne, le limonene, le P. cymeéne et le terpinoléne ; ces
composés ont été souvent caractérisés par leur activité biocide et répulsive contre de
nombreux insectes ravageurs des denrées stockées (Keita et al.,2000 ;Ketoh et
al.,2002 ;Papachristos et Stamoupolos, 2002; Kellouche et Soltani 2004 etKellouche et al.,
2010).

2. Composition chimique des huiles extraites a partir de O. basilicum,M.
spicata,A.triphylla et R. officinalis.
La composition chimique des huiles essentielles et les teneurs en leurs différents

constituants révélés par GC/SM sont groupés dans les tableaux 21 et 22.

Les constituants communs a ces huiles sont le a pinene, le B pinéne, le camphéne et

I’eucalyptol. Elles sont formées de plusieurs composés majoritaires.

A. triphylla s’est montré particulicrement riche en I’a  citral (24,88%) en
cistral(17,99%) et en D -limonene (13,35%).

L’huile essentielle de M. spicataest tres riche en 1- carvone (47,92), en limonéne
(21,02%) et eucalyptol (5,63%).

L’huile essentielle d’O. basilicum présente un taux important d’estragol (76,81%), de
I’eucalyptol (4,84%) et o cédréne (4,46). Quant a I’huile essentielle de R. officinalis c’est
I’eucalyptol (composé oxygéné) qui est le plus représentatif, avec 41,70 % ainsi que le
camphor avec 10,32 % (tableau 7).

Les quatre huiles essentielles extraites sont formées majoritairement d’hydrocarbures

monoterpéniques et de composés oxygenés, tels que les alcools et les cétones.
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Tableau 7 : Concentrations (%) en composes organiques volatiles de quatre huiles essentielles

(Lamiaceae) analysées provenant de Kabylie (Algérie).

eces végétales A. triphylla M. spicata O. basilicum | R. officinalis
Composés
Monoterpenes 37,93 62,96 41,66 52,17
Terpénes Sesquiterpenes 17,24 11,11 16 66 8,69
Cétones 3,44 7,40 - -
Diterpénes - 3,70 - -
Alcools 13,79 7,40 8,33 11,11
Esters 3,44 - 4,16 13,04
Composés Ethers - - - -
Oxygénés Aldéhydes 6,89 - - -
Phénols - 3,7 4,16 -
Ethers 3,44 3,70 - -
phénoliques

Les huiles essentielles ont été extraites par entrainement a la vapeur d’eau et

analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(GC/MS). Les composes chimigues et leurs teneurs révélés sont groupés dans le tableau 8.
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Tableau 8: Composition chimique des4 huiles essentielles (Lamiaceae) provenant de Kabylie

(Algérie) et analysées par GC/MS.

Constituants A. triphylla | M. spicata O. basilicum | R. officinalis
a-pinene 1,16 1,44 0,37 8,71
Camphéne 0,19 0,21 0,21 4,52
B-pinene 2,61 1,62 0,52 7,61
thuyene 0,11 - - -
Sabinéne 0,85 - - -
y-terpinéne 0,15 - - -
D limonéne 13,35 - - -
O cymeéne 2,08 - - -
Lymoneneoxide 0,38 - - -
Citronellol 0,33 - - -
Acide nerique 0,34

a-gurjunene 4,49 - - -
Alloaromadendréne 1,42 - - -
y-gurjunéne 0,5 - - -
Cis Citral 17,99 - - -
a-terpineol 3,25 - - -
3- carbomenthenone 0,33 - - -
a-citral 24,88 - - -
Cis geraniol 0,33 - - -
Caryophylléne 1,33 1,2 - -
Spatulenol 0,3 - - -
Linalooloxide 0,19 - - -
a-terpinoléne 5,95 - - -
Spathulenol 0,3 0,32 0,13 -
Geraniol 1,03 - - -
B- phellandréne - 0,86 0,26 0,26
B- myrcéne - 1,84 - 1,84
D limonéne - 21,02 0,37 -
Eucalyptol 2,91 5,63 4,84 41,7
P cyméne - 0,15 - -
B- bourbonene - 2 - -
L-Borylacetate - 0,31 - -
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Tableau 8 : Composition chimique de 4 huiles essentielles (Lamiaceae) provenant de

Kabylie(Algérie) et analysées par GC/MS (suite).

Constituants A. triphylla M. spicata O. basilicum R. officinalis
Octadiéne - - 0,32 -
P, ocimene - - 1,42 -
Fenchon - - 0,26 -
Fenchylacetate - - 0,43 -
D-camphor - - 0,67 10,32
Linalool - - - 1,29
Bornyacetate - - 0,32 1,77
a- Bergamoténe - - 0,61 -
a- cedrene - - 4,46 -
DLmenthol - - 0,46 -
B-cedrene - - 1,25 -
a- bulnesene - - 0,17 -
a- amorphéne - - 0,94 -
Eugenol - - 1,04 -
Transthujene - - - 0,62
a- phellandrene - - - 0,14
4 Carene - - - 0,48
a- terpinéne - - - 0,11
Terpineol - - - 0,18
a- cubénene - - - 0,37
B- Linalool - - - 0,98
Bergamol - - - 0,31
L-4-terpineol - - - 1,61
b cadinéne - - - 0,61
Caryophylléneoxide - - - 0,35
o- Fenchene - - - 0,08
Pulegone 0,23 0,23 - -
Aromadendréne - 0,49 - -
P. mentha 3,4-diéne - 0,33 - -
D germacréne - 0,21 - -
néodyhydrocarveol - 4,05 - -
transhydrocarvone - 3,09 - 0,46
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L’essence des feuilles de A. triphylla, échantillonnées en Kabylie, est riche en cistral
(o cistral, 24,88% et cis cistral, 17,99%).

L’huile de cette méme plante, extraite des feuilles analysées par Meshkalsadat et al.
(2010) en Iran, a révélé une richesse en eucalyptol (1,8 cineol) avec 23,66 %, en o curcumene
(14.83), en géranial (13,74) et en limonene (13.46).

Notre huile est un chémotypecistral alors que celui d’Iran est un chémotype
eucalyptol. Dans le méme ordre d’idée, une étude menée par Agah et Najafian (2012), sur
I’extraction de I’huile essentielle de A. triphyllaparhydrodistillation, a partir de plants élevés
sous serre & shirazen Iran, avait comme composant essentiel du géranial (34.2%) et du néral
(23.5%). C’est donc un chémotype agéranial. Ces mémes auteurs ont montré que le mode de

séchage des parties aériennes affecte significativement la quantité d’huile extraite.

L’huile extraite de la menthe verte (M. spicata) est riche en carvone (47.92%) et en D
limonene (21,02%). Sa composition est globalement proche de celle raportée par Boukhebtiet
al. (2011) dans la région de Sétif, avec 59,40% de carvone et 6,12% de limonéne et celles
rapportées par Benyoucef et al.(2004) qui en analysant les huiles essentielles de deux
échantillons de M.spicata I’un provenant de Ouargla(a 710 km au sud- est d’Alger) et ’autre
de Larbaa dans la wilaya de Blida (a 50km au sud- ouest d’Alger) ont révélé que la carvone
est le composant majoritaire avec des proportions réspectives de 80% et 56% . Ces huiles
originaires d’Algérie sont des chémotypes a carvone et limonene différents de ceux analyses
par Zniniet al. (2011), a partir des feuilles fraiches de M. spicata prélevées a Tazouka dans la
localité d’Errachidia au sud du Maroc, avec des proportions respectives en carvone et

transcarvéol de 29 et 14 %, mais ce chemotype ne contient pas de limonene.

L’huile essentielle de O. basilicum s’est montrée particuliérement riche en un composé
oxygéné, l’estragol avec un taux de 76 %, c’est donc un chémotype a estragol. De
nombreuses études ont été faites a travers le monde sur O. basilicum ; ainsi Regnault - Roger
et al. (1993) ont rapporté que 1’analyse d’huile essentielle de O. basilicum en France est un
chémotype a linalol (50%). Il en est de méme pour Ozcan et Chalchat (2002) qui ont identifié

un chémotype a méthyleugénol (78,02%), dans la province de OvacikGilnan en Turquie.
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Quant a Lopez et al. (2008), qui ont étudiée des huiles essentielles extraites a partir de graines
de O. basilicum, de 4 lots provenant de différentes régions d’Espagne, ont détecté 3
chémotypes dont deux a estragol, un & méthyl eugénol et un a linalol.

La derniére huile que nous avons étudiée est celle de R. officinalis qui s’est montrée
riche en eucalyptol (41,70%) et en D camphor (10,32%). Notre résultat est en accord avec
celui de Boutekdjiret (1998) qui a révélé la richesse de R. officinalisdes Bibans (Algeérie) en
eucalyptol (1,8 cinéol) ; mais ce résultat ne corrobore pas celui de Bekkaraet al. (2007) qui
ont caractérisé 1’huile essentielle de R. officinalis de Tlemcen, comme un chémotype a
camphene (13,8%) et a pinéne (12,6%).

Conclusion

A partir des résultats que nous avons obtenus et confrontés a ceux d’autres chercheurs
a travers le monde, nous pouvons dire que 1I’ensemble des huiles analysées se distinguent par
I’abondance de leurs différents constituants chimiques et parfois méme par leur nature bien
qu’elles appartiennent toutes a la méme famille botanique (Lamiaceae). La période
d’extraction, les méthodes de séchage et d’analyse,l’origine géographique, 1I’environnement
dans lequel évolue une plante et I’organe étudié influencent considérablement la composition

chimique de I’huile essentielle.
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Introduction Effets bioinsecticides des huiles essentielles sur C. maculatus

Pour parer au probléme d’éradication des ravageurs des denrées stockées, de
nombreux moyens sont proposés. Mais face a la demande croissante de promotion d’un
développement durable et de la protection de I’environnement, des méthodes alternatives sont
préconisées. Dans le cas des pays en voie de développement, il est urgent de mettre I’accent
sur ’exploitation des pratiques locales a travers un recensement des composantes de la
biodiversité (Kossou et al., 2001). Une sélection selon des critéres basés sur 1’ethnobotanique
a plus de chance d’aboutir a la découverte d’un principe actif d’intérét qu’un criblage de
plantes effectué au hasard (Lewis et Elvin-Lewis, 1995). Une des stratégies actuelles, de plus
en plus utilisée pour la découverte de nombreux composeés se base sur 1’écologie chimique. Il
s’agit d’exploiter la capacité des plantes ou des micro-organismes a produire des molécules
biologiquement actives du fait de la pression de I’environnement (Houél, 2012). Les huiles
essentielles en font partie, elles sont constituées de nombreuses classes de composés a
mécanismes d’action multiples et par conséquent ont des modes d’action variés (contact,
Fumigation, attraction, et répulsivité). Les extraits de plantes sollicitent simultanément
plusieurs mécanismes physiologiques, ce qui peut retarder 1’apparition de populations
resistantes d’insectes. Ainsi, des populations du puceron vert du pécher, Myzus persicae
(Sulz.), traitées avec des extraits purifiés de neem, ont développé 9 fois leur niveau initial de
résistance en 40 générations, alors que des populations traitées avec des mélanges bruts

n’avaient pas développé de résistance (Feng et Isman, 1995).

Chiasson et Beloin (2007) rapportent que les biopesticides a base d’huiles essentielles
présentent plusieurs caractéristiques d’intérét : Ils ont une efficacité a large spectre, mais avec
une spécificité pour certaines classes d’arthropodes ou ordres d’insectes et comme ils sont tres
peu rémanents, ils peuvent étre appliqués jusqu’au moment de la récolte. Cette faible
rémanence permet également aux travailleurs de retourner au champ ou dans une serre dans
un court délai apres le traitement. En plus, les formulations de biopesticides a base d’huile
essentielle sont stables a la température ambiante et peuvent étre entreposées pendant

plusieurs années.
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1. Mécanismes d’action des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont les pesticides verts du futur, ce sont des mélanges

complexes de nombreux composes organiques naturels prédominés par les terpenes.

Ils agissent par fumigation, contact, ou répulsion et présentent différents modes

d’action.

Ils agissent sur les insectes par effet « Knock down » chez les adultes, ou en entrainant
un effet antiapéttant, en inhibant la ponte ou alors par effet ovicide et larvicide. Globalement,
les mécanismes d’action de ces biopesticides, nouveaux genres, sont calqués sur ceux connus

depuis longtemps chez les pesticides de synthése.

La diversit¢ des mécanismes d’action impliqués dans les activités des huiles
essentielles permettrait en particulier de limiter le taux de développement des résistances. Les
huiles essentielles semblent en effet ne pas avoir de cibles cellulaires spécifiques, du fait de la
diversité de leurs constituants (Houél, 2011). Elles peuvent par exemple avoir une action
antimicrobienne par lyse de la cellule enti¢re du fait de ’endommagement de la membrane,
altérer la perméabilité de la membrane cellulaire et de ce fait mettre en cause les capacités de
régulation osmotique de la cellule ou d’exclusion des composés toxiques, et empécher la
respiration cellulaire des mitochondries, comme mis en évidence dans le cas de 1’a- pinéne
sur des levures (Carson et al., 2002). D’autres mécanismes, comme des perturbations des
voies de biosynthése ou des systémes enzymatiques, peuvent également étre impliqués
(Tajkarimi et al., 2010). Ces actions sont dues aux constituants lipophiles des huiles
essentielles, pouvant donc traverser facilement les membranes cellulaires et en bouleverser la

structure et le fonctionnement (Bakkali et al., 2008).

Les mécanismes d’action des propriétés pesticides des huiles essentielles sont encore
méconnus et malgré les études relativement nombreuses réalisées a ce sujet (Isman, 2000).
Leurs actions peuvent se faire sur l’activité électrique neuronale, sur les estérases, les
synapses inhibitrices et les récepteurs octopaminergiques. De plus, certains facteurs tels que la
stéréochimie des molécules impliquées, leur lipophilie, les groupements fonctionnels qui les

caractérisent ou leur degré de solubilité en milieu aqueux influencent I’activité biologique.

L’ensemble des études menées pour élucider ces mécanismes d’action font état de

plusieurs dispositifs mis en place par les insectes, comme ceux indiqués ci-dessous :
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1.1. Effet sur les estérases

Les monoterpenes contenus dans les huiles essentielles sont des neurotoxiques qui
agissent sur différentes cibles en fonction de leur nature chimique (Huignard et al., 2008). Le
citral, le pulégone, le linalol, le bornyl acétate et le cineol sont des inhibiteurs reversibles
compétitifs occupant le site actif hydrophobique de 1’acetylcholinestérase (Ryan et Byrne,
1988). Savelev et al. (2004) suggerent un effet synergétique de 1’ensemble des composés
constituants les huiles essentielles extraites de 3 especes appartenant au genre Salvia. En effet,
ces auteurs ont montré un effet inhibiteur des huiles essentielles, sur 1’acetylcholinestérase et
la butylcholinestérase, plus important que celui induit par leurs composes terpéniques

considérés isolément.

Nyamador (2009) a mis en évidence des enzymes de détoxification et du stress
oxydatif chez 2 espéces de bruches et a révélé I'existence d’une activité enzymatique et
spécifique de I’acetylcholinestérase (AChE) soluble, plus faible chez C. maculatus que chez
C. subinnotatus, alors que I’activité enzymatique et spécifique de I’AChE menbranaire est

deux fois plus élevée chez C. maculatus que chez C. subinnotatus.

1.2. Effet sur activité électrique neuronale

Price et Berry (2006) ont montré que I’effet biopesticide de 1’eugénol se traduit par
une inhibition quasi complete de 1’activité électrique neuronale alors que le citral et le
géraniol provoquent sur les neurones une action biphasique en fonction de la dose utilisée.
Ces 2 monoterpenes provoquent une activité électrique spontanée puis une diminution a forte

dose.

1.3. Activation des systemes de détoxification

Les principales réactions enzymatiques impliquées dans 1’action de détoxification

sont :

- Réaction d’hydrolyse et d’oxydation ou réactions de fonctionnalisation : Elles
incluent I’activation et ou la conversion des molécules exogenes en un composé
plus polaire.

L’introduction de groupes fonctionnels augmente la solubilité dans 1’eau et permet
soit leur stockage loin des tissus sensibles, soit leur excrétion (Haubruge et
Amichot, 1998).
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- Reéactions de conjugaison : elles permettent la combinaison des groupements
fonctionnels introduits ou de ceux préexistants avec des métabolites endogénes

fortement hydrophiles.

Ainsi Nayamador (2009) a révélé que des individus de 2 ravageurs majeurs, C.
subinnotatus et C. maculatus F., traités avec 1’huile essentielle de Cymbopogon giganteus
chiov (fumigation), ont vu les activités enzymatiques de la glutathion S- transférase
augmenter significativement .Ces enzymes sont localisées dans le cytoplasme des cellules des

corps gras et des muscles alaires (Franciosca et Berge, 1995).

1.4. Modification des cibles moléculaires

Les sites d’actions des biopesticides sont localisés dans le systéme nerveux central.
Les cibles préférentielles des biopesticides les plus importantes sontle canal sodium
«voltage dépendant » (CsVd), I’acetylcholinestérase (AChE) et le recepteur gamma-
aminobutyrique (GABAr) (Nyamador, 2009).

1.4.1. Canal sodium « voltage dépendant »

Les biopesticides provoquent chez I’insecte un effet « Knock down ». Ce canal sodium
est une protéine localisée sur la membrane plasmique des neurones. Les substances
neurotoxiques se fixent sur les sites d’action, empéchant ainsi la fermeture du canal et en

perturbant la transmission synaptique.

Ainsi, Price et Berry (2006) ont rapporté que 1’eugénol provoque une inhibition
compléte de D’activité électrique neuronale. Ketoh et al. (2006) ont montré que 1’huile

essentielle de O. basilicum induit une inhibition totale de 1’activité électrique neuronale.

1.4.2. Acétylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est une enzyme clé du systéme nerveux central des insectes et a
été la cible de nombreuses études pour le développement des potentialités insecticides
(Fournier et Mutero, 1994).

Cette enzyme est indispensable au bon fonctionnement des synapses cholinergiques.
L’influx nerveux arrivant dans la terminaison présynaptique permet la libération
d’acetylcholine qui se fixe sur la membrane post-synaptique. Cette fixation permet I’ouverture
des canaux sodium (Na+) et potassium (K+) et entraine la dépolarisation a 1’origine de
I’influx nerveux sur la membrane post-synaptique. Le rdle de I’acétylcholinestérase est

d’hydrolyser 1’acétylcholine, ce qui permet la fermeture des canaux associés au récepteur du

78



Revue bibliographique Effets bioinsecticides des huiles essentielles surC. maculatus

neurotransmetteur. Si 1’action de cette enzyme est bloquée la membrane post synaptique se

trouve continuellement excitée.

1.4.3. Récepteurs de I’acide gamma-amino butyrique (GABAr)
Les biopesticides se fixent sur les récepteurs de I’acide gamma-amino butyrique et
inhibent le fonctionnement du canal chlore qui lui est associé. L’ouverture de ce canal induit

une hyperpolarisation de la membrane de la cellule nerveuse (neurone) et son inactivation.

Lorsqu’elle se prolonge, cette inactivation perturbe I’ensemble du fonctionnement du

systeme nerveux (Priestley et al., 2003).

L’effet sur les synapses inhibitrices a été montré par I’étude de 1’action du thymol. En
effet, I’activité régulatrice des neurones est perturbée par le thymol qui se fixe sur les
récepteurs du neurotransmetteur acide 8- aminobutriqgue (GABAr) associés aux canaux

chlorés situés sur la membrane des neurones post-synaptiques (Priestley et al., 2003).

1.4.4. Action sur les récepteurs octopaminergiques
L’octopamine est une neurohormone et un neuromédiateur chez les invertébrés
(Roeder, 1999).

Enan (2005 ) a montré que les monoterpénes tels que le tymol, le carvacrol et le a
terpinéol, reconnus par les récepteurs de la tyramine (un précurseur de I’octopamine),

influencent la production de I’AMPc et du calcium au niveau cellulaire ou intracellulaire.

De méme que Huignard et al. (2008) affirment que I’eugénol agirait en se fixant sur
les récepteurs de 1’octopamine et son activité effective s’exercerait par I’intermédiaire du

systéme octopaminergique.
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1. Matériel
1.1. Présentation de la plante hote

Les graines de V. unguiculata, utilisées comme substrat de ponte pour la bruche du
niébé, proviennent d’une ferme privée de Tirmitine dans la région de Tizi-Ouzou. Les graines
sont conservées au réfrigérateur pendant une vingtaine de jours pour prévenir toute

contamination préalable.

1.1.1. Taxonomie, description et écologie

Le niébé est une plante annuelle, herbacée et autogame. Elle est tres répandue dans les
régions chaudes, surtout en Afrique et en Asie. Le port peut étre rampant, érigé ou volubile
(Tengo,2011).

Figure 39 : Fleurs et gousses de V. unguiculata.

Systematique du Haricot dolique selon Cronquist (1981)
Regne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe: Rosidae

Genre : Vigna

Espéce : Vigna unguiculata (L.) walp., 1843.

La tige est toujours glabre et a section circulaire. Les feuilles trifoliées ont une
pilosité faible ou nulle avec des pédoncules pouvant atteindre 15 cm de longueur. En dehors

des deux premieres feuilles qui sont simples et opposées, les autres feuilles sont alternes.
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Les inflorescences en grappe sont axillaires et portent deux ou quatre fleurs de couleur
blanche, bleu péle, rose, jaunatre ou violet. La fécondation croisée existe mais elle est faible
(0,2% a 2%). Elle intervient dans les 24 h qui suivent 1’épanouissement de la fleur. Les
gousses indehiscentes contiennent 8 a 20 graines ovoides, réniformes, lisses ou ridees(
Pasquet, 1998).

Le systéme racinaire est composé d’une racine principale pivotante et des racines

secondaires portant des nodosités fixatrices d’azote.

Le cycle varie de 65 — 70 jours (pour les plus précoces) a 140 - 160 jours pour les
variétés de courte saison. Les températures optimales de culture se situent entre 25 °C et
28 °C ( Craufurd et al. 1997).

Le niébé est une plante adaptée aux zones a faible pluviométrie. Il pousse bien dans les
zones tropicales séches (pluviométrie 300 a 600 mm). Ses besoins en eau sont de I’ordre de
200 mm/ tonne de matiere séche / ha. Du point de vue édaphique, le niébé n’est pas exigent. Il

croit préférentiellement sur les sols sablo-limoneux bien drainés (Diop et al.,2013).

Les principaux pays producteurs sont le Nigeria (avec 900000 T par an), le Niger, le
Sénegal, I’Ouganda et le Burkina Faso (Tchoumbougnang, 1997).

Le niébé communément appelé « Viande pour pauvre » ou « Viande verte » est un
aliment riche en protéines (Alzouma, 1995). Il est deux a trois fois plus riche que la plupart
des céréales a I’exception des acides aminés soufrés qui sont peu abondants (méthionine et

cystéine) (Smart, 1964).

L’intérét grandissant accordé a cette légumineuse résulte de ses nombreuses

potentialités.

Sur le plan agronomique, le niébé est considéré comme une plante améliorante grace
aux Rhizobium, (bactéries symbiotiques contenues dans les nodosités de ses racines, capables
de fixer I’azote atmosphérique). Une culture pure de niébé peut produire 240 kg/ha d’azote, ce
qui lui permet de satisfaire ses propres besoins et méme de laisser dans le sol un résidu de 60
a 70 kg/ha (Rachie, 1985). Le niébé pourrait aussi donner de bons rendements sans aucun
apport d’engrais et si les autres contraintes de la production sont maitrisées (Sanon, 1997).

Aprés la récolte des gousses,les fanes de niébé sont récupérées,séchées puis
conservées. Elles sont utilisées comme fourrage pour le bétail. Les feuilles récoltées a

différents stades servent de fourrage pour I’alimentation des animaux (Yoka et al., 2012) .
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1.2. Présentation de I’insecte ravageur

La population de C. maculatus utilisée dans nos essais provient d’un ¢levage de
masse entretenu sous des conditions de laboratoire : une température de 28 + 2°C et 75 + 10%
d’humidité relative (R H).

Les attaques de nombreux insectes, aussi bien dans les cultures que dans les greniers,
au moment de la conservation des récoltes, constituent une entrave sérieuse a la production de
cette légumineuse. Les pertes les plus spectaculaires sont causées durant le stockage par les

coléoptéres Bruchidae comme C. maculatus Fab. (Ouedraogo et Huignard, 1981).

C. maculatus est particulierement adapté aux conditions de stockage grace a
I’apparition d’un morphe non voilier, caractérisé par Utida (1954) lors de son étude sur le
dimorphisme d’une population de Callosobruchus maculatus F. en conditions de laboratoire
et Ouedraogo (1991) en étudiant le polymorphisme imaginal chez C. maculatus et I’

importance des facteurs climatiques sur I’évolution des populations de ce bruchidae.

Les adultes de ce morphe se maintiennent dans les stocks pendant toute la période de
conservation des récoltes. Plusieurs générations peuvent ainsi se succéder dans les systemes
de stockage, ce qui fait de C. maculatus, I’espéce de bruche la plus destructrice des graines de
niébé. Des récoltes entieres peuvent ainsi étre détruites apres trois a quatre mois de stockage
(Caswell, 1961 ; Prevett, 1971 ; Alzouma, 1981).

L’adulte de C. maculatus est un insecte de petite taille mesurant 2,8 a 3,5 mm de
longueur. Le corps, de forme oblongue, est généralement rougeétre et recouvert de soies
blanches a blanc-jaunatres. Une partie de 1’abdomen dépasse légeérement les élytres
notamment au moment de I’émergence de I’adulte des graines. Une coloration différente des
élytres, et du pygidium permet de distinguer le méle de la femelle. Les antennes sont de

couleur brune.

Figure 40: Dommages occasionnés par C. maculatus sur les graines Vigna unguiculata.
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Position systématique :

La bruche du niébé est classée selon Southgate (1979 ) comme suit :
Regne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Sous embranchement : Hexapoda
Classe : Insecta
Sous classe : Pterygota
Ordre : Coleoptera
Super famille : Chrysomeloideae
Famille : Bruchidae
Sous famille : Bruchinae
Genre : Callosobruchus

Espéce : Callosobruchus maculatus F. (1775).

En Afrique tropicale, 16 espéces de bruches sont rencontrées sur les graines de
Iégumineuses alimentaires cultivées (Decelle, 1987). Ces espéces sont représentées par 7
genres (Callosobruchus, Bruchidius, Acanthoscelides, Carjedon, Zabrotes, Pachymerus et

Spermophagus) répartis dans 3 sous familles (Taylor, 1981).

Seules les sous familles des Bruchinae, des Amblycerinae et des Pachymerinae
comprennent les espéces nuisibles aux plantes cultivées, notamment les légumineuses
(Hoffman et al., 1962).

Les especes nuisibles appartiennent a la sous famille des Bruchinae et aux genres

Bruchus L., Bruchidius Schild., Acanthoscelides Schild et Callosobruchus Pic.

1.2.1. Biologie et cycle de développement

Les adultes colonisent les cultures de niébé pendant la période de la fructification. Les
ceufs sont déposés sur les gousses mures ou jaunissantes (Ouedraogo et Huignard, 1981).
Aprés la récolte, le développement des larves se poursuit dans les graines au cours du
stockage. Le temps de développement est variable avec les conditions sévissant dans les
stocks. Il comporte 4 stades larvaires et un stade nymphal (Ouedraogo, 1978). L’apparition de
I’une ou l’autre forme est liée aux conditions climatiques prévalant lors du développement

post-embryonnaire (Ouedraogo, 1991).

La forme non voiliéere est particuliérement reproductrice et adaptée a la vie des stocks.

Plusieurs générations d’adultes peuvent s’y succéder. Les individus de la forme voiliére, en
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quiescence reproductrice et aptes au vol, auraient tendance a quitter les systemes de stockage.

IIs seraient a 1’origine de I’infestation des cultures (Ouedraogo, 1991).

1.2.2. Développement de C. maculatus

Le cycle de développement de C. maculatus passe par 4 stades enumérés et développés ci-
dessous.

1.2.2.1.(Euf

Dans les stocks,aprés copulation la femelle de C. maculatus dépose ses ceufs ovoides

directement sur le péricarpe des graines ( Balachowsky, 1962 ; Delobel et Tran, 1993). Dans
les champs de culture ils sont déposés sur les gousses vertes ou mdres de V.unguiculata
(Alzouma, 1981). Dans ce cas la femelle fixe préférentiellement ses ceufs le long des sutures

des gousses (Biemont et al., 1982).

IIs sont fixes par la femelle a la surface des graines et des gousses par une substance

gélatineuse qui s’étale autour de 1’ceuf.

Figure 41: (Eufs éclos de C. maculatus.

1.2.2.2. Larve
L’éclosion des ceufs survient 5 a 7 jours aprés la ponte dans les conditions les plus
favorables. Aprés éclosion, la larve qui n’a pas encore de pattes motrices, fore la paroi
externe de 1’enveloppe de la gousse ou du tégument de la graine et rentre a 1’intérieur
(Lepesme, 1944). La larve néonee de type chrysomélien doit creuser a travers la cloison
de la gousse ou de la graine pour chercher sa nourriture. Elle est pourvue, a cet effet,
d’une plaque de chitine sclérotinisée en H. Beaucoup de larves néonates creusent a travers

I’enveloppe de la gousse et entrent dans la premiere graine disponible.
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Figure 42: Larves de C. maculatus.

1.2.2.3. Nymphe

C. maculatus se nymphose a I’intérieur d’une seule graine aprés avoir construit une
fenétre au niveau du tégument (Southgate, 1979). La durée de la nymphose varie entre 7 a 28
jours. La durée moyenne de développement est de 30 jours, mais elle varie en fonction des
caractéristiques de la graine héte et des conditions de température et d’humidité relative
(Kossou et Aho, 1993).

1.2.2.4. Adulte
Au terme de la nymphose, 1’adulte émerge de la graine pour commencer un nouveau

cycle aprés s’étre libéré par la voie préparée par la larve.

La durée de développement ceuf —adulte est fonction des conditions atmosphériques. Dans
les conditions optimales (30-35°C ; 70-90% HR), le développement complet varie de 22 a 25

jours .

Figure 43 : Femelle pondeuse de C. maculatus. Figure 44: Male de C. maculatus.
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Le genre Callosobruchus renferme un grand nombre d’espéces signalées sur les
Fabaceae cultivées, particulierement les Phaseoleae. C. maculatus est 1’une des espéces qui
exerce une pression continue sur les légumineuses a cause des stades juvéniles qui causent les
ravages sur stock en consommant, avant le stade pupe, une partie importante des réserves
nutritives contenues dans les cotylédons de la graine de niébé. L’activité de consommation
des réserves des graines par les larves provoque de la chaleur, de ’humidité qui entrainent la

croissance des champignons conduisant a des pertes conséquentes (Djossou, 2006).

1.3. Huiles essentielles

Les huiles essentielles testées sont celles extraites et caractérisées dans la partie 3 de
notre travail. Comme nous I’avons déja signalé au préalable, nos essais porteront sur dix
huiles essentielles provenant de Kabylie et réparties en deux lots et ce en fonction de 1’année
de prélevement des feuilles. Dans le premier lot figurent six huiles essentielles extraites des
feuilles de : E. radiata, E. globulus, P. lentiscus, M. communis, S. officinalis et L. nobilis. Le
deuxiéme lot est constitué de quatre huiles essentielles extraites a partir de : A. triphylla O.
basilicum, M. spicata et R. officinalis. L’ensemble de ces huiles ont été testées par différents

procédés sur C. maculatus.

2. Méthodes
Les bioessais entrepris dans cette partie concernent des tests de toxicité classiques
utilisés par de nombreux chercheurs pour révaluer la bioactivité de nombreuses substances a

I’égard des principaux ravageurs des denrées stockées.

2.1. Tests de toxicité

Les tests de toxicité effective des huiles essentielles utilisées sont des traitements par
contact, par fumigation et des tests de répulsivité effectués selon le protocole établi par MC
Donald (1970).

2.1.1. Test par contact

Dix couples de bruches adultes (4gées de 0 a 24 h) ont été introduits dans des boites de
Pétri en verre (14cm de @ et de 2 cm de hauteur) contenant 50 g de graines de V. unguiculata
préalablement traitées avec chacune des 6 huiles essentielles, a différentes doses (4, 8, 12 et
16 ul /50 g).

L’évaluation de ’activité bioinsecticide de ces substances naturelles est réalisée en
effectuant quatre répétitions pour chaque dose ainsi que pour les lots témoins (sans

traitement).
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La toxicité des huiles essentielles, dans les tests par contact, est évaluée sur différents
parametres biologiques de la bruche, a savoir la longévité, le nombre d’ceufs pondus sur les

graines, le taux d’éclosion et le taux de viabilité de ces ceufs.

Les individus morts sont retirés quotidiennement des boites et ce jusqu’a la mort de

tous les individus testés.

Le dénombrement des ceufs pondus (ceufs éclos et non éclos) sur les graines est

effectué a partir du quinzieme jour du début du test, sous une loupe binoculaire (G x 40).

Les ceufs éclos viables sont reconnus, soit par la présence de la larve visible a travers
le chorion, ou bien par leur aspect blanc opaque du a I’accumulation d’une poudre blanche
résultant de 1’activité de la larve néonate qui creuse sa galerie dans la graine (Kellouche et al.,
2004). Le dénombrement des descendants de la premiére génération a été effectué du 25°™ au
45°™ jour du début du traitement. Ainsi les individus adultes sont retirés des boites au fur et a

mesure qu’ils émergent des graines traitées.

L’effet des différents traitements sur les graines de V. unguiculata est évalué par un
test de germination. En effet, 1’évaluation de I’impact des huiles essentielles a été effectuée
sur des lots de 50 graines traitées et des lots de 50 graines non traitées. Elles sont ensuite
mises a germer dans des boites de Pétri, en les recouvrant avec du coton imbibé d’eau. Aprés

4 jours, les graines germées dans les lots témoins et les lots traités sont dénombrées.

Figure 45: Test par contact (Originale, 2011).
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2.1.2. Test de répulsivité
Des disques de papier filtre de 11 cm de diametre ont été découpés en deux parties
¢gales. L’un des demi- disques est traité avec une dose d’huile essentielle diluée dans 1ml

d’acétone (solvant), I’autre partie est pulvérisée avec de I’acétone seulement.

La boite ainsi préparée est laissée a I’air libre pendant 15 mn pour évaporation
complete du solvant. Les 2 demi disques de papier filtre sont ensuite réunis a 1’aide d’un
ruban adhésif et déposés sur le fond des boites de Pétri. 10 couples de C. maculatus, agés de

moins de 24 h, sont déposés au centre des boites ainsi préparées.

Au bout d’une heure, un dénombrement des bruches présente sur chacune des deux
parties est effectué. Le pourcentage de répulsivité, induit par les huiles essentielles sur les
bruches adultes, est calculé selon la formule de Mc Donald et al. (1970) :

PR (%) = [(Nac - Nhe)] / [(Nac + Nhe)] x 100.
Nac : nombre d’individus présents dans la partie traitée avec 1’acétone uniquement.
Nhe : nombre d’individus présents dans la partie traitée avec I’huile essentielle diluée dans

I’acétone.

Figure 46: Test de répulsivité (originale, 2011)

2.1.3. Tests par fumigation
Ces tests consistent a étudier ’effet des huiles essentielles par fumigation sur la durée

de vie des adultes de C. maculatus.

88



Matériel et méthodes Effets bioinsecticides des huiles essentielles sur C . maculatus

Dans des bocaux en verre d’un litre de volume, une dose d’huile essentielle est
déposée sur un morceau de papier filtre Whatman N°2, de 2 cm de diamétre et suspendu a
I’aide d’un fil a la face interne du couvercle. Les doses considérées pour 1’ensemble des 6
huiles sont : 4, 8, 12 et 16 ul/l d’air. Parallelement, un témoin est réalise (papier filtre sans
huile essentielle). Dix couples de C. maculatus agés de 0 a 24 h sont introduits dans chaque
bocal qui est ensuite rapidement fermé hermétiqguement. Un dénombrement des individus

morts est ensuite effectué apres des temps d’exposition variables : 24, 48, 72 et 96 h.

Figure 47 : Test par fumigation (originale, 2011)

3. Analyse statistique
3.1. Test ANOVA

Les résultats des différents essais ont été soumis au test de 1’analyse de la variance
(ANOVA) selon plusieurs critéres de classification, suivi par le test de Newman et Keuls a
5%, en utilisant en utilisant le logiciel Statbox version 5, lorsqu’il existe une différence

significative entre les différents traitements.

3.2. Calcul des DL 5

L’efficacité d’une substance toxique se mesure par sa DLso qui définit la quantité de
substance toxique entrainant la mort de 50% des individus de la population traitée. Elle est
déterminée a partir du tracé des droites de régression. Pour cela les pourcentages de mortalité
corrigés sont transformés en probits et les doses en Log doses. En effet, le nombre d’individus
morts dans une population traitée par une substance toxique n’est pas le nombre réel
d’individus tués par cette substance. Il existe dans toute population une mortalité naturelle qui
s’ajoute a la mortalité provoquée par la substance appliquée. Les pourcentages de mortalité

doivent étre corrigés par la formule d’Abbott :
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MC%=(M-Mt /100-Mt) x 100.
MC% : Mortalité corrigée.
M : Pourcentage de morts dans la population traitée.

Mt : Pourcentage de morts dans la population témoin.
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Résultats et discussion Effets bioinsecticides des huiles essentielles sur C. maculatus

1. Toxicité des huiles essentielles testées

Les résultats obtenus mettent en évidence une variation significative de la bioactivité des

huiles essentielles testées par contact, par fumigation et par répulsivité a 1’égard de C. maculatus.
1.1. Tests par contact
1.1.1. Effets sur la longévité des adultes

1.1.1.1.Effet sur la longévité des adultes des huiles essentielles deE. globulus, E. radiata,
M.communis, P. lentiscus, L.nobiliset S. officinalis

Les effets biocides les plus importants ont été enregistrés dans les traitements avec les huiles
essentielles de E. globulus, E. radiata, L. nobilis et S. officinalis. En effet, la durée de vie des
adules de C. maculatus est comprise entre 1 h et 21 h, pour les différentes huiles testées a la dose
16 pl ; les bruches des lots témoins vivent environ 7 jours (170,25 + 1,25h)(Tableau 9).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification révele une différence hautement
significative pour I’huile (F=639,8033 ; P=0,000 ; DDL=5), pour la dose (F=114,4564 ; P=0,000 ;
DDL= 4)et pour I’interaction des deux facteurs dose-huile (F=114,4564 ; P=0,000 ; DDL=20)
(Annexe 4 : Tableaul).

Tableau 9: Longévité moyenne (h) des adultes de C. maculatus traités avec les différentes huiles
essentielles (moyenne * écart-type) a différentes doses (les moyennes suivies d’une lettre

différente difféerent de facon tres hautement significative, selon le test de Newman et Keuls, au

seuil P = 5%).
Doses (ul) | E. globulus E. radiata M.communis | L. nobilis S. officinalis | P. lentiscus
170,25 £1,25 | 170,25+1,25 | 170,25+1,25 | 170,25+1,25 | 170,25+1,25 | 170,25+ 1,25
0 @) (@) (@) (@) @) (@)
23541797 | 1475+320 | 12625+75 | 15,75+095 | 15,25+236 128,75 +
4 10,30
@ @ ) @ @ o)
8 45+0,57 6 +0,81 62,5+2,88 3,75+£0,95 525+1,25 96,25 + 5,56
(h) (h) (d) (h) (h) ©
12 21081 15+0,57 31,25+25 15+0,57 2,25+05 445 + 3,69
(h) (h) (f) (h) (h) (€)
16 1+0 1+0 155+1 1+0 1+0 21+1,15
(h) (h) ) (h) (h) (@)
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1.1.1.2. Effet sur la longévité des adultes des huiles essentielles deO. basilicum, M.spicata, A.
triphylla et R. officinalis

Les individus mis en contact avec les différentes huiles essentielles ont été affectés de maniere
significative ce qui s’est traduit par la diminution de la durée de leur vie en comparaison des
individus non traités(Tableau 10).

L’analyse de la variance a deux critéres de classification révele une différence hautement
significative pour I’huile (F= 19,216 ; P = 0,000 ; DDL = 3), pour la dose (F = 205,709 ; P =
0,000 ; DDL= 4) et pour I’interaction des deux facteurs dose- huile (F=2,689 ; P = 0,00585 ; DDL
= 12) (Annexe 4 : Tableau 2).

Tableau 10 : longevité moyenne (h) des adultes de C. maculatus traités avec les différentes huiles
essentielles (moyennes + écart type) a différentes doses (les moyennes suivies d’une lettre
différente different de facon tres hautement significative, selon le test de Newman et Keuls, au
seuil P = 5%).

Doses (ul) | R. officinalis | A. triphylla | O. basilicum | M. spicata
210 £36 210+ 36 210+36 210+36
0 (@) (a) (a) (a)
132+30,98 60+30,98 54+22,97 72+19,59
4 (b) (cde) (cde) (cd)
96+19,59 54 22,97 540,81 48+19,59
8 (c) (de) ) (cdef)
72+19,59 24+19,59 0£0,00 4,25+0,5
12 (©) (def) (f) (f)
18+12 0+0 0£0 0£0
16 (ef) () () ()

Les effets les plus importants ont été enregistrés dans les traitements avec les huiles
essentielles de O. basilicum, M. spicataet A. triphylla.

A la dose 8 ul de O. basilicum, les insectes vivent en moyenne 5 h, au dela de cette dose
(12 et 16 pl), tous les individus adultes meurent en moins d’une heure.

Pour I’huile essentielle de M. spicata, les individus survivent 4 h environ, puis sont
anéantis a la dose 16 pl.

A la dose 16 pl, aucun individu ne survit dans les traitements avec 1’huile essentielle de A.

triphylla.
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Les huiles testées ont montré des effets variables sur la mortalité des adultes de
C.maculatuset se répartissent dans deux groupes parmi les trois décrits par Ketoh (1998), en effet
le premier groupe est constitué des huiles essentielles de A. triphylla, O. basilicum et M.spicata,
qui induisent I’¢limination de plus de 70 % de la population de C. maculatus (efficaces), et le
deuxiéme représenté par ’essence de R. officinalis qui n’induit pas 1’élimination totale de la
population de C. maculatus.

La durée de vie moyenne des adultes de C. maculatus révélée dans les lots témoins, non
traités, avoisine les 210 + 36 h, ce temps moyen diminue dés 1’application des huiles essentielles a
la dose la plus faible considérée (4 pl). Elle atteint les valeurs moyennes de 60 + 30,98 h pour A.
triphylla et 54 + 22,99 heures pour O. basilicum.

Ces temps de survie diminuent au fur et a mesure que les doses appliquées augmentent jusqu’a
atteindre, a la dose (8 pul), les valeurs moyennes de 5 + 0,81 h pour O. basilicum et un effet

adulticide total pour A. triphylla, M. spicata, a la dose 16 pl.
1.1.2. Effet des huiles essentielles sur la fécondité des femellesde C. maculatus

1.1.2.1.Effet des huiles essentielles deE. globulus, E. radiata, M.communis P. lentiscus,

L.nobilis et S. officinalis

Les huiles essentielles de L. nobilis et S. officinalis inhibent completement les pontes de C.
maculatus,a la plus faible dose (4ul/l), celle de P. lentiscus est la moins toxique. A la dose 12 pl/l,
toutes le huiles essentielles testées empéchent les femelles de C. maculatus de pondre (Tableau
11).(Tableau 11).

Dans les lots non traités le nombre moyen d’ceufs pondus par dix femelles est de 740 +43.
La réduction de I’oviposition est inversement proportionnelle a I’augmentation de la dose d’huile

utilisée.

L’analyse de la variance a deux criteres de classification a montré une différence hautement
significative pour I’huile (F= 170,9246 ; P=0,000 ;DDL=5), la dose(F=3537,223 ; P=0,000 ;DDL
=4)et pour leur interaction (F=77,2441 ; P=0,000 ;DDL =20) (Annexe 4 : Tableau3).
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Tableau 11 :Fécondité moyenne de 10 femelles de C.maculatus sur les graines deV.unguiculata
traitées avec les différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente sont
différentes de maniére trés hautement significative, conformément au test de Newman et Keuls, au
seuil P=5%).

Doses (ul) | E. globulus E. radiata M.communis L. nobilis | S. officinalis | P. lentiscus
0 740+43,20 (a) | 740+43,20 740 +43,20 740+43,20 | 740 +43,20 740 +£43,20 (a)
(@) (a) (@) @
4 154057 154057 362,5+9,57 0x0 0£0 572 £66,75
(f) (f) (© @) V) (b)
8 0x0 00 125,75 57,84 00 0+0 323,75 4275 (d)
(f) (f) (e) (f) U)
12 0x0 00 00 00 0+0 0+0
(f) (f) U) (f) U) U)
16 0x0 00 00 00 0+0 0+0
(f) (f) U) (f) U) U)

1.1.2.2. Effet des huiles essentiellesdeQ. basilicum, M.spicata, A. triphylla et R. officinalis

Les huiles essentielles deR. officinalis et M. spicata ont réduit de maniére tres significative
le nombre d’ceufs pondus par les femelles de C. maculatusdés leur application a la dose la plus
faible considérée (4pl). En effet le nombre d’ceufs pondus par les femelles dans les lots témoins
est de 958+ 44,51 ceufs alors qu a la dose (4pul) cette valeur se réduit a 544 + 29,90s(O.

basilicum)et337,5+47,48 ccufs(M. spicata)(Tableau 12) .

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a montré une différence
tréshautement significative pour 1’huile (F = 101,998 ; P = 0,000 ; DDL= 3), la dose (F = 1487,31,
P = 0,000 ; DDL = 4) et pour I’interaction (F = 36,07 ; P = 0,000 ; DDL= 12)(Annexe 4 :
Tableau4).
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Tableau 12 : Fécondité moyenne de 10 femelles de C. maculatus sur les graines de V. unguiculata

traitées avec les différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente varient de

facon tres hautement significative, selon le test de Newman et Keuls, au seuil P = 5%).

Doses (ul) | R. officinalis | A. triphylla O. basilicum M. spicata
0 958 +44,151 | 958+ 44,151 958+44,151 958+44,151
(a) (a) (a) (a)
4 544+29,90 | 710,25+23,7 771+53,88 337,5+47,87
(d) (© (b) (e)
351+11,60 |698,5+23,72 | 521+105,32 106+19,51
8 (€) (©) (d) (f)
0,750 44+23,67 126,25+60,31 35,5+8,69
12 (9) (9) () (9)
0+0 0,250 0+0 0+0
16 (9) (9) (9) (9)

Les huiles essentielles de R. officinalis, O. basilicum et M. spicata inhibent completement
I’oviposition des femelles de C. maculatus, a la dose 16l / (50 g).

Le nombre d’ceufs pondus par les femelles de C. maculatus est faible par rapport au
nombre enregistré sur les graines de V. unguiculata dans les lots témoins non traités, ou le nombre
moyen d’ceufs pondus est de 958 + 44,151 ceufs en une semaine.

Quelque soit I'huile testée, la ponte diminue de manicre significative avec la dose
appliquée. Cependant, les réductions les plus importantes sont celles observées avec les huiles
essentielles de R. officinalis (544,75 ceufs) et M. spicata (337,5 ceufs), a la dose 4 pl.

A la dose 12 pl, le nombre d’ceufs pondus régresse pour passer de 698,5 a 44 pour A.
triphylla. Ce résultat corrobore celui obtenu par Kellouche et al. (2004) qui ont trouvé que 10
femelles de C. maculatus peuvent déposer, en fonction du cultivar de niébé testé, en moyenne
668,2 = 155,8 a 745,5 + 97,7 ceufs.

A la plus forte dose d’huile considérée, I’oviposition est presque totalement inhibée pour

I’ensemble des huiles considérées.

1.1.3. Effets des huiles essentielles sur la viabilité embryonnaire de C. maculatus
1.1.3.1.

L.nobilis et S. officinalis

Effets des huiles essentielles deE. globulus, E. radiata,M.communis P. lentiscus,

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a revelé une différence tres
P=0,000; DDL=5),la dose (F=39,11;
P=0,000 ;DDL =4) et pour leur interaction (F=19,94 ; P=0,000 ;DDL =20)(Annexe 4 :Tableau5).

hautement significative pour I’huile (F=1038,21;
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Les résultats obtenus révelent une réduction significative du nombre d’ceufs éclos, dans les
lots traités. Les effets les plus importants ont été enregistrés avec les huiles essentielles de
E.globulus et E.radiataqui ont inhibé 1’éclosion des quelques ceufs pondus sur les graines traitées

a la dose 4pl, en comparaison avec les lots témoins dont 93.5% des ceufs ont éclos (Tableau 13).

Tableau 13: Nombre d’ ceufs éclos de C. maculatus pondus sur les graines de V. unguiculata
traitées avec les huiles testées(les moyennes suivies d’une lettre différente sont différentes de

maniére trés hautement significative, conformément au test de Newman et Keuls au seuil P= 5%).

Doses (ul) |E. globulus |E. radiata M.communis |L. nobilis S. officinalis |P. lentiscus
656,2489,25 | 656,2+89,25 | 656,2+89,25 | 656,2+89,25 | 656,2+89,25 | 656,2+89,25

0
(@ (@ (@) G ) (@

4 0+0 00 317,25+ 15,17 00 00 485,57 + 53,94
(€) (€) (© (e) (b) (b)

8 0+0 00 50,69 + 47,85 00 00 218,5+ 26,67
(e) (€) (€) (e) (€) (d)

12 00 00 00 00 00 00
(e) (€) (€) (e) (€) (e)

16 00 00 00 00 00 00
(e) (e) (e) (€) (€) (e)

1.1.3.2. Effets des huiles essentiellesdeO. basilicum, M.spicata, A. triphylla et R.
officinalis

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a révélé une différence trés
hautement significative pour I’huile (F = 122,28 ; P = 0,000 ; DDL = 3), la dose (F =2129,95 ; P =
0,000 ; DDL = 4) et pour I’interaction (F = 50,93 ; P = 0,000 ; DDL = 12)(Annexe 4 : Tableau 6).

Les résultats obtenus révelent une réduction significative du nombre d’ceufs éclos, dans les
lots soumis a ’action des huiles essentielles. Les effets les plus importants ont été enregistrés avec
I’ensemble des huiles testées, et ce des la dose 4 ul, comparativement aux lots témoins ou prés de

95% des ceufs ont éclos (tableau 14).
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Tableau 14 : Nombre d’ceufs viables chez C. maculatus, dans les traitements avec les différentes
huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente difféerent de maniére trés hautement

significative, conformément au test de Newman et keuls au seuil p = 5%).

Doses (p) R. officinalis A. triphylla O. basilicum M. spicata
843,75 +35,14 | 843,75+ 35,14 | 843,75+35,14 | 843,75+35,14
0 (a) (@) (@) (a)
586,25+31,44 588+57,13 142+33,26 269,255+32,60
4 (b) (b) (e) (d)
246,5+19,01 375+ 70 60,25+21,82 72,5%25,33
8 (d) () (d) (fg)
35+20,55 9,75+2,21 0+0 37+6,83
12 (fg) (9) (9) (fg)
0+0 0+0 0+0 0+0
16 (9) (9) (9) (9)

Le nombre d’ceufs éclos diminue en fonction de la dose et de la nature de 1’huile essentielle
testée. L huile essentielle ayant montré ’effet le plus significatif est celle d’O. basilicum, avec
aucun ceuf éclos aux doses 12 et 16 pl.

Une nette réduction a été observée aux doses 4 et 8 pl, comparativement aux lots témoins
avec des taux moyens variant de 7,19 %, 32,32. Les huiles essentielles testées ont montré un effet

ovicide important.
1.1.4. Effet des huiles essentielles sur la viabilité post-embryonnaire deC. maculatus

1.1.4.1. Effet des huiles essentielles deE. globulus, E. radiata,M.communis P. lentiscus,

L.nobilis et S. officinalis

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a révélé une différence trés
hautement significative pour les facteurs dose (F= 862,90 ; P=0,000 ; DDL=4), huile (F=11,19;
P=0,000 ; DDL=5) et pour leur interaction (F= 7,72 ; P=0,000 ; DDL=20) (Annexe 4 : Tableau7).

Le taux de viabilité des ceufs pondus parC.maculatusest supérieur a 94% dans les lots

témoins, ce taux diminue au furet a mesure que la dose d’huile augmente dans les lots traités.

Tableau 15 : Nombre d’oeufs viables éclos de C.maculatus, dans les traitements avec les
différentes huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente sont différentes de maniere

tres hautement significative, conformément au test de Newman et Keuls, au seuil P=5%).
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Doses (ul) |E. globulus E. radiata M.communis | L. nobilis S. officinalis | P. lentiscus

0 621,91+91,48 | 621,91+91,48 | 621,91+91,48 | 621,91+91,48 | 621,91+91,48 | 621,91+91,48
(@) (@) (@) ) (@) (@)

4 0£0 0+0 217,80 + 18,76 00 00 321,90+96,87
(d) (d) (© (d) (d) (b)

8 0£0 0£0 17,62 + 16,88 00 00 65,72+13,81
(d) (d) (e) (d) (d) (©

12 0£0 0£0 0£0 00 00 0£0
(d) (d) (d) (d) (d) (d)

16 0£0 0£0 0£0 00 00 0£0
(d) (d) (d) (d) (d) (d)

Aucune descendance n’est observée dans les lots traités avec les huiles essentielles de

E.globulus, E.radiata, L.nobilis, S.officinalis, a la dose 4pl.Le méme résultat a été obtenu a la dose

8 ul avec les huiles essentielles deM.communiset P.lentiscus.

1.1.4.2. Effet deshuiles essentiellesdeO. basilicum, M.spicata, A. triphylla et R. officinalis

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a révélé une différence tres hautement

significative pour les facteurs dose (F = 16,466 ; P = 0,000 ; DF=3), huile (F=1143,65; P = 0,000 ;
DDL = 4) et pour ’interaction des deux facteurs dose-huile (F= 8,159 ;
P =0,000 ; DDL =12) (Annexe 4 : Tableau8).

Les huiles essentielles les plus actives sur ce parametre biologique sont celles de O.

basilicumet de M. spicata, avec en moyennemoins de 10 ccufs viables a la dose 8 pl.

Nous avons également constaté qu’aucun ceuf n’est viable a la dose 16 pl pour I’ensemble des

huiles considérées.
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Tableau 16 : Nombre d’ceufs viables éclos de C.maculatus dans les traitements avec les différentes
huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différentedifféerent de maniere tres hautement

significative, conformément au test de Newman et keuls au seuil p=5%).

Doses (ul) R. officinalis A. triphylla | O. basilicum M. spicata
826+46,66 826+46,66 826+46,66 826+46,66
0
(a) (a) (a) (a)
4 510£27,08 472+60,75 342+113,90 447+87,60
(b) (b) (b) (b)
g 218,5+24,20 238+32,75 6,75+2,06 5,5+3,31
(d) (d) (e) (e)
12 4+1,15 2,25%1,89 00 00
(e) (e) (e) (e)
16 0+0 0+0 00 0+0
(e) (e) (e) (e)

1.1.5.Effet des traitements avec les huiles essentielles sur la germination des graines de

V.unguiculata

1.1.5.1.Effet des traitements avec leshuiles essentiellesdeE. globulus, E. radiata,M.communis

P. lentiscus, L.nobilis et S. officinalis

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a révélé une différence trés
hautement significative pour 1’huile (F=448,9638; P=0,000, DDL=5),la dose (F=60,4836;
P=0,000; DDL=4) et pour leur (F=62,6258 ; P=0,000 ;DDL=20)(Annexe
4 :Tableau9).

interaction

L’analyse de la variance a 2 critéres de classification n’a montré aucun effet significatif des
traitements avec les huiles essentielles d’E. globulus, E.radiata, L.nobilisetS.officinalis, sur la

germination des graines de niébe.

Dans les traitements avec les huiles essentielles de M. communis (4ul/509) et de P.
lentiscus (toutes les doses), la faculté germinative des graines de V. unguiculata est réduite de
facon tres hautement significative(moins de 34%), comparativement aux graines du lot témoin
(91,25%) (Tableau 17).
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Tableau 17:Faculté germinative des graines de V.unguiculata (%) traitées avec les différentes
huiles testées (les moyennes suivies d’une lettre différente différent de maniére trés hautement

significative, conformément au test de Newman et Keuls, au seuil P=5%).

Doses (pl) [E. globulus  |E.radiata  |M.communis |L. nobilis S. officinalis |P. lentiscus

0 91,25+8,53 | 91,25+8,53 | 91,25+8,53 |91,25+8,53 |91,25+8,53 | 91,25+ 8,53
(a) (a) (a) (a) (a) (a)

4 95+ 4,08 95+ 4,08 31,25+ 6,29 100+ 0 100+ 0 31,25+ 6,29
(a) (a) (b) (a) (a) (b)

8 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 31,25+ 6,29
(a) (@) (a) (a) (a) (b)

12 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 33,75+ 4,78
(a) (a) (a) (@) (a) (b)

16 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 33,75 +4,78
(a) (a) (a) (a) (a) (b)

1.1.5.2. Effet des traitements avec les huiles essentielledeO. basilicum, M.spicata, A. triphylla

et R. officinalis.

L’analyse de la variance a deux criteres de classification a révélé une différence hautement
significative pour les facteurs dose (F = 2,201 ; P = 0,09583 ; DDL =3), huile (F= 17249,65 ; P =
0,000 ; DDL = 4)et pour l’interaction des deux facteurs dose-huile (F= 2,416; P = 0,012 ;
DDL=12)(Annexe 4 : Tableaul0).

A la dose 16 pl, les huiles essentielles de O. basilicum et M. spicatan’ont pas affecté la
germination des graines traitées (50 graines).

Avec I’huile essentielle de A. triphylla, le nombre de graines germées diminue légerement
dans I’ensemble des lots traités.

Pour I’huile essentielle de O. basilicum,le nombre de graines germées diminue aux doses 4
et 8 yl puis augmente aux doses 12 et 16 ul (germination de toutes les graines)

Dans les traitements avec les huiles essentielles de O.basilicum et M.spicata, il ya
apparition du phénoméne d’allélopathie positive avec une stimulation du nombre de graines

germées, aux doses 12 pl (O.basilicum) et 16 ul (M.spicata).
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Tableau 18 : Nombre de graines germées de V.unguiculata traitées avec les différentes huiles
testées(les moyennes suivies d’une lettre différente différent de maniere tres hautement

significative conformément au test de Newman et keuls, au seuilp=5%).

Doses (ul) R. officinalis A. triphylla | O. basilicum M. spicata
0 49,5+0,57 49,5+0,57 49,5+0,57 49,5+0,57
(ab) (ab) (ab) (ab)
4 45,75+1,70 48+0,81 450,81 44,5+3,87
(abcd) (abcd) (abcd) (bcd)
8 44+1,63 450,81 44,5+3,31 453,16
(cd) (abcd) (bcd) (abcd)
12 43,25+3,94 46,5+3,69 50+0 48,25+2,36
(d) (abcd) (@) (abc)
16 48,7510,5 47,75%1,25 50+0 50+0
(abc) (abcd) (@) (@)

1.2.Tests de fumigation

1.2.1. Tests de fumigationavec les huiles essentiellesdeE. globulus, E. radiata,M.communis P.
lentiscus, L.nobilis et S. officinalis

Les résultats de ’analyse de la variance a deux criteres de classification ont montré un effet tres
hautement significatif pour le facteur huile (DDL=5 ;F=96,521; P=0,000), le facteur dose
(DDL=4; F=7019,738 ;P=0,000) et le facteur temps (DDL=3 ;F=242,534 ; P= 0,000). Il en est
de méme pour ’interaction des trois facteurs huile x dose x temps (DDL=60 ; F=7,367 ; P=

0,000)(Annexe 4 : tableau 13).

Les huiles essentielles d’E.globuluset de S.officinalis se sont montrées les plus toxiques
apres 24h d’exposition a la dose 8ul/l d’air, la mortalité des adultes de C.maculatus atteint 71% et
75%, respectivement (Tableau 19).
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Tableau 19: Taux de mortalité (%) des adultes de C. maculatus (test de fumigation)avec les six
huiles essentielles.

Espéces Doses (ul) Temps d’exposition(h)

vegetales 24 48 72 96
0 0 0 0 0
4 20 92 100

E. globulus 8 71 100 - -
12 90 100 - -
16 100 - - -
0 0 0 0 0
4 42 71 100 -

E. radiata 8 68 100 - -
12 85 100 - -
16 100 - - -
0 0 0 0 0
4 20 74 100 -

M.communis 8 60 100 - -
12 71 100 - -
16 100 - - -
0 0 0 0 0
4 25 100

L. nobilis 8 90 100 - -
12 100 - - -
16 100 - - -
0 0 0 0 0
4 25 90 100 -

S. officinalis 8 75 100 - -
12 87 100 - -
16 100 - - -
0 0 0 0 0
4 20 45 60 70

P. lentiscus 8 60 90 97 100
12 77 94 98 100
16 90 100 - -

L’huile essentielle d’E.globulus a induit 100% de mortalit¢ chez les adultes de

C.maculatus, apres 96 heures d’exposition a la dose 4ul/l air (Tableau 12).

L’ensemble des huiles essentielles testées, hormis celle de P. lentiscus, ont provoqué 100%
de mortalité, aprés 24h d’exposition a la plus forte dose (16pl/ I air).Pour obtenir le méme résultat
avec I’huile essentielle de P. lentiscus, il faut exposer les bruches adultes a la méme dose pendant

48h. Dans les lots témoins, la mortalité est nulle méme apres 96h.
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Détermination des DLs pour les huiles essentielles deE. globulus, E. radiata,M.communis P.

lentiscus, L.nobilis et S. officinalis testées par fumigationapreés 24h d’exposition

Les graphes matérialisant les résultats obtenus consignés dans les tableaux (14,15,16,17,18
et 19) ( Annexe 4) ont permis de déterminer les valeurs des DLsodes différentes huiles
essentielles . Elles sont de : 5,62 ul/ 1d” air pour L. nobilis, 6,04 ul/ | d’air pour E. globulus,
6,38ul/ | d’air pour E. radiata, 6,41 pl/ld’ air pour S. officinalis, 7,68 ul/ Id’ air pour M.
communis, 8,78 ul/ 1d* air pour P. lentiscus. Ces résultats montrent que les huiles essentielles sont
actives sur C. maculatus par fumigation, bien que celles qui s’est montrée plus efficace est celle
de L. nobilisavec la plus faible DLsode I’ordre de 5,62 ul /1 d’air.  Les coefficients de corrélation
obtenus sont compris entre 0,95 et 0,98 ce qui indique une forte corrélation entre la mortalité et la

dose d’huile utilisée. L’ensemble des résultats est indiqué sur les graphes des figures ci-dessous:

8 8
; y=2,478x+ 0,406 _# ; y=2,526K + 0,456 _#
R%= 0,955 R% = 0,954
_6 Pt * _6 = *
R 85
2 < Z € 2
g4 w 4
i g
g 3 g 3
2 2
1 1
0 ¢ 0é
0 1 2 3 0 1 2 3
Log doses pl/ 1 d'air Log doses pl/ | d'air
Figure 48 : Droite de régression de la mortalité Figure 49 : Droite de régression de la
en probits (traitement par fumigation avec mortaliteé en probits (traitement par
I’huile essentielle de E. radiata). fumigation avec I’huile essentielle de E.
globulus).
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Figure 53 : Droite de régression de la
mortalité en probits (traitement par
fumigation avec 1’huile essentielle de P.
lentiscus)

Figure 52 : Droite de régression de la mortalité en
probits (traitement par fumigation avec 1’huile
essentielle de S. officinalis).
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1.2.2. Tests de fumigationavec les huiles essentiellesdeO. basilicum, M.spicata, A.
triphylla et R. officinalis

Les résultats de 1’analyse de la variance a deux critéres de classification ont montré un effet tres
hautement significatif pour le facteur huile (DDL=3;F=102,457;P=0,000) ;le facteur
temps(DDL=4 ; F=7727,496;P=0,000) et le facteur dose (DDL=3 ;F=252,924 ; P=0,000). Il en
est de méme pour I’interaction des trois facteurs huilex dosex temps (DDL=36 ; F=7,693 ; P=
0,000)(Annexe 4 : tableau 14).

Le panel des 4 huiles essentielles testées a provoqué 100 % de mortalité apres 24 h
d’exposition a la dose la plus forte (16 pl).

Dans les lots témoins, aucun individu n’est mort, méme aprés 96 hd’exposition. L’huile
essentielle M. spicataa induit un taux de mortalité de 70% a la dose 8ul/I air

La dose 12 pl/l air, a réduit la population de C. maculatusde 90 % pour 1’ensemble des
huiles testées(Tableau 20).

Tableau 20: Taux de mortalité (%) des adultes de C. maculatus (test de fumigation) avec les quatre
huiles essentielles.

: Tempsd’exposition(h)
Espéeces Doses (ul) 4 18 o 5
4 25 50 25 0
R. officinalis 8 35 55 90 100
12 70 30 10 100
16 90 10 100 0
4 30 45 25 100
0. basilicum 8 40 30 100 0
12 90 10 100 0
16 100 0 0 0
4 20 60 100 0
M. spicata 8 70 20 100 0
12 90 10 100 0
16 100 0 0 0
4 35 50 90 0
i 8 45 100 0 0
A. triphylla 12 o 100 X 0
16 100 0 0 0
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Détermination des DLsg pour les huiles essentiellesO. basilicum, M.spicata, A. triphylla et R.
officinalistestées par fumigation

Les graphes des figures matérialisant les résultats obtenusconsignés dans les tableaux
(21,22,23 et 24) ( Annexe 4) ont permis de déterminer les valeurs de DLsodes différentes huiles
essentielles de : 6,48 pl /I air pour M. spicata, 6,70 pl/l air pour A. triphylla, 6,75 pl/l air pour O.
basilicum, 8,46 pl/I air pour R. officinalis. Ces résultats montrent que les huiles essentielles sont
actives sur C. maculatus par fumigation, bien que celle qui s’est montrée plus efficace est celle
deM. spicata qui nous a permis d’enregistrer la DLsg la plus faible de 1’ordre de 6,48 ul /1 d’air.

Les coefficients de corrélation obtenus sont compris entre 0,93 et 0,99 ce qui indique une
forte corrélation entre la mortalité et la dose d’huile utilisée. L’ensemble des résultats est indiqué

sur les graphes des figures ci-dessous:
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Figure 54: Droite de régression de la Figure 55 : Droite de régression de la
mortalité dans les traitements par mortalite dans les traitements par
fumigation avec I’huile essentielle de fumigation avec I’huile essentielle de
M. spicata. O. basilicum.
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Figure 56: Droite de régression de la Figure 57: Droite de régression de la
mortalité dans les traitements par mortalité dans les traitements par
fumigation avec I’huile essentielle de fumigation avec I'huile essenticlle de
R.officinalis. A. triphylla.

1.3.Test de répulsivité

1.3.1.Test de répulsivité aveck. globulus, E. radiata, M.communis P. lentiscus, L.nobiliset S.

officinalis

Les résultats de 1’analyse de la variance pour les tests de répulsivit¢ montrent qu’il n’ya
aucune différence significative pour le facteur huile (DDL=5 ; F=0,836 ; P= 0,53005), le facteur
dose(DDL=3; F=0,868; P= 0,04176) et I’interaction des deux facteurs dose x huile(DDL~15 ;
F=1,328; P=0,20857)(Annexe 4 : Tableaull)

L’ensemble des huiles essentielles ont montré une activité importante vis-a-vis des adultes

de C.maculatus. En effet, elles ont toutes eu un effet répulsif ou trés répulsif.

E.globulus, E.radiata et S.officinalis se sontrévélées comme les plus répulsives avec un taux
de 100% a la dosel2 pl. Ce taux est obtenu avec 1’ensemble des huiles et ce a la plus forte dose
testée (16 ul) (Tableau 21).
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Tableau 21:Taux moyen de répulsivité (%)(Mc Donald etal., 1970)des différentes huiles
essentielles provenant de la région de Kabylie(Algérie), vis-a-vis des adultes de C.maculatus(les

moyennes suivies d’une lettre différente sont différentes de manicre trés hautement significative,

conformément au test de Newman et Keuls au seuil P=5%).

Doses (ul)* | E.globulus E.radiata M.communis L.nobilis S.officinalis P.lentiscus
4 53,75 +4.78 53,75 +4.78 56,25 +4,78 50 +4,08 50 +4,08 55 +7,07
(ef) (ef) (ef) (f) () (ef)
8 67,5+2.88 67,5+2.88 70,25+2,5 62,515 78,74 £8,16 61,25+ 2.5
(cd) (cd) (be) (cde) (bcd) (de)
12 100+ 0 100+ 0 72,5 +8,66 78,75 £6,29 100+0 71,25 4,78
(a) (a) (be) (b) (a) (bed)
16 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0 100+ 0
(a) (a) (@) (@) (@) (a)
Taux
(%)moyen
de 81,31 81,31 74,75 72,75 82,18 71,87
répulsivité
Classe de V (trés V (trés o v V (trés o
répulsivité répulsive) répulsive) IV (repulsive) (répulsive) répulsive) IV (repulsive)

1.3.2. Test de répulsivité avecO. basilicum, M.spicata, A. triphylla et R. officinalis

Les résultats de 1’analyse de la variance pour les tests de répulsivité montrent qu’il ya une
différence significative pour le facteur huile (DDL=3; F=47,767; P= 0,000), le facteur
dose(DDL=3 ; F=265,814; P= 0,000) et I’interaction des deux facteurs dose x huile(DDL=9 ;
F=19,596; P= 0,000)(Annexe 4 : Tableaull).

Les huiles essentielles extraites des quatre espéces de Lamiaceae ont montré une activité

répulsive sur les adultes de C. maculatus ; des la dose 4 pl,nous observons un effet moyennement

répulsif, mais cet effet croit avec I’augmentation de la dose, jusqu’a atteindre les taux respectifs de
77,81 % pour R. officinalis, 75% pour A. triphylla, 79,68 % pour O.basilicum et 68,75% pour M.
spicata(Annexe 4 : Tableaul2).
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Tableau 22 : taux moyen de répulsivité (%) des huiles essentielles extraites des quatre Lamiaceae,
vis-a-vis des adultes de C. maculatus (les moyennes suivies d’une lettre différente varient de

maniere hautement significative, conformément au test de Newman et de Keuls au seuil P =5 %).

Doses (pl) R. officinalis A. triphylla O.basilicum M. spicata
4 51,25 (d) 51,25 (d) 51,25 (d) 51,25 (d)
8 60 (a) 58,75 (c) 67,5 (a) 60 (c)
12 100 (a) 65 () 100 (a) 63,75 (C)
16 100 (a) 75 (b) 100 (a) 100 (a)
Taux — moyen  de 77,81 62,5 79,68 68,75
repulsivité
Classe de répulsivité
selon MC Donald et o Lo A .
al. (1970) IV Repulsive IV Repulsive IV Repulsive | 1V Répulsive
Discussion

La présente étude a révélé que ’efficacité des huiles essentielles testées est fonction de
leurs principaux constituants majoritaires, quelque soit le facteur biologique de C. maculatus
considéré.

Les huiles essentielles analysées sont constituées majoritairement de monoterpenes
comme ’a pinene, le  pinéne, le camphene, le limoneéne, le P. cymene et le terpinoléne pour les
unes et 1’a pinéne, le  pinene, le camphor et I’eucalyptol pour les autres.

Ces composés ont été souvent caractérisés par leur activité biocide et répulsive contre de
nombreux insectes ravageurs des denrées stockées (Keita etal., 2000 ; Ketoh et al.,2002;
Kelloucheet al., 2004 ; Papachristos et Stamoupolos, 2002 et Kelloucheetal., 2010).

Par ailleurs, les résultats obtenus dans notre étude révelent que I’ensemble des huiles
testées sont bioactives a I’égard de la bruche du niébé dans les traitements par contact en affectant
I’ensemble des paramétres biologiques de la bruche du niébé (longévite des adultes, la fécondité,

les taux de viabilité embryonnaire et post-embryonnaire).

Les résultats auxquels nous sommes arrivés dans les traitements par contact corroborent
ceux de Hedjalet al. (2013) qui ont mis en évidence un effet biocide des huiles essentielles de six
coniferes, provenant d’Algérie et de Tunisie, aussi bien sur la longévité des adultes et le nombre

d’ceufs pondus que sur le taux de viabilité de ces ceufs, chez C. maculatus.
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La réduction de 1’émergence des adultes, enregistrée dans nos tests, pourrait s’expliquer en
partie par la faible éclosion des ceufs pondus. Il est probable que les vapeurs des huiles essentielles
diffusent a travers le chorion ou le siphon respiratoire des ceufs et affectent les processus

physiologiques et biochimiques associés au développement embryonnaire (Raja et al., 2001).

De méme, Regnault-Roger et Hamraoui (1995) ont observé 1’effet du binalool, du thymol

et du carvacrol sur la fécondité de la bruche du haricot (Acanthoscelidesobtectus).

Parmi les huiles essentielles testées, celle de P. lentiscus a affecté négativement le pouvoir
germinatif des graines de V. unguiculata (33 %). D’autre part, avec 1’huile essentielle de O.
basilicum, le nombre de graines germeées diminue aux doses 4 et 8 ul puis augmente aux doses 12
et 16 pl (germination totale de toutes les graines) Avec I’huile essenticlle de A. triphylla, le
nombre de graines germées diminue légérement dans 1’ensemble des lots traités.
Ces observations pourraient s’expliquer par le fait que de nombreuses especes végétales
synthétisent et reldchent dans I’environnement des molécules qui affecteraient la germination et la
croissance des plantes se développant a leur contact comme les huiles essentielles, c’est
I’allélopathie (Macias et al., 1999). Dans notre étude, 1’huile essentielle aurait pu affecter les
mécanismes fondamentaux des graines de niébé comme la perméabilité membranaire, la
respiration et la germination par les alcools monoterpéniques ou les phénols qu’elle contient. Les
effets de ces composés peuvent étre additifs ou synergiques (Blum, 1999).

Rice (1984) admet que le terme allélopathie est généralement accepté pour couvrir a la fois

des effets de stimulation et d’inhibition d’une plante sur une autre.

Par ailleurs, les substances naturelles que nous avons testées ont eu un effet toxique par
fumigation sur les adultes de C. maculatus. En effet, elles ont toutes causé la mort des bruches,
apres une exposition de 96 h a la dose 16 ul. Un effet”Knock down”a été observé avec les huiles
essentielles de E. globulus, E. radiataet L. nobilis, O. basilicum,M. spicata et A. triphylla ce qui
démontre I’efficacité de ces substances naturelles par fumigation, qui serait la conséquence de leur
richesse en composeés monoterpéniques. Cet effet choc s’est traduit par une immobilité instantanée
des bruches adultes dés leur contact avec les vapeurs de ces huiles dans les bocaux hermétiques a
la dose 16pl/1 d’air aprés 24h d’exposition. Nyamador (2001) a évoqué 1’augmentation de
I’acétylcholinestérase chez des individus de C. subinnotatus, en situation de « knock down » ou de

mort, et qui serait liée a la libération de 1’acetylcholine, neuromédiateur, induit par 1’activité de
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I’huile essentielle de Cymbopogongiganteus. Cette importante libération
d’acetylcholineneuromediateur serait, selon Badiou (2008), a I’origine d’une activité productrice

d’AchE dans le systéme cholinérgique de I’abeille afin de rétablir AchE /Ach.

La bioactivité de 1’ensemble des huiles testées a 1’égard des bruches adultes a été mise en
évidence dans les tests par contact mais ont eu également des effets appréciables par fumigation et
répulsivité.

Enan (2002) explique que I’effet des huiles essentielles est du aux composés terpéniques
qui agiraient comme des neurotoxines.

Les mortalités enregistrées confirment les résultats d’autres chercheurs comme Keita
(2000) qui a traité des adultes de C. maculatus avec I’huile essentielle de O. basilicum ; une
mortalité de 96 % a été obtenue a la dose 90 pl apres 48 h, contre 4 % enregistrés dans les lots
témoins. En plus, trés peu d’ceufs ont été déposés par les femelles soumises a ’action de I’essence
d’O. basilicum.

De méme, Obeng-Ofori et al. (1997) ont démontré I’effet insecticide du 1,8 cinéol par
application topique sur Sitophilusgranarius, Sitophiluszeamais, Triboliumcastaneum et P.
truncatus ; la dose 7 pl a induit 100 % de mortalité au bout de 48 h sur les quatre especes de
ravageurs. Ce méme compos¢ a causé une inhibition totale du développement des ceufs, des larves
et des pupes de S. granarius et S. zeamais, ainsi que celle de 1’oviposition. Son action s’est
également traduite en causant une forte répulsivité vis- avis de S. granarius et S. zeamais, mais
une action modérément répulsive, vis-a-vis de T. castaneum et P. truncatus, a été obtenue.

Nos résultats concordent avec ceux de Regnault-Roger et Hamraoui (1995) qui ont observé
un effet toxique des monoterpénes par fumigation sur la bruche du haricot, A. obtectus (Say). Il en
est de méme pour Tapondjouetal. (2002) qui ont montré qu’un matériel végétal broyé et 1’huile
essentielle de Chenopodiumambrosioides ont réduit de 80 a 100 % les densités des populations de
C. chinensis, deAcanthoscelidesobtectus, deSitophilusgranarius et de Prostephanustruncatus de
certaines denrées stockees (Mais, blé, petit pois, haricot blanc et haricot mungo), 24 heures apres
application d’une dose de 0,2 pl/cm?®. Les huiles essentielles agiraient également en se fixant sur
les recepteurs d’octopamine qui sont des cibles idéales pour les biopesticides. Elles peuvent
¢galement réduire 1’appétit des insectes par altération des proteines disponibles ( ce qui induirait

I’inhibition de leur croissance) ou agir par action directe(Harborne, 1993).
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Les propriétés répulsives des huiles essentielles sont souvent associées a la présence de
monoterpenoides et de sesquiterpénes bien que les effets toxiques dépendent de I’espéce d’insecte,

de la plante et du temps d’exposition a I’huile essentielle (Kim etal., 2002).

Notre résultat est analogue a ceux de Shaayaetal. (1991) qui ont testé les huiles essentielles
extraites a partir de certaines Labiées comme 1’origan, le basilic, la marjolaine, le thym, la sauge,
le romarin et la lavande ; ces substances ont causé 100% de mortalité chez Rhyzopertadominica
(F.) (Coleoptera :Bostrychidae), Oryzaephilussurinamensis (L.) (Coleoptera :Silvanidae),
Triboliumcastaneum (Hbst.) (Coleoptera : Tenebrionidae) et Sitophilusoryzae (L.) (Coleoptera :

Curculionidae), a des doses variant de 10 a 15 pl/ 1 d’air.

A la dose 16 pl, I’ensemble des huiles testées ont montré une activité répulsive de 100 % a

I’égard des adultes de C. maculatus.

Bien que les mécanismes d’action des huiles sur les ravageurs ne soient pas complétement
compris, il a été suggéré que 1’octopamine, un biogénique structurellement proche de la
noradrénaline des vertébrés, agit comme un neurotransmetteur chez les invertébrés. L’octopamine
a un effet régulateur sur les battements du cceur, la motricité, la ventilation, le vol et le

métabolisme des invertébrés (Roeder, 1999).

Les huiles essentielles agiraient en se fixant sur les récepteurs de 1’octopamine qui
constituent de bonnes cibles pour les biopesticides. Enan (2002) a montré que I’application de
I’eugénol, de I’a terpinéol et de 1’alcool cinnamique bloquent les sites récepteurs de I’octopamine,
chez Stomoxys calcitrans(Diptera : Muscidae). Dans le méme ordre d’idée Garcia etal. (2005)
suggerent que ce sont les groupements hydroxyle, contenus dans 1’a terpinéol, le pulégol et le
gérmacrol, qui sont responsables de I’activité biocide de ces composées vis-a-vis de T. castaneum.
Cesgroupements hydroxyle possedent une specificité électrostatique qui leur permet de générer
des interactions récepteurs-substance répulsive et I’induction de la bioactivité des huiles
essentielles; celle-ci se traduit le plus souvent par une action sur la physiologie des insectes, en
induisant des effets antiappétants ou déterrents, affectant ainsi la croissance, la fécondité et le
développement des insectes. Les huiles essentielles de E. globulus, E. radiata, L. nobilis et S.
officinalis, O. basilicum et M. spicata se sont révélées comme les substances les plus toxiques a

I’égard de C. maculatus, et ce dans les trois tests réalisés (Contact, fumigation et repulsivité).

Lee et al. (2003) ont testé 1’action d’une vingtaine de terpénoides d’origine naturelle sur S.
oryzae, T. castaneum et O. surinamensis, et ont montré que le cinéol, le |- fenchone et le
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pulégone, a la concentration de 50 pg/ml air, ont causé 100% de mortalité sur toutes les espéces
testées et ont conclu que les cétones sont plus toxiques que tous les autres monoterpénes. Shaayaet
al. (1997) ont testé les huiles essentielles de certaines espéces de Lamiaceae comme la menthe
poivrée, le basilic et le romarin et une huile essentielle qu’ils ont appelée ZP51 (Labiataesp.).
Cette derniere s’est avérée la plus efficace sur I’ensemble des insectes ravageurs considérés, en
entrainant la mort de 90 % des adultes de S. oryzae, R. dominica, O. surinamensis et T. castaneum,
a une concentration de 1,4 ul, pendant 24 h et ce par contact.

Pannuti et al. (2012) ont testé les poudres de C. ambrosioides L. et P. nigrum et ont

constaté une réduction de 1’oviposition et de I’émergence chez C. maculatus.

L’effet bioinsecticide des huiles essentielles sur les adultes de C. maculatus pourrait
s’expliquer par I’action des composés monoterpéniques qui bloque les sites actifs de fixation de
I’acetylcholinestérase, par inhibition de la synthése de la tyramine précurseur de 1’octopamine, un
neuromediateur chez les insectes (Enan, 2002).

Ketoh et al. (2006) ont montré que I’huile essentielle de O. basilicum a un effet inhibiteur
sur les canaux sodiques. Des changements peuvent alternativement se produire au cours de
I’embryogenese et faciliter la diffusion des huiles essentielles dans les ceufs, affectant ainsi les

processus vitaux et physiologiques de I’embryogenese.

Les huiles essentielles que nous avons utilisées dans nos essais ont causé un effet trés
visible sur I’oviposition, elles ont inhibé la ponte a la dose 16 pl.

La réduction de la ponte observée résulterait de la mort précoce de certaines femelles ou de
I’inhibition de I’accouplement chez les adultes. De nombreux auteurs ont rapporté¢ des effets
similaires ; c¢’est ainsi que Ghoneim et al. (2012), par exemple, ont montré que des extraits d’une
Zygophyllaceae, poussant spontanément dans le désert égyptien, pourraient constituer un
biopesticide prometteur pour le contréle des populations de Schistocercagregaria. En effet,
I’inhibition de I’activité de 1’acétylcholinestérase a été observée avec des doses prononcées dans
les corps gras (déterminées par calorimétrie) des jeunes nymphes, quelles que soient la nature de
I’extrait ou la dose utilisées. La méme observation a été notée chez les jeunes femelles soumises
aux mémes extraits. Ces faits observés supposent 1’existence de certains composes toxiques ayant
induit I’accumulation de I’acétylcholine au niveau des synapses, il s’ensuit alors une paralysie, une

ataxie et méme la mort de I’insecte.
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L’inhibition de la ponte des femelles de C. maculatus serait liée également a une
perturbation de 1’oviposition due aux vapeurs des huiles essentielles. En effet, Nyamador (2009),
en observant 1’appareil reproducteur de certaines femelles de Callosobruchussubinnotatus traitées
avec des doses inférieures ou égales a 20 ul, avec 1’huile essentielle deCymbopogongiganteus, a
détecté des ovocytes matures en rétention dans les oviductes et la bourse copulatrice. Il suggére
alors que les huiles essentielles provoqueraient la rétention des ceufs par incapacité physique
d’oviposition chez les femelles de cette bruche. Les interventions des huiles essentielles sur les
pars intercerebralis perturbent fortement 1’activité ovarienne et induisent une accumulation du
neurosécrétat. Ce blocage provoquerait chez la femelle de bruches la non contraction des
sphincters susceptibles de pousser les ceufs de la bourse copulatrice vers I’orifice génital pour leur
émission. Par ailleurs, selon Cassier et al. (1997), la non sécrétion des neurohormones par les
Corporaallata, stimulatrices de la ponte, empécherait les contractions spontanées des oviductes
latéraux et 1’activation du dernier ganglion abdominal, réglant par voie humorale 1’émission finale
des ceufs.

Seri Kouassi et al. (2004) a expliqué I’inhibition de 1’oviposition, par les huiles essentielles
chez C. maculatus, par la présence d’ovocytes mirs dans les oviductes et dans la bourse
copulatrice qui inhiberait le contrdle du systeme gonadotrope sur la libération de I’hormone de la

ponte. La rétention d’ceufs induirait donc une inhibition de ’activité ovarienne.

Les vapeurs d’huiles essentielles agiraient sur le systtme nerveux des insectes en
entrainant le déclenchement rapide d’un mécanisme de feed back négatif. L’effet ovicide mis en
¢vidence serait probablement la conséquence de la pénétration de la fraction volatile d’huile
essentielle dans les ceufs, a travers le chorion bloquant ainsi I’embryogenese. Ainsi Don Pedro
(1989) avance I’hypothése selon laquelle I’activité des huiles essentielles serait dde a la toxicité
directe de leurs composés qui inhiberaient I’activité métabolique des ceufs, par pénétration a
travers le tube respiratoire.

Le nombre d’ceufs viables a diminué avec les huiles essentielles appliquées et des résultats
probants ont été obtenus avec 1’huile essentielle de O. basilicum, a la dose 12pl, avec un nombre
d’ceufs éclos nul ; il en est de méme pour les émergences d’adultes qui ont vu leur nombre
décroitre considérablement avec M. spicata, et ce a la dose 8 ul. Ces résultats corroborent ceux de
Ketoh et al. (2002) qui affirment que les ceufs de C. maculatus sont plus sensibles aux substances

insecticides que les adultes. Ainsi I’exposition des ceufs de C. maculatus aux huiles essentielles
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de C. nardus et O. basilicum, a faibles doses, ont généré des taux de mortalité importants, ce

méme traitement a limité la survie des larves dans les graines.

Conclusion

L’utilisation des huiles essentielles des plantes appartenant aux familles des Lamiaceae ,
Myrtaceae, Anacardiaceae et Lauraceae, s’est avérée fort intéressante au vu des résultats
prometteurs obtenus dans la régulation des populations de C.maculatus , principal ravageur de
V.unguiculata. La toxicité des huiles essentielles s’est illustrée en induisant des effets adulticide
par effet « Knock down » et ovicide (a cause de la permeabilité du chorion ou de la membrane
vitelline qui facilite la diffusion des vapeurs). Les différents tests réalisés sur 1’action des huiles
essentielles par contact, fumigation et répulsivité, ont donné des résultats différents selon la cible
visée (adultes ou ceufs). La fumigation est le moyen le plus efficace pour obtenir de forts taux de

mortalité sur les différents stades de développement des insectes ravageurs des graines stockées.
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La difficulté a controler les populations des insectes ravageurs des grains stockes est

renforcée par les limites et les conséquences liées a I’utilisation de pesticides de synthése.

Notre étude rentre dans le cadre de la recherche de solutions alternatives qui
permettent de réduire les pertes occasionnées par ces insectes nuisibles, comme la bruche du
niébé, insecte clétrophage utilise comme modéle biologique associé au haricot dolique, par

I’utilisation des huiles essentielles pour limiter les inconvenients liés aux pesticides

La collection des plantes utilisées a été réalisee selon les données bibliographiques
(Beloued, 2001 et Ait youcef 2006) et notre propre investigation aupres de la population
locale (Kabyle). Dans cette collection figurent dix espéces végétales représentatives de quatre
familles. II s’agit de : O. basilicum, A. triphylla, M. spicata, R. officinalis et S. officinalis pour
les Lamiaceae, E. globulus, E radiata et M communis (Myrtaceae), P. lentiscus pour les
Anacardiaceae et L. nobilis pour les Lauraceae. Dans un premier temps, une partie des
feuilles de ces différentes essences ont éte séchées puis soumises & une hydrodistillation, pour
le suivi de I’évolution des rendements en huiles essentielles en fonction du temps. Les
feuilles restantes ont été soumises a une distillation par entrainement a la vapeur d’eau, dans
un extracteur pilote au CRD Saidal d’El Harrach. La technique d’hydrodistillation a permis de
déterminer que la durée du traitement pour 1’obtention du meilleur rendement est compris
entre 60 et 90 mn. Le rendement le plus important a été obtenu aves les feuilles de L. nobilis
(1,30 %), E. radiata (1,25 %) et O. basilicum avec 1,13 % puis suivent A. triphylla (0,86 %),
E. globulus avec 0,81 %, S. officinalis (0,2 %) et R. officinalis avec 0,18 % , puis viennent
P. lentiscus (0,021% ) et M. communis ( 0,016%).

Une étude histologique des coupes anatomiques, au niveau des feuilles, a été effectuée
parallelement. Les observations, au microscope optique et au microscope électronique a
balayage, nous ont apporté certains éléments de réponse pouvant expliquer 1’allure des
courbes obtenues et ce par la localisation des structures sécrétrices caractéristiques de chaque
espece végetale. Des poils glandulaires exogeénes capités et peltés ont été localises a la surface
des cellules épidermiques des espéeces de la famille des Lamiaceae, comme R. officinalis ou S.
officinalis. Des structures sécrétrices endogenes d’huiles essentielles ont ét€ obsérvées dans le
mésophyle des feuilles de L. nobilis (canaux sécréteurs) et des glandes sécrétrices chez M.

communis et P. lentiscus.

Dans un troisieme temps, nous avons analysé les huiles essentielles extraites par

entrainement a la vapeur d’cau par la technique CG/MS. Cette derniere a permis
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I’identification de la quasi-totalité des constituants de ces huiles qui sont principalement

hydrocarbonés.

L’a pinéne et le B pinéne sont les constituants communs aux 10 huiles essentielles
analysees bien que M. communis ait monté un taux nettement supérieur en o pinéne
(18,96%), suivi de de E. globulus avec 7,69% et R officinalis avec 7,61%.

L’huile essentielle de M. spicata est riche en carvone (47,92%) et en limonéne (21,02
%). L’estragol reste le composé majoritaire de 1’huile essentielle de O. basilicum avec 76,81
%. A. triphylla présente un taux de 24,88 % en a citral et R. officinalis contient 41,7%

d’eucalyptol. La fraction oxygénée est minoritaire dans les différentes huiles fractionnées.

La quatrieme et derniére partie de cette étude est consacrée a 1’évaluation des
propriétés insecticides des dix huiles essentielles extraites et caractérisées dans la troisieme
partie. Ces huiles ont montré des résultats assez probants en révélant leur efficacité dans le
contréle de certains stades de développement de C. maculatus. Le traitement par contact des
bruches a montré que ce sont les huiles essentielles de E. globulus, E radiata , L. nobilis et S
officinalis qui ont eu I’effet adulticide le plus important, avec une durée moyenne de vie des
bruches comprise entre 1 heure et 21 heures . Les individus témoins non soumis a 1’action des
huiles, vivent en moyenne 170,25 + 1, 25 h. A la dose 8 pul d’huile essentielle de O. basilicum,

les adultes survivent 5 heures. Au dela de cette dose, tous les individus meurent.

Les huiles essentielles de L. nobilis et S. officinalis inhibent complétement la ponte de
C. maculatus, a la dose 4 pl, 1’éclosion des ceufs a été également affectée par les traitements
avec les huiles essentielles. En effet, E. radiata et E. globulus ont induit I’inhibition de
I’éclosion des ceufs a la dose 4 pl, alors que dans les lots témoins, 93,5% ont éclos. Ces huiles

essentielles ont donc agit comme des déterrent en inhibant ou en limitant 1’oviposition.

La germination des graines de V. unguiculata a été affectée par les huiles essentielles
de M. communis et P. lentiscus, avec moins de 34% de germination en comparaison a 91, 25
% de graines germees dans les boites témoins. Nous concluons donc a une allélopathie

négative exercée par ces xénobiotiques sur la germination des graines de V. unguiculata.

Les huiles essentielles les plus répulsives, selon le classement établi par Mc. Donald
et al. (1970), sont O. basilicum avec 76,68 % et E .globulus et E. radiata avec 81,31%.
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Les bioessais par fumigation ont montré des effets significatifs. Les traitements ont
entrainé une action effective par « knock down » sur 1’ensemble des adultes testés puis un
effet adulticide apres 96 h d’action, alors que dans les lots témoins aucune mortalité n’a été
enregistrée. La DLsp la plus faible obtenue est celle avec 1’huile essentielle de L.nobilis avec
une valeur de 5,34 ul / | d’air apres 24 h de traitement et celle de M. spicata avec 6,48 ul / |

d’air.

Les résultats de nos bioessais ont permis de sélectionner I’huile essentielle de E.
radiata comme meilleur fumigant, les huiles essentielles de E. globulus et E. radiata comme
les plus répulsives et les plus inhibitrices. Les huiles essentielles de L. nobilis et S. officinalis
sont les meilleurs adulticides par contact, en réduisant significativement la durée de vie des

adultes et en inhibant la ponte chez les femelles de C. maculatus.

Les tests nous ont ainsi  permis de mettre en évidence D’activité adulticide, ovicide et

déterrente des huiles essentielles testées a 1I’égard de C. maculatus.

A la lumiére de I’ensemble des résultats intéressants obtenus, il est permis d’espérer au
moins une réduction de 1’'usage des pesticides, en particulier dans les entrepdts de stockage
des grains avec l’alternative que représente les substances naturelles dont nous venons de

démontrer la polyvalence de leur activité biologique.

La diversité des activités des substances allélochimiques, comme les huiles essentielles
peut étre mise a profit dans le contrble des bioagresseurs, en particulier dans les milieux

confinés comme les entrepOts de stockage des récoltes céréaliéres et [égumiéres.

- Il serait intéressant de fractionner les huiles essentielles ayant donné les meilleurs
résultats par leurs actions sur les ceufs de C. maculatus, de les tester séparément puis
de réaliser des mélanges a différentes concentrations afin de vérifier I’hypothese de
synergie d’action des différents constituants.

- Tester différents mélanges d’huiles essentielles a 1’égard des principaux ravageurs .

- Sensibiliser les populations locales aux problemes environnementaux et actualiser les
pratiques empiriques de conservation des denrées stockées afin de valoriser les
ressources végétales locales par la production de pesticides dits "verts".

- Elargir a d’autres modéles de ravageurs des grains de céreales comme S. oryzae ,S.
granarius et R. dominica afin d’effectuer des tests comparatifs qui permettent

d’évaluer le champ d’action et la spécificité du xénobiotique.
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- Tester d’autres molécules allélochimiques comme les polyphénols afin de renforcer
les défenses naturelles des plantes en opposant aux ravageurs une résistance naturelle
de leurs graines et de leurs gousses, en synthétisant des phytoanticipines ou des
phytoaléxines.

- Tester Pactivité de ces substances naturelles bioactives sur les stades cachés, les
larves et les nymphes des principaux ravageurs des grains, pour évaluer leur toxicité
comme fumigants.

- Une étude de la toxicité de ces huiles essentielles vis-a-vis des vertébrés est
indispensable avant de mettre en place tout programme de vulgarisation de ces

biopesticides méme s’ils sont biodégradables.

Une partie réalisée dans le cadre de cette thése, nous a conduits a la rédaction et a la

publication d’un article. Ce dernier est annexé ci-apres .
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Annexe 1

Influence de la durée d’extraction par hydrodistillation sur les rendements en huiles

essentielles a partir des feuilles des dix plantes étudiées.

Tableau 1: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de E.

radiata.
Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)
0 0 0 0
5 0 0 0
10 0 0 0
15 0,0748 0,0748 0,249
30 0,1091 0,1839 0,483
45 0,1196 0,3035 0,798
60 0,0.1089 0,4124 1,085
90 0,0122 0,4246 1,085
120 0,0.0162 0,4408 1,160
150 0,0121 0,4429 1,191
180 0,0013 0,4542 1,195
240 0,001 0,4552 1,197

Tableau 2 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de M.

communis.

Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)

0 0 0 0

5 0 0 0
15 0 0 0
30 0 0 0
45 0,1716 0,1716 0,2150
60 0,1408 0,3124 0,3193
90 0,0664 0,3788 0,4745
120 0,0285 0,4073 0,5102
150 0,0132 0,4205 0,5268
180 0,008 0,4285 0,5268
240 0,001 0,4547 0,5368
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Tableau 3 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de P.

Annexe 1

lentiscus.
Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)
0 0 0 0
5 0 0 0
15 0 0 0
30 0,0012 0,0012 0,0013
45 0,0007 0,0019 0,002
60 0,0025 0,048 0,053
90 0,0029 0,0113 0,012
120 0,0065 0,01132 0,014
150 0,0019 0,0151 0,016
180 0,0019 0,0171 0,019
240 0,0010 0,0181 0,020

Tableau 4 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de S.

officinalis.
Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)
0 0 0 0
5 0 0 0
10 0,0401 0,0401 0,042
15 0,0614 0,101 0,106
30 0,0442 0,145 0,153
45 0,0233 0,169 0,178
60 0,0202 0,189 0,2
90 0,0026 0,191 0,2
120 0,0006 0,192 0,2
150 0,0023 0,194 0,2
180 0,0008 0,195 0,2
240 0,0018 0,196 0,2
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Tableau 5: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentieclle de R.

Annexe 1

officinalis.
Temps (mn) Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) Rendement (%)
0 0 0 0
5 0 0 0
10 0,0034 0.0318 0.0626
15 0,0110 0.0428 0.0843
30 0,0208 0.0736 0.1449
45 0,0107 0.0843 0.1660
60 0,0097 0.0940 0.1851
90 0,0072 0.1012 0.1993
120 0,0036 0.1048 0.2064
150 0,0030 0.1051 0.2070
180 0.0020 0.1053 0.2074

Tableau 6: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de A.

triphylla.

Temps (mn) Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement(%)
0 0 0 0

5 0 0 0
10 0,015 0,015 0,033
15 0,007 0,022 0,048
30 0,022 0,044 0,022
45 0,019 0,063 0,140
60 0,015 0,078 0,170
90 0,062 0,140 0,311
120 0,008 0,148 0,329
180 0,0728 0,220 0,489
240 0,084 0,304 0,676
260 0,080 0,384 0,856
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Annexe 1

Tableau 7: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de L.

nobilis
Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) Rendement (%)
0 0 0 0
5 0 0 0
15 0,09 0,09 0,209
30 0,120 0,205 0,477
60 0,140 0,345 1,803
90 0,120 0,465 1,010
120 0,020 0,485 1,128
150 0,008 0,493 1,147
180 0,002 0,495 1,152
240 0,002 0,497 1,15

Tableau 8: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de O.

basilicum.

Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)

0 0 0 0

5 0 0 0
10 0,0789 0,0789 0,201
15 0,0419 0,1208 0,310
30 0,0512 0,172 0,452
45 0,0531 0,2251 0,590
60 0,0842 0,3093 0,810
90 0,090 0,3993 1,050
120 0,0052 0,4045 1,06
150 0,0048 0,4093 1,07
180 0,0068 0,4161 1,09
240 0,0042 0,4203 1,106
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Tableau 9: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de Mentha

spicata .

Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)

0 0 0 0

5 0 0 0
10 0,0463 0,0463 0,185
15 0,0581 0,1044 0,417
30 0,0516 0,156 0,624
45 0,0044 0,1604 0,641
60 0,0113 0,1717 0,686
90 0,0156 0,1873 0,749
120 0, 0049 0,1922 0,768
150 0,0022 0,1944 0,777
180 0,0039 0,1983 0,793

Tableau 10: Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de E.

globulus.
Temps (mn) | Masse d'huile essentielle (g) | Masse cumulée (g) | Rendement (%)
0 0 0 0
5 0 0 0
10 0,0535 0,0535 0,118
15 0,0304 0,0839 0,186
30 0, 0649 0,1488 0,330
45 0,0454 0,1942 0,431
60 0, 0121 0,2063 0,458
90 0,0017 0,208 0,462
120 0,0062 0,2142 0,476
150 0,0048 0,2187 0,486
180 0,001 0,2197 0,488
240 0,0005 0,2202 0,489
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Annexe 2

Technique de la double coloration d’apreés Deyson 1954

La structure anatomique des feuilles des différentes especes vegétales a été observée
en effectuant des coupes minces parfaitement orientées qui seront soumises a une double

coloration.

Deyson (1954), conseille de 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 1’organe pour les sections transversales.

Les coupes sont récupérées dans des verres de montre contenant de 1’hypochlorite de

sodium pendant 5 a 20 mn.

Les coupes sont rincées abondamment pendant 5 mn. Elles sont ensuite soumises a
I’action d’un bain d’acide acétique (1%) pendant 1 mn pour neutraliser 1’action de

I’hypochlorite de sodium et faciliter la fixattion des colorants sur les parois cellulaires.

e Coloration des coupes
Les coupes sont colorées au vert de methyl pendant 5 & 10 mn. Elles sont ensuite
ringées puis soumises a la coloration au rouge congo pendant 5 & 10 mn. Les coupes

les plus minces sont sélectionnées et observées au microscope optique au G : 40*10

140



Annexe 3

Chromatogrammes obtenus par CG /MS des différentes huiles extraites par entrainement a la vapeur
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Figure 1 : Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de P. lentiscus de la région de Kabylie.
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Figure 2 : Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de S. officinalis de la région de Kabylie
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Figure 3: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de E. globulus de la région de Kabylie.

143



Annexe 3

TIC: 081217-09.D\data.ms
545
1.2e+07

1.1e+07
i 10.668

1e+07
9000000
8000000 36.929
7000000
6000000
5000000

10.373

4000000 37|.557

3000000

41.113

29.835
2000000

13.564 53.759

1000000 i | ‘ 4344
45.802

i 1.233 |
JE Iﬁ L i 74 ) PH 50.8174253
5.4 % | 18.583 _.JL A WARA J14§$ i%@ P U\ . IS?.JQZ .

=TT T LB i Bt e | L1 R S e 5o R RISl e e G e 1 s |

| 1Y N
. : T A A b T
!Til’_ne-—> 5.60 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40100 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 80.00 85.00

T o )

7 e
90.00 95.00 100.00 105.00 110.00 118

[ ]

Figure 4: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de M. communis de la région de Kabylie.
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Figure 5: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de E. radiata de la région de Kabylie.
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Figure 6: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de A. triphylla de la région de Kabylie.
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Figure 7: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de M. spicata de la région de Kabylie
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Figure 8: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de O. basilicum de la région de Kabylie.
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Figure 9: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de R. officinalis de la région de Kabylie.
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Figure 10: Chromatogramme (CG/MS) de I’huile essentielle de L. nobilis de la région de Kabylie.
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Annexes 4

Résultats de I’analyse statistique

Tableau 1 : Résultats de 1’analyse de la variance de I’action des 6 huiles essentielles provenant

de la région de Kabylie (Algérie), sur la longévité des adultes de C. maculatus.

S.CE DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var.totale 538235,3 119 4522,985
Var.facteur 1(huile) | 61670,06 5 12334,01 | 639,805 0
Var.facteur 2 (dose) | 430701 4 107675,3 | 5585,459 0
Var.inter f1*2 44129,19 20 2206,459 | 114,456 0
Var.residuelle 1 1735 90 19,278 4,391 8,00%
Tableau 2 : Résultats de 1’analyse de la variance de 1’action des 4 huiles essentielles provenant
de la région de Kabylie (Algérie), sur la longévité des adultes de C. maculatus
S.CE DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
Var.totale 497387 79 6296,038
Var.facteur 1
(huile) 29541,59 3 0847,198 | 19,261 0
Var.facteur
2(dose) 420671 4 105167,8 | 205,709 0
Var.inter f1*2 16499,59 12 1374,966 2,689 0,00585
Var.residuelle 1 30674,75 60 511,246 22,611 30,57%
Tableau 3 : Résultats de I’analyse de la variance du nombre d’ceufs pondus selon les
traitements avec les 6 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).
S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
Var totale 11009260 | 119 | 9251477
Varfacteur L (huile) | 9360007 | 5 | 234502 | 3537,223 | 0
Var facteur 2 (dose) | g5 4 113097 | 1709246 | 0
Var.inter f1*2 1022214 | 20 | 511107 | 77,2441 | O
Var residuelle 1 59551 | 90 661 25,7231 | 1331 %
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Tableau 4 : Résultats de 1’analyse de la variance du nombre d’ceufs pondus selon les 4 huiles

essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
Var.totale 11422430 79 144587,7
Var.facteur 1(huile) | 517658 3 172552,7 | 101,938 0
Var.facteur 2 (dose) | 10070410 4 2517603 | 1487,315 0
Var.inter f1*2 732799 12 61066,58 | 36,076 0
Var.residuelle 1 101563 60 1692,717 41,143 10,19%

Tableau 5 : Résultats de 1’analyse de la variance sur la viabilité embryonnaire de C. maculatus

dans les traitements avec les 6 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var.totale 8697516 119 73088,37
Var.facteur 1 (huile) | 351655 5 70331 39,117 0
Var.facteur 2 (dose) | 7466723 4 1866681 | 1038,211 0
Var.inter f1*2 717320 20 35866 19,948 0
Var.residuelle 1 161818 90 1797,978 42,403 25,39%

Tableau 6 : Résultats de 1’analyse de la variance sur la viabilité embryonnaire de C. maculatus

dans les traitements avec les 4 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
Var.totale 8705615 79 110197,7
Var.facteur 1(huile) 334140 3 111380 | 122,284 0
Var.facteur 2 (dose) 7760131 4 1940033 | 2129,954 0
Var.inter f1*2 556694,5 12 46391,21 | 50,933 0
Var.residuelle 1 54650 60 910,833 30,18 10,41%
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Tableau 7 : Résultats de 1’analyse de la variance sur la viabilité post-embryonnaire de C.

maculatus

essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

selon les traitements avec des 6 huiles essentielles des différentes huiles

S.CE DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var.totale 7558365 119 63515,67
Var.facteur 1 112782,5 5 22556,5 11,197 0
Var.facteur 2 6953129 4 1738282 | 862,907 0
Var.inter f1*2 | 311152,5 20 15557,63 7,723 0
Var.residuelle 1 | 181300,5 90 2014,45 44,883 30,92%

Tableau 8 : Résultats de 1’analyse de la variance sur la viabilité post-embryonnaire de C.

maculatus

essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

selon les traitements avec des 4 huiles essentielles des différentes huiles

S.CE DDL |C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
Var.totale 8479414 | 79 1107334,4
Var.facteur 1 87591 3 29197 | 16,466 0
Var.facteur 2 8111823 4 2027956 |1143,659 0
Var.inter f1*2 173607,5| 12 |14467,29| 8,159 0
Var.residuelle 1 106393 60 |1773,217 42,11 (15,17%

Tableau 9 : Résultats de I’analyse de la variance pour la germination des graines soumises a

I’action des 6 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

S.C.E DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var.totale 85988,36 119 722,5912
Var facteur 1(huile) | 5432,773 4 1358,193 | 60,4836 0
Var.facteur 2 (dose) | 50408,66 5 10081,73 | 448,9638 0
Var.inter f1*2 28125,93 20 1406,296 | 62,6258 0
Var.residuelle 1 2021 90 22,4556 4,7387 5,62%
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Tableau 10 : Résultats de I’analyse de la variance pour la germination des graines soumises a

I’action des 4 huiles essentielles provenant de la région de Kabylie (Algérie).

S.CE DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var.totale 671,388 79 8,499
Var.facteur 1(huile) 26,938 3 8.979 2,201 0,09583
Var.facteur 2 (dose) 281,45 4 70,363 17,249 0
Var.inter f1*2 118,25 12 9,854 2,416 0,01258
Var.residuelle 1 244,75 60 4,079 2,02 4,28%

Tableau 11 : Résultats de 1’analyse de la variance de la répulsivité des 6 huiles essentielles,

provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus.

S.CE DDL C.M. TESTF | PROBA E.T. C.V.
Var.totale 215331 95 2266,642
Var.facteur 1(huile) | 8598,203 5 1719,641 0,836 0,53005
Var.facteur 2 (dose) | 17694,55 3 5898,182 2,868 0,04176
Var.inter f1*2 40957,02 15 2730,468 1,328 0,20857
Var.residuelle 1 148081,3 72 2056,684 45,351 5,60%

Tableau 12 : Résultats de 1’analyse de la variance de la répulsivité des 4 huiles essentielles,

provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus.

S.C.E DDL C.M. TESTF |PROBA |E.T. C.V.
Var.totale 1043,75 63 16,567
Var.facteur 1 (huile) 128,375 3 42,792 47,767 0
Var.facteur 2 (dose) 714,375 3 238,125 | 265,814 0
Var.inter f1*2 158 9 17,556 19,597 0
Var.residuelle 1 43 48 0,896 0,946 6,56%
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Tableau 13 : Résultats de 1’analyse de la variance de la toxicité des 6 huiles essentielles

provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus, dans les

tests de fumigation.

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var.totale 22680,46 479 47,35
Var.facteur
1(huile) 350,893 5 70,179 96,521 0
Var.facteur
2(dos) 20415,74 4 5103,935 | 7019,738 0
Var.facteur
3(temps) 529,027 3 176,343 242,534 0
Var.inter
f1*2 237,139 20 11,857 16,308 0
Var.inter
f1*3 329,688 15 21,979 30,229 0
Var.inter
f2*3 234,816 12 19,568 26,913 0
Var.inter
f1*2*3 321,406 60 5,357 7,367 0
Var.residuelle
1 261,75 360 0,727 0,853 7,57%

Tableau 14: Doses d’huile essentielle de M. communis transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité (%) | Mortalité (Probits) Log doses
0 0 0
20 4,16 1,38
60 5,25 2,07
72 5,55 2,48
100 7,33 2,77
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Tableau 15 : Doses d’huile essenticlle de E. globulus transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité Probits

Mortalite (%) Log doses
0 0 0
25 4,33 1,38
72 5,55 2,37
92 6,34 2,48
100 7,33 2,37

Tableau 16 : Doses d’huile essenticlle de E. radiata transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité Probits

Mortalité (%) Log doses
0 0 0
45 4,87 1,38
75 5,67 2,07
85 6,04 2,48
100 7,33 2,77

Tableau 17 : Doses d’huile essentielle de L. nobilis transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité Probits

Mortalité (%) Log doses
0 0 0
20 4,16 1,38
90 6,28 2,07
100 7,33 2,48
100 7,33 2,77
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Tableau 18 : Doses d’huile essentielle de P. lentiscus transformées en logarithme népeérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité (%) Mortalité Probits Log doses
0 0 0
20 4,16 1,38
30 4,48 2,07
67 5,44 2,48
90 6,28 2,77

Tableau 19 : Doses d’huile essentielle de S. officinalis transformeées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation apres 24 h de traitement).

Mortalité (%) | Mortalité Probits

Log doses
0 0 0
25 4,33 1,38
75 5,67 2,07
87 6,13 2,48
100 7,33 2,77
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Tableau 20 : Résultats de 1’analyse de la variance de la toxicité des 4 huiles essentielles

provenant de la région de Kabylie (Algérie), vis-a-vis des adultes de C. maculatus, dans les

tests de fumigation.

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA E.T. C.V.
Var.totale 2318491 119 48,403
Var.facteur
1(huile) 347,572 3 69,514 102,457 0
Var.facteur
2(dose) 20971,57 4 5242,892 | 7727,496 0
Var.facteur
3(temps) 514,805 3 171,602 252,924 0
Var.inter
f1*2 237,209 12 11,86 17,481 0
Var.inter
f1*3 325,686 9 21,712 32,002 0
Var.inter
f2*3 230,664 12 19,222 22,331 0
Var.inter
f1*2*3 313,158 36 5,219 7,693 0
Var.residuelle
1 244,25 40 0,678 0,824 7,34%

Tableau 21 : Doses d’huile essentielle de O. basilicum transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité (%) | Mortalité Probits Log doses
0 0 0
30 4,48 1,38
40 4,75 2,07
90 6,28 2,48
100 733 2,77
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Tableau 22 : Doses d’huile essentielle de M. spicata transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation apres 24 h de traitement).

Mortalité (%)

Mortalité Probits

Log doses
0 0 0
20 4,16 1,38
70 5,52 2,07
90 6,28 2,48
100 7,33 2,77

Tableau 23 : Doses d’huile essentielle de R. officinalis transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité (%)

Mortalité Probits

Log doses
0 0 0
20 4,16 1,38
25 4,33 2,07
70 5,52 2,48
90 6,28 2,77

Tableau 24 : Doses d’huile essentielle de A. triphylla transformées en logarithme népérien

(Log) et les probits correspondants (Test de fumigation aprés 24 h de traitement).

Mortalité (%)

Mortalité Probits

Log doses
0 0 0
45 4,87 1,38
55 5,13 2,07
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75 5,67 2,48
100 7,33 2,77

Tableau 25: Log des doses en probits selon les pourcentages de mortalité corrigée.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 267 | 295 | 312 | 3,25 336 | 3,45 | 3,52 | 359 | 3,66

10 3,72 | 3,77 | 3,82 | 3,87 | 3,92 396 | 401 | 405 | 408 | 4,12

20 4,16 | 4,19 | 423 | 4,26 4,29 433 | 436 | 439 | 442 | 4,45

30 448 | 450 | 453 | 4,56 | 4,59 461 | 464 | 4,67 | 469 | 472

40 4,75 | 4,77 | 480 | 482 | 4,85 487 | 490 | 492 | 495 | 497

50 500 | 503 | 505 | 508 | 510 513 | 5,15 | 518 | 520 | 5,23

60 525 | 528 | 531 | 533 | 536 539 | 541 | 544 | 547 | 5,50

70 552 | 555 | 558 | 5,61 5,64 5,67 | 571 | 574 | 577 | 581

80 584 | 588 | 592 | 595 5,99 6,04 | 6,08 | 613 | 6,18 | 6,23

90 6,28 | 6,34 | 6,41 | 6,48 6,55 6,64 | 6,75 | 688 | 7,05 | 7,33

99 0,00 | 0,10 | 0,20 | 0,30 | 0,40 0,50 | 0,60 | 0,70 | 0,80 | 0,90
733 | 737 | 741 | 7,46 | 7,51 758 | 7,75 | 7,75 | 7,88 | 8,09
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