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RESUME

Dans notre étude,  deux plantes aromatiques (Eucalyptus globulus et Laurus nobilis)

provenant de la région de attaf  de wilaya Ain Defla  ont fait l’objet d’un décryptage physico

chimique et biologique de leurs huiles essentielles.

Ces huiles essentielles extraites par hydrodistillation .Le rendement en huile essentielle

obtenu par l’hydrodistillation de la plante Eucalyptus globulus est de 0,56% et laurus nobilis

est 0.58 %. Ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée à la

spectrométrie de masse. Le criblage phytochimique a permis d’identifier :

La capacité des huiles essentielles à inhiber les micro-organismes a été testée sur une quatre

des  souches bactériennes. L’activité antibactérienne s’est révélée variable selon la nature de

la souche et de l’huile essentielle  avec une prédominance d’Eucalyptus qui a obtenu

meilleurs résultats.

Son pouvoir antioxydant a été évalué par un test DPPH. La concentration efficace du substrat

qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (EC50) est de 257,788 μg/ml pour

Eucalyptus globulus et 66.884 μg/ml pour laurier nobilis. Dans cette étude nous avons pu

constater que l'huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et laurier nobilis a une activité

antioxydante considérable.

Etude la pouvoir antisecte a été évalué par un traitement d’inhalation, de huile

Eucalyptus globulus et Laurier nobilis sur l’insecte ravageur de blé en post-récolte Tribolium

castaneum (Herbst), en  évaluant les mortalités les DL50-DL90 et TL50-TL90. Les résultats

montrent que les huiles essentielles des deux plantes étudiées ont un effet insecticide et que

les mortalités obtenues variant selon les doses, les temps d’observation et les organes de la

plante.

Les propriétés biologiques observées seraient liées à la complexité de la composition
chimique et la synergie entre eux.

Mots clés : Huiles essentielles, Laurus nobilis, Eucalyptus globulus CG/MS, Activité

antimicrobienne, Activité antioxydante , Activité anti-insectes.



ABSTRACT

In our study, three aromatic plants (Eucalyptus globulus and Laurus nobilis) from the attaf

the wilaya Ain Defla region have been physico-chemical characteristics and biologicaly

decrypted of their essential oils. Essential oils extracted by steam The yield of essential oil

obtained by hydrodistillation of the plant Eucalyptus globulus camendulensis is 0.65% and

laurus nobilis 0.58%.

were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The phytochemical

screening identified

The capacity of the essential oils inhibited microorganisms was tested on 4 bacterial strains.

The antibacterial activity was variable depending on the nature of the strain and essential oils

with a predominance in the bay which obtained the best results.

Its antioxidant capacity was evaluated by DPPH tests. The effective concentartion that causes

a loss of 50% of DPPH activity (EC50) is 257,788 μg/ml the Eucalyptus globulus and 66.884

μg/ml the laurier nobilis. In this study we found that the essential oil of Lippia citriodora had

considerable antioxidant activity.

This study aims to determine the biological activity of two spontaneous plants, laurier and

eucalyptus on the insect pest of weat postharvest Tribolium castaneum ( Herbst) by assessing

the mortality, LD50 and LD90. The results show that essential oils of both plants studied have

and insecticidal effect and that obtenuées mortality varies according to the doses the

observation time and the organs of plant.

Biological properties observed are related to the complexity of the chemical

composition and the synergy between them.

Key words: essential oils, Eucalyptus globulus , Laurus nobilis, GC/MS, antimicrobial
activity, antioxidant activity,anti-insect activity



الملخص 

ط البیولوجي لزیوت العطریة المستخلصة من تھدف دراستنا إلى التعرف على الخصائص ا الفیزیویكمیائیة والنشا

Eucalyptus globulus et laurier nobilisتنمو بمنطقة  العطاف ولایة عین الدفلى .  نبتتي 

كانالعملیة حیث ان مردود ھذه التقطیر المائي   تم تحلیلھا الكیمیائي بواسطةعلى البخاربطریقة التدریب 

0.56% d’Eucalyptus globulus و 0.58% de laurus  nobilis

سمح بفصل ( ) مكونا لزیت.الفحص بقیس الطیف الكتليالمقترنكذلك تم تحلیلھا من قبل الكروماتوغرافي الغازي

اوضح تباین في النتائج حسب طبیعة البكتیریا كما سلالة  بكتیریة4المجھریة تم اختباره على النشاط المضاد للكائنات

الاكالیبتوس عبرت عنھ النتائج.                                                       لنبتةلك الزیت الطیار مع نشاط واضح اوكذ

50%ن التركیز الفعال الذي یتسبسب في فقدابتحدید , DPPH وقد تم تقیم قدرتھا المضادة للأكسدة عن طریق اختبار

66.884 μg/ml nobilis و لرند  globulus للأكالیبتوس  257, 788 μg/ml و ھ DPPH من نشاط

للأكسدة .  معتبر مضادى أن الزیوت الأساسیة قد قامت بنشاط خلال ھذه الدراسة وصلنا الومن 

و الرند عن طریق المعالجة بالاستنشاق على   لأكالیبتوسیتم دراسة مضادات الحشرات باستعمال الزیوت الاساسیة لنبتت

90%و50%وتقدیر التركیز والوقت اللازم من اجل قتل Tribolium castaneum (herbst) الحشرة المخربة للقمح

لھا تأثیر على الحشرات النبتات على حد سواء درس لھذهھرت النتائج أن الزیوت الأساسیة وأظمن فصیلة ھذه الحشرة

.حسب الجرعات, الوقت و أعضاء النباتویتفاوت معدل الوفیات

ت العطریة  . ولزیھذا العمل  ترجع إلى مدى تعقید التركیب الكیمیائيالخصائص البیولوجیة المختلفة الملاحظة  خلال  ,

,              للبكتیریاالنشاط المضاد Laurus nobilis ,Eucalyptus globulus الزیوت العطریة , كلمات البحث:

.                                                                             للحشراتالنشاط المضادللأكسدة النشاط المضاد



Liste des abréviations :

Abs : Absorbance.

AFNOR : l’Association Française de Normalisation.

ARP : puissance anti radicalaire.

CPG/SM : chromatographie phase gazeuse couplée avec spectrométrie de masse.

CM : carrée moyenne.

DMSO : diméthylesulfoxyde.

DPPH :(2, 2 diphényle- 1- picryl hyduazul).

DL50 : dose létal pour tuer 50% populations.

DL90 : dose létal pour tuer 90% populations.

D1, D2, D3, D4 : Doses de traitement.

EC50 : la concentration effectrice d’échantillon pour réduire 50℅ de DPPH.

IA : L’indice d’Acide.

IS : L’Indice de Saponification.

IR : l’indice de réfraction.

IS : l’indice de saponification

I : Intensité.

I% : pourcentage d`inhibition.

H(%) : Taux d'humidité exprimé en pourcentage

H.E : l’huile essentielle.

MHE: masse de l’huile essentielle en g.

MmV: messe initiale de matière végétale en g.

OILB : l’organisation internationale de lutte biologique.

Probité : Modèle employé en  droit de régression.

R% : Rendement en pourcentage %.

R : répétition

TR : Temps de rétention.

T : Témoin.

μ l : microlitre

x max : longueur d’onde de maximum d’absorption
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Introduction générale

Les  plantes aromatiques et médicinales  représentent une source inépuisable de

remèdes traditionnels et efficaces  grâce aux principes actifs qu’elles contiennent :

Alcaloïdes, flavonoïdes, hétérosides, saponosides, quinones, vitamines,…et huiles

essentielles [1].

La plupart de ces plantes sont bien connues et traditionnellement utilisées dans le monde

entier. en  effet, les huiles essentielles , principes actifs issus du métabolisme secondaire

des plantes médicinales, ont été utilisées depuis l’antiquité et sont largement employées de

nos jours, pour leur propriétés biologique (antimicrobienne, antioxydant, analgésique, anti-

inflammatoire, anti-cancérigène, antiparasitaire, anti-insecticide), [2] ;[3]… et leurs

applications dans de  multiples et diverses industries :alimentation ,cosmétique, parfumerie

et pharmacie [4] ;[5] .

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avère indispensable pour

lutter contre les phénomènes d’oxydations et de la résistance microbienne. Dans ce but

l’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de

nouvelles substances à caractère antimicrobien et antioxydant [6].

Parmi les plantes aromatiques, Eucalyptus globulus et laurier nobilis ont plusieurs

utilisations (culinaire, pharmaceutique, etc.). Une recherche dans la littérature scientifique

indique qu’il y a peu de rapports d’études sur les caractérisations physico-chimiques et  les

propriétés biologiques de l'huile essentielle.

Extraite Eucalyptus globules et laurier nobilis. Dans ce contexte, cette étude a été menée

pour évaluer les activités antioxydant, antimicrobienne  et anti insecticide de l'huile

essentielle extraites des plantes étudiées en vue de la proposer comme conservateur dans

l’industrie agroalimentaire.

L’objectif pour suivi est de réaliser une étude comparative de L’HE des feuilles et les tiges

de Eucalyptus globulus et laurier nobilis  extrait par HD(hydro-distillation) ,en termes de

cinétique d’extraction, de rendement ,de propriétés physico-chimiques, et d’activités

antimicrobienne ,antioxydante et insecticide.

Notre travail est réparti en deux parties :
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 La première partie est relative à l’étude bibliographique des plantes ; des huiles

essentielles et l’insecte.

 La deuxième partie représente la partie expérimentale où nous présenterons les

techniques utilisées :

- Extraction des huiles essentielles des Eucalyptus globulus et laurier nobilis par

l’hydrodistillation.

- Détermination de quelques caractéristiques physico-chimiques, organoleptiques des

huiles essentielles.

- Le deuxième axe consiste à déterminer l’effet : antibactérien, antioxydant et  insecticide

des huiles essentielles.

Enfin les résultats obtenus des caractéristiques physico chimiques des huiles essentielles et

leurs activités antibactériennes, antioxydants et  anti-insecticide sont interprétés à la

lumière de la littérature. Le travail est clôturé par une conclusion et des perspectives.



Chapitre I
Généralités sur l’huile

essentielle
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I.1. Définition d’huiles essentielles

Le nom « huile essentielle » a été conçu empiriquement. Le terme « huile » souligne le

caractère visqueux et hydrophobe de ces substances. Cependant, le terme « essentielle » fait

référence au parfum, à l’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante [7], [8].

Les huiles essentielles sont des substances huileuses mais sans corps gras , souvent

liquides, volatiles, d’odeur et de saveur généralement forte et souvent colorées .Elles sont

extraites à partir des  différentes parties de certaines plantes  aromatique par les méthodes de

distillation ou par d’autres méthodes[9],[10],[11].

I.2.Critères de détermination la qualité des huiles essentielles

A rapporté que les critères définissent la qualité des huiles dépendent de plusieurs facteurs

pouvant être résumés comme suit :

 La sélection de plante qui  est tributaire du genre et de l’espèce botanique.

 La chémotype (chimio type) représentant  les différents panels de molécules chimiques

que des plantes  de la même espèce peuvent produire si elles sont placées dans des conditions

de culture différentes, le chémotype  dépend de l’ensoleillement, de la température, de

l’humidité, de la nature du sol, de la pression atmosphérique et  de la photopériode.

 La partie de la plante considérée pour l’extraction  est déterminante pour la qualité de

l’huile. En effet, les différentes parties d’une plante ne possèdent 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 l’extraction de l’HE.

 La période de récolte : la récolte doit se faire au moment où  les  principes actifs les

plus intéressants produits par la plante sont à leur concentration maximale.

 La conservation l’HE : elle doit se faire dans des flacons en verre opaque hermétique,

dans  un endroit frais, à l’abri de la lumière et de la chaleur pour éviter leur oxydation et la

polymérisation de leurs composants [12].
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I. 3. Localisation et rôle des huiles essentielles chez végétaux

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de l’ordre de 1% [13]

Les huiles  essentielles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs .Elle peuvent

être stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles,  les rhizomes, les fruits,

les écorces et les graines [14].

Les plantes aromatiques produisent des huiles essentielles en tant que métabolites

secondaires, mais leur rôle exact dans les processus de la vie de la plante reste inconnu [15].

Certains auteurs pensent que la plante utilise l’huile pour repousser ou attirer les

insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considèrent l’huile

comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent l’humidité des

plantes dans les climats désertiques [16].

Certaines huiles essentielles servent à la défense des plantes contre les herbivores, insectes et

micro-organismes [17].

I.4.Composition chimique des huiles essentielles

La  composition chimique des essences est complexe et peut varier selon l’organe, les

facteurs  climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction [18].

Les H.E sont un mélange  de constituant qui appartiennent à trois catégories de

composée terpéniques, aromatique et diverse [19].

a) Les composés terpéniques

Les terpènes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs

unités isoprèniques. Ce sont des polymères de l’isoprène de formule brute(C5H8) n [19].

Figure I.1 : Structure chimique d'isoprène (C5H8) n [20]
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Suivant les valeurs de n, on a les hémiterpènes (n=1), les monoterpènes  (n=2) ; Les

sesquiterpènes (n=3), les triterpènes  (n=6), les tétraerpènes (n=8) et  les polyterpènes.

Les constituant des huiles essentielles  sont très variés .On y trouve en plus de

cétones, des phénols, des oxydes et autres [21].

Figure I.2 : Structure Chimiques de quelques composés terpéniques [22].

b)Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins

fréquents dans les huiles essentielles. Très souvent, il s’agit d’allyle et propénylphénol. Ces

composés aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement

responsables des caractères organoleptiques des huiles  essentielles .Nous pouvons citer

exemple l’eugénol qui est responsable de l’odeur du clou du girofle [23]

Figure I.3 : Structure Chimique de quelques composés aromatiques [24].
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c) Les composés  d’origines  diverses

Selon le mode de récupération  utilise, les huiles essentielles peuvent renfermer

divers composées  aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors

de l'hydrodistillation, carbure (linéaire et ramifiés, saturée ou non), acide (C3 à C10),

alcools, aldéhydes, esters acyclique et lactone [25].

I.5. Facteurs influençant la composition chimique

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant

diverses conditions: l’environnement, le génotype, l’origine géographique, la période de

récolte, le séchage, le lieu de séchage, la température et la durée de séchage, les parasites, les

virus et les mauvaises herbes[26];[27];[28].

I.6.Propriétés physico-chimique des huiles essentielles

a) Propriétés physiques

Les huiles essentielles  forment un groupe homogène des propriétés physiques que nous

résumeront en :

 Liquides à température ambiante. A base température certaines H.E se solidifient.

 De consistance huileuse mais non grasse.

 Volatiles (contrairement aux huiles fixes et odorantes). Leur volatilité augmente avec

La chaleur.

 Densité inférieure à celle de l’eau sauf celle de cannelles, sassafras, girofle.

 Rarement colorées.

 Solubles dans l’alcool jusqu'à concurrence de 5℅, les solvants organique apolaires, les

corps gras.

 Insoluble dans l’eau [29]

b) Propriétés chimiques

On déterminer essentiellement l’indice d’acide, d’ester, de carbonyle (aldéhyde) , ainsi

que le dosage de quelque majoritaires de huiles essentielles , ajouter à ces caractéristiques ,

l’examen olfactif  qui est très important.

Néanmoins la détermination de ces indices physico-chimique est généralement

insuffisante pour une étude analytique approfondie des huiles essentielles pour cela, le recours
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aux techniques plus puissantes et fréquentes telle la chromatographie en phase gazeuse et

liquide, la résonance magnétique nucléaire et des couplages du genre C.G/S.M semblent être

nécessaire [30].

II.7. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles doivent être conservées correctement pour préserver leur

qualité. Avec le temps, elles s’oxydent, ce phénomène étant amplifié par la chaleur, l’air, la

lumière…etc., Il faut les conserver dans un endroit frais, à l’abri de la lumière, dans du verre

brun ou de l’aluminium vitrifié. Une essence bien distillée se conserve trois ans au moins

[31].

I.8. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en œuvre pour l’extraction des essences végétales,

cette diversité est due à la variété des matières et à la sensibilité considérable de leurs certains

constituants. Le choix de méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la

matière végétale à traiter, des caractéristiques physico-chimiques de l'essence à extraire et de

l'usage de l'extrait.

Les principales méthodes d’extraction sont :

 Hydro-distillation

 L’Entraînement à la vapeur d'eau

 L'hydro-diffusion

 L'expression à froid

 Extraction par solvants

 Extraction par les fluides supercritiques

 Extraction par micro- ondes

 Extraction par Macération (enfleurage à chaud)

 Extraction par Enfleurage

Quel que soit le type d’extraction utilisé, Les étapes de l’extraction des huiles

essentielles d’origine végétale restent identiques. Il est nécessaire dans un premier temps

d’extraire de la matière végétale les molécules aromatiques constituant l’huile essentielle, puis

dans un second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation comme cela est

illustré dans la figure. Figure (I. 4) [32].
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Figure I.4 : Les étapes de l’obtention d’une huile essentielle [33].

a) Extraction par Distillation

Selon [34], il existe trois différents procédés utilisant le principe de la distillation :

L’Hydrodistillation, l’Hydrodiffusion et distillation par entrainement à la vapeur d’eau.

a.1) L’Hydrodistillation (water distillation)

Il s’agit de la méthode la plus simple, et de ce fait la plus anciennement utilisée, la

matière végétale est immergée  directement  dans un alambic rempli d’eau. Placé sur une

source de chaleur. Le tout est ensuite porté à l’ébullition, Les vapeurs sont condensées dans

un réfrigérant et l’HE se sépare de l’hydrolysat par simple différence de densité, l’HE étant

plus légère que l’eau, elle surnage au-dessus de l’hydrolysat [32]

a.2) Hydrodiffusion

Cette technique est  relativement  récente.  Elle consiste à faire passer du haut vers le

bas, et à pression réduite la vapeur  d’eau  au travers la matière végétale. L’avantage de cette

méthode est d’être plus rapide donc moins de dommageable pour les composée volatiles[35].
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a.3) Extraction par entrainement à la vapeur d’eau

C’est la méthode la plus utilisée pour l’obtention des composés d’arôme du fait qu’elle

produit des substances volatiles facilement analysables par chromatographie en phase gazeuse

et exigeant une technologie relativement simple, donc un cout plus bas ainsi qu’une

reproductibilité facilement contrôlable [36].Le procédé d’entrainement à la vapeur d’eau est

basé sur le fait que la plupart des composés odorants contenus dans les végétaux sont

susceptibles d’être entrainés pas des aérosols de vapeur d’eau. La matière végétale est placée

dans un ballon, traversée par un courant de vapeur d’eau ; les principes volatils ; solubles dans

l’eau, sont entrainés et après condensés puis séparés d u distillat par capillation[37].

Figure  I.5 : Entraînement à la vapeur d’eau ascendante et des cendante [38].

b) Extraction par  Expression à froid

Cette technique d'extraction est utilisée pour obtenir des essences d'agrumes contenues

dans les zestes. Autrefois, on frottait le fruit manuellement sur les parois garnies de picots

d'une écuelle de bois. L'huile ainsi exprimée était recueillie à l'aide d'une éponge. Elle était

ensuite soigneusement filtrée. De nos jours, les fruits sont pressés à froid. Ensuite, par

centrifugation, on sépare l'huile essentielle du jus de fruit. Cette technique permet d'extraire à

faible coût des essences de bonne qualité [39], [40].
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c) Extraction assistée par micro-ondes

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes

dans une enceinte dont la pression est réduite de façon séquentielle. L’huile essentielle est

entrainée dans le mélange isotropique formé avec la vapeur d’eau propre à la plante traitée

(sans ajout d’eau pour les produits traités en frais). Très rapide et peu consommateur

d’énergie, le procédé livre un produit qui, le plus souvent, est de qualité supérieure à celle du

produit d’hydrodistillation traditionnelle (temps de travail divisé par 5 à 10 et température

plus basse) [40].De façon caractéristique, les micro-ondes génèrent un chauffage rapide et

intense des substances polaires avec une réduction importante dans le temps de réaction, et

dans la plupart des cas des rendements élevés [41].

Figure I.6 : Extraction par micro-ondes plus L’hydrodistillation traditionnelle [42] ;[43].

d)Extraction par Enfleurage

Cette méthode n’est  presque plus utilisée car elle est très couteuse. Cette technique

permettait de traiter des fleurs fragiles (comme le jasmin) qui conservaient leur odeur après la

cueillette mais qui ne supportaient pas la chaleur. Après avoir été soigneusement triées, les

fleurs étaient piquées délicatement dans la graisse. Après un certain temps, l’huile essentielle

passe des fleurs à la graisse et devient plus facile à récupérer, en lui ajoutant l’alcool, qui sert

de vecteur à l’huile essentielle. Finalement, par simple évaporation de l’alcool, on récupère

l’huile essentielle seule [39] ;[40].
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e) Extraction par Macération (enfleurage à chaud)

A l’inverse de l’enfleurage où l’extraction s’effectuait à température ambiante, la

macération utilise les mêmes graisses mais à chaud ; ce qui a pour effet d’augmenter leur

pouvoir absorbant. L’extraction est réalisée par immersion des fleurs fraichement cueillies et

constamment renouvelées dans un bac de graisse chaude (50-70 °C) jusqu’à atteindre la

saturation. Un épuisement à l’alcool absolu est généralement appliqué sur cette graisse [44].

f) Extraction par solvant volatil

L'extraction se fait à l'aide de solvants organiques volatils dans des appareils appelés

extracteur de Soxhlet. En apparence, la division de la matière à extraire facilite le contact avec

le solvant (en agrandissant la surface d’échange), permet d’augmenter la charge de

l’extracteur et aussi de réduire le rapport du solvant à la charge. Toutefois le tassement

entrave la circulation du solvant et l’homogénéisation des solutions ; il faut donc éviter de

tasser ou de trop charger l’extracteur (figure I.7).

Figure I.7 : Les différents types d’extraction par solvants volatils[45].

L’extraction s’effectue en plusieurs étapes, on lave la matière avec le solvant deux à

trois fois. Il semble que la presque totalité des produits odorants passe en solution dès la

première extraction. Mais, étant donné que la matière traitée retient une forte proportion de la

solution, il est nécessaire de pratiquer des dilutions successives avec de nouvelles charges de

solvant (lavages). La matière épuisée retient une proportion importante de solvant. Avec la

charge normale de fleurs d’un extracteur statique de mille litres, la quantité varie entre 150 et
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180 litres. Il faut donc concentrer la solution en évaporant le solvant qui est recyclé pour

d'autres lavages. La récupération du solvant atteint couramment 94 à 96 % de la quantité

retenue. La charge de l’extracteur est désolvatée à la vapeur d’eau, puis elle peut être utilisée

dans les champs (compostage) [46].

g) Extraction par dioxyde de carbone CO2supercritique

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé: il s’agit du CO2 en phase

supercritique. À l’état supercritique, le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confère un

excellent pouvoir d’extraction, modulable à volonté en jouant sur la température de mise en

œuvre. Les fluides supercritiques comme le CO2 sont de bons solvants à l'état supercritique, et

de mauvais solvants à l'état gazeux.

Cette technique est basée sur le fait que certains gaz, notamment le dioxyde de

carbone, dans des conditions de pression dites critiques ou supercritiques présentent un

pouvoir de dissolution accru vis-à-vis de divers composés tels que les huiles essentielles, les

aromes, les colorants naturels etc……… [46].

I.9 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent être utilisés sans risque.

Certaines huiles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur

pouvoir irritant (les huiles riches en Thymol, ou en carvacrol), allergène (huiles riches en

cinnamaldhyde ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacourmarines). Il existe

quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables d’induire la formation de

cancer, c’est le cas par exemple de dérivés d’allydenzene ou de propenylbenzene comme le

safrol, l’estragol, des chercheur ont mis en évidence l’activité hypatocarcinogénique de ces

composés chez les rongeurs [47].

I.10 Les activités biologique d’huiles essentielles

Activités biologique d’une huile essentielle est à mettre en relation avec sa

composition chimique et les possibles effets synergique entre ses composants. Sa valeur

tienne à  son intégralité de ses composants et non seulement à ses composés majoritaires.

Les composés chimiques de plus grande efficacité et à plus large spectre sont les phénols, les

Alcools, les aldéhydes, les cétones et plus rarement les terpènes [48].
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a) Activités antioxydant

Le pouvoir antioxydant de ces HE est développé comme substitut dans la conservation

alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les poly phénols qui sont responsables de ce

pouvoir [49].

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empêcher

l'oxydation des substrats biologiques [50]. Ce sont des composés capables de minimiser

efficacement les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés

sensorielle et nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et

d’augmenter la durée de conservation du produit. L’activité antioxydant peut être primaire ou

préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont capables de donner des

électrons à l’oxygène radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empêchant ainsi la destruction

des structures biologiques. Ils peuvent agir comme agents réducteurs capables de passer leurs

électrons aux Réactifs oxygènes espèces (ROS) et les éliminer [51].

En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder

l’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliques ou la

réduction d’oxygène..etc [52].

(Pièce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers…) contribuent à

préserver l’aliment des phénomènes d’oxydation [53].

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que

les antioxydants synthétiques [54]. Les effets antioxydants d'huiles essentielles et d'extraits

des plantes sont dus principalement à la présence des groupes d'hydroxyle dans leur structure

chimique [55].

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la

conservation alimentaire. Des études de l’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en

Sciences Appliquées à l’Alimentation (RESALA) de l’INRS-IAF, ont montré que

l’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées,

légumes hachés, purées de fruit, yaourts…) où l’application par vaporisation en surface de

l’aliment (Pièce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers…) contribuent à

préserver l’aliment des phénomènes d’oxydation [53].

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que les

antioxydants synthétiques [54]. Les effets antioxydants d'huiles essentielles et d'extraits des

plantes sont dus principalement à la présence des groupes d'hydroxyle dans leur structure

chimique [55].
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b) Activités antibactérienne

Les molécules aromatiques possédant l’activité antibactérienne la plus importante sont

les Phénols, les terpènes ou terpénoïdes ont aussi des effets contre les bactéries et différents

autres germes cousant des problèmes dans le domaine médicale et agroalimentaire. Cependant

le mécanisme de l’action de ces terpènes n’est pas entièrement compris et qu’il peut être s’agit

de la rupture de la membrane par les composés lipophiles [56].

D’une manière générale, l’action des huiles essentielles se déroule en trois phases :

 Attaque de la paroi bactérienne par l’huile essentielle, provoquant une augmentation

de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

 Acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de l’énergie cellulaire

et la synthèse des composants de structure;

 Destruction du matériel génétique, conduisant à la mort de la bactérie.

Figure I.8 : Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne [57].
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C) Activités Antiseptiques

Les propriétés antiseptiques et désinfectantes sont souvent retrouvées dans les huiles

essentielles possédant des fonctions aldéhydes ou des terpènes comme l’huile essentielle

d’origan, de thym, et de menthe…..etc

C1) Activités insecticide

Les huiles essentielles des plantes font partie ces dernières années des voies les plus

explorées dans la régulation des ravageurs. Leur application dans la protection des stocks a

fait l’objet de nombreux travaux. Leur toxicité s’exprime de différentes manières : activités

ovocide, larvicide et anti nutritionnelle[58].L’évaluation scientifique des effets insecticides

des huiles essentielles des feuilles sèches vis-à-vis des insectes a montré qu’elles ont un large

spectre d’action contre les insectes, les nématodes les champignons et les

virus[59] .D’après[60], l’effet insecticide des huiles essentielles par contact, par ingestion et

par fumigation a été bien démontré contre les déprédateurs des denrées entreposée.
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Les plantes aromatique et médicinale peuvent être utilisées dans différents domaines

(pharmacie, parfumerie, cosmétique et agroalimentaire) pour leur propriétés thérapeutique,

organoleptique et odorantes ou encore pouvant être utilisées comme source d’isolats pour  les

hémi synthèses .Ces plantes aromatique sont, donc, à l’origine des produits à forte valeur

ajoutée (huiles essentielles, extraits, résines ……etc ) qui se présentent presque toujours

comme des mélanges complexes dont il convient  d’analyser la composition avant leur

éventuelle valorisation [61].L’eucalyptus et laurier comme sont toutes sont toutes les plantes

qui auraient une activité pharmacologique pouvant conduire à des employas thérapeutiques,

cela grâce à la présence  d’un certain nombre de substance actives dont la plus part agissent

sur l’organisme humain.

II.1. Description Botanique de’ Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus est une  arbre aromatique de 30 a100m de haut et plus de 1.5m de

diamètre [62], les feuilles  jeunes sont opposées, ovales, luisantes et pendantes sur les jeunes

rameaux [63]. Les feuilles adultes sont alternes, falciformes, épaisses et coriaces, lancéolées

et aigues, de couleur vert foncé [64].les boutons floraux sont blancs.

Il s’épanouissant on printemp et possèdent un calice, en forme de pyramide

quadrangulaire, coiffé par un couvercle formé par la corolle qui se soulève à la floraison,

laissant apparaitre plusieurs étamines qui se détachent à maturité [65].

Les fleurs sont blanches solitaires ou groupées par 2 où 3 [66]. Elles possèdent 4

sépales rugueux et cireux, soudés en urne [67]. Les fleurs sont bisexuées et régulières. Le fruit

est une capsule loculicide  et anguleuse renferment plusieurs graines [66]. Les graines sont

exalbuminées à ovules anatropes Figure II [66].
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Figure II.1 : Eucalyptus globulus (photo original).

II.2. Origine et distribution l’Eucalyptus

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines espèces peuvent atteindre 100

mètres de hauteur, poussant principalement ,en Australie, en Amérique tropicale, région

méditerranéenne, l'Afrique subsaharienne, Madagascar, tropicales et tempérées d'Asie, et les

îles du Pacifique, notamment de la province de Tasmanie ; l'Eucalyptus fut rapidement planté

dans les régions subtropicales de l'Asie et du bassin méditerranéen. Possédant une

exceptionnelle capacité d'absorber l'eau du sol sur lequel il croît, l'Eucalyptus assèche

rapidement les marais qu'il colonise. Il élimine ainsi les milieux de reproduction des insectes

qui transmettent la malaria, d'où le nom d'« arbre à la fièvre » ou Australien fevertree [68].
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II.3. Classification botanique

Ce classement se réfère à la classification botanique antérieure [69], il est regroupé

dans le (tableau II.1)

Tableau II.1 : Classification botanique de1 Eucalyptus globulus [69].

II.4. Composition chimique

Les Principaux composants chimiques des genres l’Eucalyptus c’est [70] :

 Huile essentielle (Oxydes terpéniques : 1,8-cinéole; monoterpènes : alpha-pinène,

limonène, gamma-terpinène, paracymène ; Sesquiterpènes : aromadendrène ; Sesquiterpénols

: globulol, lédol)

 Flavonoïdes (des hétérosides de flavones avec les aglycones suivants : quercétine,

myricétine, kaempférol et rutine).

 Tanins.

II.5. Usage traditionnel

L’organisation mondiale de la santé (OMS) reconnaît l’usage traditionnel des feuilles

d’Eucalyptus, pour soulager la fièvre et les symptômes de l’asthme,

Pour traiter l’inflammation des voies respiratoires, de la gorge ou des muqueuses de la bouche

(voie interne) ainsi que pour soulager les douleurs rhumatismales (voie externe) [71].

Des essais sur des souris ont cependant permis d'observer que l'Eucalyptus exerce une

activité antidouleur [71,72]. On pense généralement que cette activité serait attribuable aux

propriétés antioxydants de la plante [73].

Règne Plant

Sous Règne Tracheobointa

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous –Classe Rosidae

Ordre Mytales

Familles Mytacées

Genre Eucalyptus

Espèces Globulus.
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II.6. Description Botanique Laurier ( Laurus Nobilis L)

Laurier (Laurus NobilisL) leur nom latin, d’origine ce qui veut dire « toujours vert »

allusion au feuillage persistant de la plante [74].

Laurus nobilis L, c’est une arbre ou arbuste aromatique de 2 à 10m de haut. Ses

feuilles ecfntières, de 8 à 16 cm de long, sont alternés, coriaces, légèrement ondulées sur les

bords, persistantes vert foncé et glacés sur leur face supérieure et plus pale en dessous.

Les fleurs sont jaunes, dioïques (petites fleurs mâles et femelles sur des pieds séparés),

groupées par 4 à 5 en petites ombelles, apparaissent en Mars-Avril. Le fruit est une baie noire,

ovoïde de 10 à 15 mm de longueur rassemblant par sa forme et ses dimensions à une petite

olive.

Figure II.2 : Laurus nobilis L. (photo original).

II.7.Origine et distribution de la plante

Laurus nobilis L’originaire du bassin méditerranéen, pousse dans les lieux humides et

ombragés, mais également dans les jardins, où elle est cultivée comme condiment [75].

Actuellement, la plante est largement cultivée dans beaucoup de pays comme plante

ornementale et pour la production commerciale tels que la Turquie, l’Algérie, la France, la

Grèce, le Maroc, l’Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux [76,77].
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II.8 Classification botanique

Ce classement se réfère à la classification botanique antérieure, il est regroupé dans le

tableau I.2.

Tableau II .2 : Classification botanique de Laurus nobilis L [78].

Règne Plantes

Sous règne Plantes vasculaires

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauraceae

Genre Laurus

Espèce Laurusnobilis L

II.9.Composition chimique

Les feuilles du Laurus nobilis renferment plusieurs substances actives dont les huiles

essentielles.

Cette dernière représente 1 à 3% du poids sec, elle contient 30 à 70% de 1-8Cinéol

(eucalyptol), ainsi que plusieurs composés terpéniques : linalol (8 à 16%), sabinène, géraniol,

eugénol 3%, pinène et terpinène[25]

Entre autres, on retrouve dans les feuilles également des alcaloîdesaporphiniques,

comme la cryptodorine ou l'actinodaphnine[79], des flavonoïdes polaires

(dérivéesglycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatre dérivés

acylés de kaempferol) [80;79] et sesquiterpènes lactones. Les feuilles peuvent aussi contenir

des tanins.

II.10. Usage traditionnel de laurier noble

Laurus nobilis est l’une des populaires aromatiques utilisées dans le monde entier,

elles sont généralement utilisées comme épice et aromatisant en culinaire et en industrie

alimentaire ainsi que comme remède important en médecine traditionnelle [78].
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Les feuilles sont traditionnellement utilisées dans le traitement symptomatique de

troubles digestifs, aussi comme agent antirhumatismale, antiseptique et carminatif [81 ; 82].

Bar la et al, ont dit que les fruits, les fleurs et les feuilles de Laurier peuvent être utilisé

comme antimutagène et anticancéreuse [76].

L’huile essentielle obtenue des feuilles de cette plante a été employée pour le
soulagement d’hémorroïdes et des douleurs rhumatismales [82]. En outre, l’huile essentielle
est employée par l’industrie cosmétique en parfumerie et dans la fabrication des savons. Elle
se compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les insectes gênants [83].
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Les insectes peuvent causer des pertes importantes en réduisant la qualité et la

quantité des produits stocke. D’après l’organisation des nations unies pour l’alimentation et

l’agriculture (FAO), les pertes dues aux insectes nuisibles correspondent à 35% de la

production agricole mondiale. L’insecte est considère comme un ravageur secondaire strict

[84].

III.1.Description de l’adulte de Triboliumcastaneum (Herbst)

Triboluim castaneum est un insecte cosmopolite, qui affectionne les farines dans

lesquelles il creuse des galeries .Il leurs communique une teinte brunâtre et une odeur âcre

et rend la panification difficile .sur les graines d’arachide, il provoque  un accroissement

notable de la teneur en acide  gras libre dans l’huile qui en est extraite et s’attaque au riz,

blé, son et farine de riz et de blé, maïs, poivre ,gingembre, etc. Triboluim castaneum  ou

triboluim rouge de la farine est un petit coléoptère appartenant à la famille des

Tenebrionidae[85].

L’adulte mesure de 3 à 4 mm, de couleur uniformément brun rougeâtre. Il est étroit,

allongé, à bord parallèles, à pronotum presque aussi large que les élytres et non rebordé

antérieurement Contrairement à Tribolium castaneum confus mou le chaperon ne

dépasse pas l’œil  latéralement [86]. La larve mesure 6 mm, environ 8 fois plus longue que

large, d’un jaune très pale à maturité, avec latéralement quelques courtes soies jaunes. La

capsule céphalique et la face dorsale sont légèrement rougeâtres [87].

Tableau III.1 : Classification classique Triboluim castaneum (Herbst) [85]

Régne Animalia

Embranchement Animalia

Classe Insecta

Ordre Coleoptera

Famille tenebrionide

Genre tribolium

Espèce Triboliumcastaneum(Herbst
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Figure III .1 : Adulte de Tribolium castaneum (Triboluim rouge    de la farine) [85].

III.2.Origine et répartition.

Le triboluim est d’origine Indo-Australienne [88] et est trouvé dans des secteurs

tempérés. Mais survivra l’hiver dans les endroits protégés, particulièrement où il y a de la

chaleur centrale [89].

III.3. Régime alimentaire

Le triboluim recherche surtout les denrées amylacées pulvérulentes comme la farine

[90].Les adultes sécrète une substance nauséabonde, riche en quinones qui communique au

lot infesté une odeur particulièrement désagréable. Ils sont très polyphages. Ce sont des clé

throphages secondaires .les  larve et l’adulte se nourrissent surtout de brisures .Elles

s’attaquent aux grains endommagées et escortent souvent les charançons ou parachèvent

leurs dégâts [91].

III.4.Cycle de vie de Triboliuim castaneum

a) L’œuf

De forme  ovoïde et uniforme, les œufs mesurent environ 0.6mm de longueur. Ils

sont de couleur blanche au moment de la ponte et recouvertes par une graisse visqueuse

qui leur  permet de se coller aux particules de nourritures et d’autres débris [92].

b) larve

Dès l’éclosion les larves commencent à se nourrir. On observe de 5 à 8 stades

larvaires  dans les conditions  optimales  de développement ; jusqu’à même 13 lorsque les
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conditions sont défavorables.la larve est environ huit fois plus longue que large d’un jaune

très pale et maturé avec latéralement quelques courtes soies jaunes [93].

C’est le seul stade de croissance. La larve consomme plusieurs fois son propre

poids de nourriture et comme son tégument est rigide, elle doit muer périodiquement  pour

grossir, la découverte d’exuvies  dans les céréales, les oléagineux et leurs produits

indiquent   que des insectes sont ou étaient.

a) La nymphe

C’est l’état évolutif  entre l’état larvaire et adulte. C’est le stade de la vie de

Triboliuim castaneum moules caractères secondaires sexuels permettent des distinguer le

sexe mâle de la femelle [94], L’état nymphal se considère à partir du jour où l’insecte est

immobile et ne s’alimente pas.

b)L’adulte

De couleur brune rougeâtre, il est distingué par divers  caractères notamment les

trois derniers articles nettement plus gros que les précédents, formant une mesure

distincte ; absence de crête au –dessus de l’œil et les yeux ovales plus petits [93].Le

Tribolium castaneum (Herbest). Ou Tribolium rouge de la farine est un insecte de 3 à 4

mm de long [97].

Figure III.2 : Cycle de vie de Tribolium castaneum [85].
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La larve et l’adulte attaquent les grains endommages (de préférence le germe).ils

escortent souvent les charançons dont ils parachèvent les dégâts ils souillent les farines par

leurs excréments et les dépouilles des mues larvaires. La farine devine alors brune et a une

odeur désagréable qui peut persister dans les produits transformés. [100].

III .5. Méthode de lutte les insectes

III.5.1. La lutte préventive

La  préventive contre les ravageurs des denrées stockées repose sur un ensemble de

mesures hygiéniques et chimiques.

Toutefois, les méthodes de lutte physique et chimique ont acquis au cour de la

dernière décennie une importance accrue [101].

III .5.2. Lutte curative

Les différents moyens de la lutte préventive sont obligatoires mais ils restent

insuffisants. Dans ce cas le recours aux procèdes curatifs est indispensable.

Ces procèdes interviennent directement contre les insectes en place. Parmi les

moyen utilises on cite la lutte physique, la lutte chimique et la lutte biologique.

a) Lutte biologique

La lutte biologique  telle qu’elle a été définie en 1971 par l’organisation internationale

de lutte biologique (OILB) peut être considérée, dans son le plus strict, comme l’utilisation

d’organismes vivants ou leurs produits pour empêcher ou réduire les  pertes ou dommages

causés par des organismes nuisibles. Ce concept fait  également référence à toute

modification de l’énervement, dans le respect des règles écologiques de stabilité et

d’équilibre, qui conduisent au maintien des organismes miscible en dessous d’un seuil

économique. [101].

b) Lutte chimique

Lutte chimique apparait encore aujourd’hui comme le moyenne plus efficace par

l’agriculture, et plus rentable pour les industries phytosanitaires dans le contrôle des

organismes nuisibles.
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D’une manier général ; les produits chimique de lutte contre les insectes peuvent se

classe en deux grands groupes. On désigne d’une part ceux à action immédiate, d’autre part

ceux qui persistent sur la denrée et agissent au cours d’une période plus ou moins

prolongée. La première classe regroupe les fumigeant et la second les insecticides de

contact.

c) Lutte  physique

c.1) La chaleur

En règle générale, les températures à 40C°entrainent à brève échéance la mort de la

plupart des ravageurs des denrées stockées ,Théoriquement , c’est le moyen le plus sur et le

plus hygiénique pour lutter contre les insectes des denrées, à condition de respecter

quelques principes simples : le choc thermique doit se faire le plus rapidement possible

avec une température égale à 60 C° pendante 10 minutes et être suivi impérativement d’un

refroidissement jusqu’à la température normale  de conservation .[101]

Cette technique est inapplicable au niveau des semences du fait qu’il met en danger

leur capacité germinative.

d)Le froid

Les basses températures ont pour effet de ralentir dans un premier temps l’activité

alimentaire et de réduire les mouvements d’insectes. Ce phénomène est suivi d’une

paralysie totale au niveau du développement, laquelle aboutit à la mort par refroidissement.

[89], notent qu’entre 12 C° et 15 C°, la plupart des insectes adultes des denrées entreposées

ne pondent plus.

Cette technique est aussi couteuse en énergie électrique. Elle exige des cellules bien

isolées et un puissant circuit de ventilation associe générateur d’air frais.

III.6. La relation entre  l’insecte et l’huile essentielle.

Les insecticides de synthèse sont actuellement les moyens utilisés pour protéger  les

grains stockés. Cependant, cette lutte chimique a été associée à des dangers, comme la

pollution de l’environnement, la toxicité humaine, le développement de la résistance aux

insecticides [102],[103] ,[104].
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Dans l’optique de réduire les pertes  post-récoltes, de préserver l’environnement et

d’épargner le consommateur des produits toxique, plusieurs travaux sont orientés à présent

vers la  mise au point d’insecticide à base des plantes .Il s’agit précisément des huiles

essentielles extraites de ces plantes qui peuvent être appliquées sur les ravageurs de blé

(Tribolium castaneum).[105], [106],[107] , [108], [109].

Il se dégage de ces travaux que les huiles essentielles sont efficaces sur de

nombreux insectes ravageurs des stocks [110]
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Notre travail a été effectué au sein du laboratoire de génie des procèdes et laboratoire

d’analyse à la faculté des sciences et technologie  de Université Djilali Bounaama de Khemis

Miliana.

L’objectif est l’extraction et caractérisation des huiles essentielles de deux plantes

aromatique « l’Eucalyptus et laurier »et le développement de nouveaux bio insecticides ainsi

que l’évaluation des activités biologiques notamment l’activité antibactérienne et antioxydant

Dans cette partie expérimentale nous avons présenté les deux axes de recherche ;

Le premier axe, est consacré à réaliser les étapes suivantes :

 L’extraction des huiles essentielles des espèces végétales.

 L’analyse organoleptique et physico-chimique des huiles essentielles extraites.

 Caractérisation des huiles essentielles par méthode chromatographique en phase gazeuse

couplée à une spectrométrie de masse (GC/MS).

Dans le deuxième axe :

 L’étude du pouvoir antibactérien des huiles essentielles.

 L’étude du pouvoir antioxydant des huiles essentielles par la méthode de DPPH

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil).

 L’étude de du pouvoir bio insecticide des huiles essentielles de deux plantes aromatiques

«« l’Eucalyptus (globulus) et laurier (laurus Nobilis L »sur le ravageur des céréales stockées

T.castaneum, par la détermination de la DL50-DL90, TL50-TL90, à l’aide du traitement par

d’inhalation.

IV.1. Préparation du matériel végétal

L’échantillonnage a été fait à la période de floraison, dans une région propre, loin de

tout impact de pollution. Les dates, (Tableau IV.1)

Après la récolte, les plantes ont été identifiées au laboratoire de recherche de génie des

procédés de l’université Khemis Miliana à l’aide de la flore d’Algérie de Quezel et Santa

(1962) [78].
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Tableau IV.1 : Origines et dates  de récolte des plantes.

Plantes Origine Date de récolte

Eucalyptus La zone d’Attaf 07/01/2018 à 15/04/2018

Laurier La zone d’Attaf 07/01/2018 à 15/04/2018

Figure IV.1 : Photographie de plantes étudiées.

IV.2 .Localisation de la zone étudiée

Les matières végétales utilisées pour l’extraction des huiles essentielles sont des

feuilles. Celle des Eucalyptus globulus et des laurier (laurus nobilis ) ont été prélevées dans la

wilaya Ain Defla ( municipalité  de Attaf ) au Nord d’Algérie (Figure IV.2 ).

Figure IV.2 : Localisation de la zone étudiée.
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Méthode de diffusion de disque Méthode de DPPH traitement d’inhalation.

Déterminer la Zone d’inhibition Déterminer EC Calcule DL -DLTL - TL .

Figure IV.3. Diagramme général de la procédure expérimentale.

IV.3. Extraction des huiles essentielles

La mise en œuvre de l’extraction des produits naturels en général, et des huiles

essentielles en particulier, est confrontée à un certain nombre de problèmes, qui sont le plus

souvent :

Extraction des

Huiles essentielles

Activités
biologiques

Plantes d’étudiés

Eucalyptus et Laurier

Test d’humidité

Identification des
composés par GC/MS

Analyse physico-
chimiques

pH Rendement
d’extraction

Indice
d’acides

Indice
d’ester

Indice de
réfraction

Indice de
saponification

Activité  antibactérienne Activité antioxydant Activité insecticides

Etude  la cinétique

Identification des
composés par UV/Vis
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 La faible teneur de l’huile essentielle dans la matière végétale.

 Les contraintes de récoltes saisonnières du matériel végétal qui posent le souci de son

stockage.

Afin d’étudier les paramètres physico-chimiques, les compositions chimiques et les

activités biologiques de nos huiles essentielles, nous avons choisi l’hydrodistillation comme

méthode d’extraction des huiles essentielles. C’est le procédé le plus simple et souvent utilisé.

L’extraction des huiles essentielles est effectuée par un appareil de type Clevenger. Il

est composé d’une chauffe ballon, un ballon de capacité de 1L où les échantillons sont

immergés avec l’eau pendant 3 heures, d’une colonne de condensation de la vapeur

(réfrigérant) et une ampoule à décanter qui reçoit les extraits de la distillation.

Les échantillons des huiles essentielles sont conservés à l’abri de l’air et de la lumière

dans des flacons opaque à une température de 4°C

Réfrégirant

Matiare vigitale

Chaufballon

Figure IV.4 : Montage d’extraction par hydrodistillation type (Clevenger)

IV.3.1Détermination du taux d’humidité du matériel végétal

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais. Les feuilles

récoltées d’Eucalyptus globules et de laurier ont été étalées en couche minces  sur le sol pour

le séchage à la température ambiante et à l’abri du soleil pendant 7 jours [111].% = [( − )/ ]× 100 IV.1



Chapitre IV Matériels et méthodes

32

Avec :

H(%) : Taux d'humidité exprimé en pourcentage.

m0 : Masse de l’échantillon prise en g.

m1 : Masse de l’échantillon après séchage en g.

IV.3.2 Détermination des rendements en huiles essentielles

L’extraction par hydro distillation des huiles essentielles de plantes étudiées a été

menée chaque jour, pour définir la valeur maximale du rendement en fonction du temps de

séchage et dans les mêmes conditions de travail. Le rendement est défini comme étant le

rapport entre la masse de l’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal utilisé

pour cent. Apres récupération des huiles essentielles, le rendement est calculé par la formule

suivante [112]. % = × 100 IV.2

Avec :

RHE: Rendement en huiles essentielles (en %) pour 50 g de la matière sèche

m : Masse d’huiles essentielles récupérées (g)

m0: Prise d’essai du matériel végétal (g).

IV.3.3 Etude de la cinétique d’extraction

La  cinétique est le suivi de  l’évolution  de la quantité d’huile essentielle extraite  par

hydrodistillation d’une masse de végétale en fonction du temps. Nous avons procédé  à

l’étude de la cinétique de rendement d’extraction des espèces végétales considérées.

Le système de « Clevenger » nous a permis d’effectuer des prélèvements horaires sur

les phases organiques toute en gardant la même charge végétale. Le premier prélèvement a été

effectué après 15 mn de la mise en marche du procède d’hydrodistillation, l’autre prélèvement

qui s’étalent de 0 à 180 min

Les fractions d’HE obtenues âpres séparation et séchage ont été pesées puis

conservées dans des flacons hermétiques opaque à une température<6 C°.
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IV.3.4 Caractéristiques des huiles essentielles

La caractérisation d’une huile essentielle consiste à :

 Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur, saveur)

 Déterminer ses indices physiques (rendement, densité, indice de réfraction… etc.

 Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents

constituants.

IV.3.4.1.Caractéristiques organoleptiques

Chaque huile essentielle est caractérisée par ces caractères organoleptiques tels que

a) L’odeur

L’odorant est un sens chimique très sensible et l’habilite des parfumeurs à classer et

caractériser des substances chimique parvient à doser les produits naturels et leur perception

peut aller jusqu’à dix millionièmes de grammes par litre d’air [113].

b)La couleur

La couler de nos huiles est peut être déterminé à l’œil nu, sauf en présence d’une

solution étalon, on peut l’utiliser pour évaluer le degré  de ressemblance entre  la couleur du

produit étalon et celle de l’huile.

c) c)L’aspect physique

De même, l’aspect d’une essence végétale change selon les produits qui la constituent,

qui peut nous apparaitre sous forme solide, liquide ou solide-liquide.

d)Saveur

C’est le gout de l’huile.

IV.3.4.2 Analyses physico-chimiques d’huiles essentielles

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico- chimiques sont celles

indiquées par le recueil de normes de l’Association Française de Normalisation (AFNOR)

[113].
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a) Analyses physiques

a.1) Détermination de pH

PH l’abréviation de potentiel d’hydrogène mesure l’activité chimique des ions

hydrogènes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment il s’agit

d’un coefficient permettant de savoir si une solution est acide, basique ou neutre La

détermination de pH est effectuée par un papier pH, il suffit de déposer quelques gouttes de

l’HE sur un coté de la bandelette et de comparer la couleur apparaissent avec l’échelle de

couleur qui se trouve au verso.

Figure IV.5: Papier indicateur de pH.

a.2) Indice de Réfraction

L’indice de réfraction d'un milieu homogène, transparent, isotrope peut être défini

comme le pouvoir que possède ce milieu de dévier un rayon lumineux arrivant sur sa surface

[114].

L'indice de réfraction varie avec la température et la longueur d'onde de la lumière

utilisée. C’est la raison pour laquelle, par souci de cohérence, on travaille à 20°C avec la raie

D de la vapeur de sodium (589.3 nm).Si les mesures sont réalisées à une température

différente, par exemple 25°C, ceci doit être spécifié.

L’indice de réfraction à la température de référence t est donné par la formule :[ ] = + ,( ′− ) IV.3
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Où :[ ] : Est l’indice de réfraction de référence.

: Est l’indice de réfraction mesurée.

t : Température de référence qui est à 20.

t’ : Température au moment de la mesure

0,00045 : Variation d’indice de réfraction quand la température varie de 1°C.[115].

Le mode opératoire consiste les étapes suivantes :

 L’instrument est réglé à une température ambiante (20°C).

 Verser une goutte d’H.E sur la surface du prisme.

 Fermer le couvercle du prisme, assurer que le film d’H.E ne contient pas de bulles d’air,

puis pointer le réfractomètre en direction d’une source lumineuse.

 Quand il y a du liquide sur le prisme, le champ est divisé en une partie claire et une partie

sombre. Le point auquel la ligne de démarcation entre ces deux parties traverse l’échelle

verticale donne la mesure. On peut ajuster la ligne sur l’échelle verticale à l’aide de vis située

au-dessus ou au-dessous de la boîte contenant le prisme.

 Lire avec précision la valeur affichée.

Figure IV.6 : Réfractomètre.
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b) Analyses Chimiques

b.1) Détermination de l'indice d'acide

L’indice d’acide IA est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité

d’hydroxyde de potassium nécessaire à la neutralisation des acides libres présents dans 1g de

substance [116 ]; [117].

L’hydroxyde de potassium réagit avec l’acide selon la réaction suivant :

Le principe consiste à neutraliser des acides libres par une solution éthanolique

d’hydroxyde de potassium titrée.

Le mode opératoire consiste d’introduire 1g d’huile essentielle dans une fiole où on

ajoute 5 ml d’éthanol. Puis, on fait l’agitation et le titrage avec une solution éthanolique

d’hydroxyde de potassium titrée (C (KOH) = 0.1 mol/l), en présence de phénolphtaléine

(indicateur coloré). La couleur jaune clair du liquide (la couleur de l’huile essentielle) vire à la

neutralisation vers une couleur rose. Le volume de KOH qui a servi à la neutralisation est lu

directement sur la burette.

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

I = (56.11 × N × V)m IV.4

Avec :

IA : Indice d’acide.

N : normalité de KOH.

V : Volume en ml de la solution éthanolique de KOH utilisée pour le titrage.

m: Masse en grammes de l’huile essentielle.

b.2) Détermination de l’indice d’Ester (IE)

L’indice d’ester, est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium

nécessaire à la neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans un

gramme d’huile. [118].

Hydrolyse des esters par chauffage, dans des conditions définies, en présence d'une

solution éthanoïques titrée d'hydroxyde de potassium, et dosage de l'excès  par une solution

titrée d'acide chlorhydrique.
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R-CO2-CH2-Ŕ       +      KOH RCO2K      +    Ŕ-CO2H

Le mode opératoire consiste d’introduire dans un ballon de 100 ml, 1 g d’HE et 25 ml

d’une solution alcoolique d’hydroxyde de potassium(KOH) 0.5 M.L’ensemble est porté au

reflux pendant 1 h .Après refroidissement de la solution on ajoute 20 ml d’eau distillée et 5

gouttes de phénolphtaléine.

L’excès de KOH est titré avec une solution d’acide chlorhydrique (HCl) 0.5 Jusqu’à la

disparition de la couleur rose.

Une opération à blanc est réalisée dans les mêmes conditions que précédemment.

L’indice d’ester (IE) est calculé à l’aide de la relation suivante :I = . (V − V ) − IV.5

Avec :

V0 : Volume en ml de la solution d’HCl (0.1 N) mesure pour l’essai à blanc.

V : Volume en ml de la solution d’HCl (0.1N) mesuré pour le calcul de .

m : Masse en g de la prise d’essai.

IA : Valeur d’indice d’acide.

b.3) Détermination de l'indice de saponification

L’indice de saponification (IS) est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité

d’hydroxyde de potassium nécessaire à la neutralisation des acides libres et à la saponification

des esters présents dans 1g de substance. [116], [114].

L’indice de saponification  est donné par la formule suivant :

= + IV.6

IS: L’indice de saponification.

IA : L’indice d’acide.

IE:. L’indice  d’ester.

IV.3.5.Tests analyses

IV.3.5. 1 Analyse de la composition chimique de l’HE  par (UV/Vis)

Le spectre UV dans l’heptane absolu a été enregistré sur un appareil

Beckman modèle 25.Le mode opératoire consiste de dissolvez 0.5g pour chaque huile

« l’Eucalyptus et laurier » dans 3ml de heptane. Une analyse dans le spectrophotomètre

d’absorbance UV de la solution préparée. [114].
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IV.3.5.2.Détermination de la composition chimique des huiles essentielles

par CG/MS

L’analyse des huiles essentielles a été effectuée à (laboratoire d’analyse  de

l’université Djilali Bounaama de Khemis Miliana), Le chromatographe en phase gazeuse

utilisé est un Agilent 6890, suivi d’un spectromètre de masse type Agilent 5975B à quadripôle

de tension d'ionisation de 70 eV. La colonne utilisée est une HP-5MS; 5% PhenylMethyl

Siloxane d’une longueur de 30 m et d’un diamètre interne égale à 0,25mm. L’épaisseur du

film étant de 0,25 μm.

Les conditions opératoires sont :

 La température de l’injecteur (mode split 1:50) : 250°C

 La programmation de température : de 50 °C à 300 °C à raison de 2°C/min ;

 Le gaz vecteur utilisé est l’Hélium avec un débit de 0.8 ml/min.

Les températures de la source du quadripôle sont fixées, respectivement, à 230 °C et à 150 °C.

Figure 1V.7 : Appareil de chromatographie en Phase Gazeuse Couplée à la

spectrophotométrie de masse.

IV.3.6 Activités biologiques

IV.3.6.1 Détermination de l’activité  antibactérienne d’HE (Eucalyptus

(globulus), Laurier (Laurus Nobilis L)

Les huiles essentielles ont un spectre d’action antibactérienne très large puisqu’inhibe

bien la croissance des bactéries. L’activité antimicrobienne est principalement en fonction de

leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs.

Ce qui nous a amené à évaluer l’activité des huiles essentielles du Eucalyptus (globulus),
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Laurier (laurus nobilis L).Les tests biologiques sont effectués sur quatre  souches

bactériennes pathogènes :

Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Bacillus subtilis et Serratia marcescens par

la méthode de diffusion sur milieu solide (gélose).

a) Etude microbiologique

Pour la détermination la zone d’inhibitions, il faut travailler avec des souches de

référence. Cela nous a obligé à utiliser seulement souches disponibles au niveau du

laboratoire Zibouche de microbiologie d’Ain Defla.

Tableau IV.2 : Liste des microorganismes testés.

Souches N° selon l’ATCC

Escherichia coli. 10536

Staphylococcus aureus. 29737

Bacillus subtilis. 15245

Serratia marcescens. 27117

b) Préparation des disques

On utilisé le papier whtaman coupé en contour régulier pour donner une zone

d’inhibition facile à mesurer. Les disques une fois préparés, sont introduit dans un flacon en

verre et places dans l’autoclave pendant 20 minutes à 120Cº.

c)Milieu de culture

La gélose Mueller Hinton est préparée en dissolvant 19g de poudre de gélose dans 500

ml d’eau distillée dans une arlène placées sur une agitateur-plaque-chauffante. La gélose

dissolue est versée dans des flacons puis stérilisé dans l’autoclave à 120 Cº pendant 20

minutes, et enfin conservée dans le réfrigérateur à 4Cº.

Avant utilisation la gélose Mueller Hinton. Est fondu dans un bain marie à 95Cºet

coulé en boite de pétrie sur une épaisseur de 2mm, les géloses sont pré- séchées avant

l’emploi.

d) Préparation des dilutions

On prépare quatre dilutions d’huile essentielle de concentrations déférentes :

[1/2,1/4,1/6 et 1/8] (v/v) dans diméthylesulfoxyde (DMSO).
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Tableau IV.3 : Préparation des dilutions.

e)Préparation de l’inoculum
A partir des boites contenant les germes pathogènes (Escherichia coli (Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus et Saritinia)on a préparé des suspensions microbiennes pour chaque

espèce. A l’aide d’une pipette pasteur on prélève deux ou trois colonies pures et bien isolées

qu’on décharge dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérilisées. L’enrichissement

dure pendant 24 heures.

f) L’ensemencement
Cette opération doit se faire dans les 24 heures qui suivent la préparation de

l’inoculum. On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. Puis en fait flotter

l’écouvillon sur la totalité de la surface gélose sèche, de haute en bas, en stries serrées.

L’opération doit se faire deux fois en tournant la boite de pétrie d’un ongle de 60 à chaque

fois.

Figure IV.8 : Ensemencement bactérie.

g) L’application des disques

Pour les dilutions des huiles chaque boite de pétri contenant 6 disques, 4 disques pour

les dilutions préparés, 1pour l’HE pur, 1 pour le DMSO.

concentration HE pur (μl) DMSO (μl)

1/2 500 500

1/4 250 500

1/6 125 500

1/8 62.5 500
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A l’aide d’une micropipette on met sur chaque disque 5μl de chaque concentration

différent dilution d’HE. Après l’application immédiate des disques, les sont laissées pendant

20 minute à température ambiante pour la diffusion de l’huile dans la gélose puis on incube à

37Cº pendant 24 h.

Pince

Disque

Figure: IV.9: L’application des disques.

h) Lecture

Les diamètres des zones d’inhibition sont mesurés à l’aide d’une règle, à l’extérieur de

la boite fermée.

IV.3.6.2Activité antioxydant (méthode de DPPH)

Dans notre étude, la mise en évidence de l’activité antioxydant de nos échantillons a

été réalisée par le piégeage du radical libre DPPH.

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de

DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) en solution dans l’éthanol. Le radical stable DPPH•

Est utilisé comme radicale oxydant pour être réduit par l’antioxydant (AH) selon le

mécanisme suivant :

DPPH• + AH → DPPH-H +A•
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Le radicale DPPH absorbe à 517 nm. Il fixe un hydrogène arraché à l’antioxydant AH

pour former le DPPH-H qui n’absorbe pas à 517 nm. Cette transformation est accompagnée

par une décoloration de la solution. Cette méthode représente un moyen pratique pour

mesurer l’activité antioxydant des huiles essentielles.

L’activité anti-radicalaire de l’huile essentielle de CG a été évaluée en mesurant sa

capacité de piéger le radicale libre (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) qui en présence

d’antioxydant, se réduit en DPPH-H (2,2-diphényl-2-picrylhydrazyle).

Figure IV.10: Forme libre et réduite du DPPH [119].

a) Mode opératoire

Le test de DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Bucar et Burit[120]ou

50µL de chacune des solutions éthanoliques des HE testées à différentes concentrations sont

mélangées avec 2 ml d’une solution éthanolique de DPPH à 0,004% . Après une période

d’incubation de 30 minutes à la température de laboratoire, l’absorbance est lue à 517nm.

L’inhibition du radical libre DPPH* par la vitamine C a été également analysée à la même

concentration, ainsi que les paramètres de calcul de l’activité antioxydant pour la vitamine C

et l’H.E.

b) Détermination du pourcentage d’inhibition
D’après Khodashenas[121].L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I%)

est calculée selon la formule suivante :

I(%) = 100 × é IV.7
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A control : Absorbance du blanc (DPPH dans le éthanol).

A échantillon : Absorbance de la prise d’essai.

Le pourcentage du DPPH inhibé en fonction des concentrations en HE et en vitamine

C (Acide Ascorbique) a été tracé à la fin de la réaction afin d’obtenir l’index IC50. Ce

paramètre est défini comme étant la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la

concentration du DPPH* initiale de 50% [122].

La  concentration effectrice (EC50) définie comme la concentration de l’échantillon qui

produit  50℅ d’effet piégeur du radical DPPH (concertation équivalente à 50℅ de DPPH

perdu) .Les résultats peuvent être aussi exprimés en puissance anti radicalaire [123].

= IV.8

ARP : Puissance anti radicalaire.

EC50 : La concentration effectrice d’échantillon pour réduire 50℅ de DPPH.

c) Pour l`acide ascorbique (protocole positif)

On a utilisé l`acide ascorbique pour le test positif de l`effet antioxydant, on a suit le

même protocole que celui  des HE, sauf qu`on a changé HE par l`acide ascorbique (vitamine

C) et à la fin on a trouvé  la valeur de Ic50 de l`acide ascorbique.

IV.3.6.3. Evaluation de la toxicité des huiles essentielle des Eucalyptus et de

laurier par  inhalation

a) Préparations des doses traitement

Pour les deux plantes Eucalyptus (globulus) et Laurier (laurus Nobilis L), la

préparation des doses on été faite sur la base de quelques essais préliminaire.

Les premières doses préliminaires testées son 50µl, 60 µl, et 80µl. il s’est que les

premières doses choisies sont très élevées. C’est ce qui nous amené à modifier et prendre les

doses suivantes 10ul, 20ul, 30ul, 40ul, pour les feuilles de Eucalyptus (globulus) et

Laurier(laurus NobilisL).

Les volumes des huiles ont été mesures à l’aide d’une micropipette d’une gamme de

(10µl - 50µl) et de (10µl – 100 µl).
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para film

Bouchons

Toile Elastique

Papier filtré Micropipette

Découpoir

Figure IV.11 : Matérielle utilisé pour notre expérience.

b) Protocole expérimentale

Chaque huile essentielle est testée par la suite en utilisant de  nouvelles doses choisies

après  les tests préliminaires (10ul, 20ul, 30ul, 40ul) pour les adultes de T. Castaneum.

Le teste d’insecticide a été réalisé sur dix individus adultes enfermés une boite de

pétrie bien  fermés à l’aide de para film afin d’éviter que les huiles essentielles s’échappent

(figure II.12).

Les doses  des huiles essentielles déposées à l’aide d’une micropipette dans un papier

filtrent, sont mises dans un bouchon de 3 cm de diamètre imprégné en papier aluminium et

couvert par un morceau de toile (chèche). La toile est maintenue par un élastique évitant tout

contact direct de l’insecte avec l’huile essentielle.

Ainsi les bouchons prépares sont mis dans des boites de pétrie (volume intérieur 0.098

litre et de 3 cm de diamètre et 1 cm de profondeur) jouant le rôle de chambre d’inhalation, en

présence des insectes au nombre de dix (10) individus par boite. Pour chaque dose testée, ont

réalisé deux répétitions .Les boites bien fermées, sont rangées dans une armoire ou la

température  et l’humidité sont contrôlées. Soit 20 à 28 C° pour la température et 65 à 70 ℅

pour l’humidité.
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Les témoins, ont été traités qu’avec de l’eau distillée stérile .La compagne des insectes

morts a été réalisé 24h, 48h, 72h, 96h, 120h âpres le traitement. Les individus notés morts

sont enregistrés un répertoire pour chaque répétition et chaque dose.

Micropipette

Tissus en toile (chèche)

Les insectes

Figure IV.12: Evaluation de la toxicité par le teste d’inhalation.

Le dispositif expérimentale est constitué par 2 blocs constitués par un témoin et une

répétition pour chacun des plantes, chaque boite de pétrie comporte des individus homogènes

de Tribolium Castanaum au nombre de 10 ce dispositif est installé dans les mêmes

conditions que celui de l’avalage en masse (figure II.13).

Une fois le traitement réalisé, les mortalités sont observées et notées dès le premier jour et

sont poursuivies jusqu’au cinquième jour pour constater l’évolution
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D1

D2

D3

D4

J1 J2 J3 J4 J5

Figure IV. 13:Traitement par inhalation de Tribolium Castaneum.

c) Expression de résultats

Pour chaque huile essentielle le pour centrage moyen de mortalité est calculé ensuite

corrigé par la formule d’Abbott (1925) :

MC% = ( – × )( ) IV.9

MC : Mortalité corrigée.

M : Pourcentage de morts dans la population traitée.

MT : Pourcentage de morts dans le témoin.
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IV.3.6.3.1.Calcule des doses  létales et temps létaux (DL50 ; DL90 ; TL50 et

TL90)

Pour calculer la DL50 ; DL90 et TL50, TL90nousavons transformé les doses et les valeurs

de pourcentages de mortalité en probité en se servant de la table de (Bliss in Cavalier, 1976)

Ces transformations vont nous permettre à l’aide d’un logicielle EXCEL d’obtenir des

équations de droites de régression de type : y  = a x + b

Y : Probité de mortalité corrigée.

X : Logarithme de la dose ou du temps

a : La pente.

b : Valeur constante.

Tableau IV.4. Transformation des pourcentages en probités.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 / 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12

20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45

30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72

40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97

50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 5,44 5,47 5,50

70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81

80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23

90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33

99 7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 7,75 7,75 7,88 8,09
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V. Résultats et discussion

V.1. Rendement  d’extraction d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus et
Laurus nobilis L.

Les huiles essentielles ont été extraites des matériaux végétaux secs, le rendement

en huile essentielle est variable en fonction de la plante utilisée, le matériel employé pour

l’extraction et la méthode d’extraction, aussi bien l’origine de la plante. Pour chaque

plante, le rendement maximal obtenu est résumé dans le (Tableau V .1) et le (figure V .1)

Tableau V.1 : Rendement en (%) des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et Laurus

nobilis

La plante m0 (g) m(g) Rendement

(%)

Eucalyptus

globulus

0.65 100 0.65

0.56 100 0.56

0.54 100 0.54

0.27 100 0.27

Laurier

0.58 100 0.58

0.56 100 0.56

0.53 100 0.53

0.47 100 0.47
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0,54

0,56

0,58

0,6

0,62

0,64

0,66

Eucalyptus Laurier

Eucalyptus

Laurier

Figure V.1 : Rendement en huile essentielle obtenue.

Les rendements en huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et Laurus nobilis L

.issues de l’hydrodistillation, ont été estimés respectivement à 0.65% et 0,58 %.

Cela peut être dû aux différents facteurs qui rentrent en jeu .Parmi eux on cite la

nature du sol, la période de la récolte, la durée de séchage, le monde d’extraction.

V.2. Humidité de la matière végétale

La détermination de l’humidité des espèces est regroupée dans la (figure V.2) Les

résultats ont montré une diversité sur le taux d'humidité d'une plante à une autre où révélé

un taux 79% et 21% pour Laurier et eucalyptus respectivement. Ce qui signifie que 55%

et45 % représentent le taux de matière sèche et la matière d’eau ayant servi réellement à

l’extraction des huiles essentielles pour chaque plante respectivement.

79%

21%

Matiére sèche (%)

Maière de  eau (%)

Laurus nobilis

55%

45%

Matière de eau  (%)

Eucalyptus  globulus

Matière sèche   (%)

Figure V.2: Taux d’humidité des plantes
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V.3 Etude  de la cinétique d’extraction d’Eucalyptus globulus et Laurus
nobilis L.

Les résultats du suivis de la cinétique d’extraction des huiles essentielles, par la

méthode d’hydrodistillation conventionnelle, des deux essences végétales considérées,

nous ont permis de tracer les courbes des cinétiques ; celles –ci traduisant les rendements

en huile essentielles des deux espèces végétales en fonction du temps :

Figure V.3: Cinétique d’extraction de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus et Laurus
nobilis L.

Les courbes de cinétique  en huiles essentielles obtenues présentent une croissance

progressive, durant la première partie, pendant laquelle se réalise le chauffage de la matière

végétale, nous avons observé une augmentation de la température dans l’hydrodistillateur,

étape 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 à mesure

pour atteindre 100° C, correspondant à la température d’ébullition de l’eau. La première

étape correspond à l’extraction des premières quantités d’huile essentielle, nous observons

une augmentation régulière du volume entre 15 et 60 min, ce qui correspond à 0.6 ml à

0.74 ml de la totalité d’huile stockée ainsi les rendements obtenus sont 0.4 7 % et 0.52 %,

respectivement pour d’Eucalyptus globulus et Laurus nobilis L.
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De 60 à 120 min, nous enregistrons un ralentissement de l’extraction du volume

reste stationnaire avec un peu moins 0,8ml. De  ce fait, la courbe s’infléchit et marque un

palier. Enfin, au cours de la troisième étape, la courbe tend vers un second palier, qui

correspond, pour une matière donnée, au rendement maximum pouvant être atteint, dans

les conditions expérimentales considérées.

V.4. Caractères Organoleptiques d’HE d’Eucalyptus globulus et Laurus
nobilis L.

Les huiles essentielles des plantes étudiées sont très aromatiques. Elles sont liquides

et d’une couleur jaune clair à jaune foncé. Les caractères organoleptiques de ces deux

espèces végétales sont reportés dans le tableau V.2.

Tableau V.2 : Propriétés organoleptique dès l’huile essentielles d’Eucalyptus globulus et

Laurus nobilis L.

Huiles Aspect Couleur Odeur

Eucalyptus

Liquide à

température

ambiant Jaune foncé fraiche et épicées

laurier

Liquide à

température

ambiant

Jaune claire Agréable

Selon Afnor (2000), les huiles essentielles sont habituellement liquides à

température ambiante et volatiles, elles sont plus ou moins colorées et leur densité est en

général inférieure à celle de l’eau.



Chapitre V Résultats et discussions

52

V.5. Propriétés physico-chimique d’HE d’Eucalyptus globulus et Laurus
nobilis L.

Les résultats des propriétés physico-chimiques d’HE de d’Eucalyptus globulus et Laurus

nobilis L. Sont regroupés dans le tableau V.3 suivant :

Tableau V.3 : Les indices physico-chimiques d’HE d’HE d’Eucalyptus globulus et Laurus
nobilis L.

Huiles L’indice d’acide L’indice d’ester L’indice de

saponification

pH

Eucalyptus 3.36 69.57 72.93 6

Laurier 2.80 50.49 53.29 5

L’indice d’acide est un critère chimique de fraicheur et de pureté de l’huile

essentielles, il nous renseigne sur le taux d’acides grasse existant dans l’huile et sur degré

d’altération [124]les valeurs de l’indice d’acide pour nos huiles (laurier et eucalyptus)

respectivement  2.80 à 3.36 , ceci signifie que nos huiles possèdent un taux d’oxydation

très élèves ce qui provoque une dégradation rapide des huiles commerciales.

L’indice d’ester d’un lipide est la  masse de potasse (KOH) (exprimée en mg)

nécessaire  pour saponifier les acides gras estérifiés contenus dans 1 g de matière grasse.

Cet indice d’ester renseigne sur la longueur des chaines d’acide gras. Pour un poids donné

d’huiles, l’indice d’ester augmente avec la diminution de la longueur des chaines.

Nos huiles ont des valeurs de 50.49 à 69.57 respectivement pour laurier et

eucalyptus. Ces valeurs sont très élèves par apport aux normes car nos huiles au cours du

stockage subissent de nombreuses transformations sous l’action de la lumière, de

l’oxygène et de température élevée. Ces changements sont en général provoques par

diverses réaction chimique dont l’oxydation

Le pH (Potentielle  hydrogène) permet de déterminer le caractère acide, neutre ou

basique d’une substance. Le  pH se définit à travers une échelle de 1 à 14.

 1 < PH < 7                         PH acide.

 PH = 7                                PH neutre.

 7< PH < 14                         PH basique (ou alcaline).
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Nous  huiles (laurier et eucalyptus) sont légèrement acides donc sont conformes aux

normes internationales des huiles essentielles.

L’indice de réfraction de nous huiles est élève, il est supérieure à celui de l’eau à

20C° (1.3356), cela de voile leur richesse en composants qui devient la lumière polarisée.

Ce dernier dépend la composition chimique qui augmente en fonction des longueurs des

chaines d’acide, de leurs degrés d’instauration et de la température, il varie essentiellement

avec la teneur en mono terpènes et en dérives oxygènes, une forte teneur en mono terpènes

donnera un indice élève, Pour certains auteurs, un faible indice de réfraction de l’huile

indique sa faible réfraction de la lumières ce qui pourrait favoriser  son utilisation dans les

produits cosmétiques, les indice de réfraction obtenus varient entre  1.487- 1.4725 pour

laurier et eucalyptus respectivement ces résultats sont en adéquation avec les normes

mentionnées par AFNOR.

Figure V.4 : Indice de réfraction de Figure V.5 : Indice de réfraction de
H E Laurus nobilis L. HS d’Eucalyptus globulus.

V.6. Spectrophotométrie d’absorption dans l’UV/ visible

D’après l’analyse dans le spectrophotomètre d’absorption UV/Vis on a obtenu les résultats
dans le graphe ci-dessous.
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Figure V.6 : Spectre UV/vis d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus et Laurus nobilis
L.

Nous avons effectué l’analyse à l’aide du spectrophotomètre à UV/ visible dont

l’intervalle 200 à 350 nm. On analysant le spectre UV de l’huile de eucalyptus et de

laurier, on constate que la longueur d’onde maximale de  eucalyptus est 230 nm à laquelle

correspond l’absorbance maximale (Abs : 3) et la longueur d’onde maximale de laurier

est260 nm à laquelle correspond l’absorbance maximale (Abs : 3).

On n’a pas pu faire l’identification par UV car on n’a pas les standards de ces huiles.

V.7. Analyse des huiles essentielles par GC/MS

Les pics du chromatogramme de l’huile essentielle de chaque plante sont comparés

à ceux des composés de référence présents dans une bibliothèque de spectre avec une

banque de données informatisées, l’appareil GC/MS nous a donné les différents

chromatogrammes de masse et les indices de rétention des substances comparables qui

peuvent constituer cet extrait.

Les chromatogrammes de l'huile essentielle ont de nombreux pics et beaucoup

d'entre eux se chevauchaient. Le profil chromatographique de chaque huile essentielle des

plantes est illustré dans les figures V.7et V.9.
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Figure V.7: Profil chromatographique de l’huile essentielle des feuilles de Laurus

nobilis L.
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En plus, la GC/MS a permis de recenser vingt-deux composés à partir de l’essence

de Laurus nobilis L. sont identifiés, ce qui correspond à un pourcentage de 99,7 % de

l'ensemble des constituants isolés (Tableau V.4). Le 1,8-Cineole apparaît comme le

constituant principal de l’huile essentielle (45,36%), suivi du Bornylene (17,25%), du

Linalool (8,13%), et de Sabinene (7,48%) (Figure V.7).

Tableau V.4 : Composition chimique de l’Huile essentielle de Laurus nobilis L.

Les composants TR Aera %

α- Thujene 739 0.24

1R-α- Pinene 767 3.18

Camphene 820 0.4

Sabinene 945 7.48

L-ẞ- Pinene 953 2.32

ẞ- Myrcene 1022 0.38

(+)-4-Carene 1147 0.27

1,8-Cineole 1253 45.36

ᵧ-Terpninene 1373 0.57

Terpinolene 1535 0.2

Linalool 1655 8.13

Borneol 2008 0.19

4-Terpinenol 2090 2

α –Terpineol 2186 2.14

L- bornyl acetate 2766 0.64

Pseudolimonene 2970 0.6
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Bornylene 3216 17.25

Methyleugenol 3574 6.84

Elemicine 4444 0.29

Nerolidol 4466 0.15

Spathulenol 4511 0.5

Caryophyllene oxide 4529 0.61

Total 99.74

TR : Temps de rétention.

La composition de l'huile essentielle a démontrée des tendances similaires à celles

qui sont publiées pour d'autres régions géographiques : Le Monoterpène 1,8-cineole est

rapporté comme étant le principal composant de l'huile essentielle du Maroc [125, 126], de

[126, 127], d’Egypt [128], de Turquie [129, 130], d’Iran [131], d’Italie [132]et d’Argentine

[133] gougil.

Le contenu de l’huile essentielle montre des variations dans la même plante, issue

de différentes origines géographiques, et situées dans différentes parties de l'arbre. En

comparant entre la composition de huile de Laurus nobilis L. collectées en Tunisie à celle

collectées au Maroc nous constatons des différences considérables ; qui ont donné, pour la

première huile des teneurs en 1,8-cineole de (56,31%), bornéol (11,04%) et valencène

(11,03%)[127], et pour la deuxième des teneurs de 1,8-cineole (39,81%), 2-carène (13.03)

et trans-ocimène (7.05)[126].

Figure V.8: Composants majoritaire de l'huile essentielle de Laurus nobilis L
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Les composés obtenus, listés selon leur ordre d’élution dans la colonne, sont résumés dans

le tableau V.5.

Tableau V.5 : Composition chimique de l’Huile essentielle de d’Eucalyptus

globulus.

Composants IR %

α - Pinène 930 9.7

1,8-cinéole 1030 48.6

Isoamyisovalerate 1100 1.1

trans -Pinocarveol 1151 10.7

Pinocarvone 1165 1.0

4-Terpineol 1179 0.3

α –Terpinyl acetate 1192 6.6

trans -Carveol 1220 0.8

Carvacrol 1286 0.1

α – Terpinyl acetate 1327 0.3

Geranyl acétate 1389 0.1

Aromadendréne 1435 4.6

Ledene 1480 0.6

Viridiflorol 1532 0.4

Globulol 1593 10.9

α -Eudesmol 1646 0.8

Juriper Camphor 1655 0.6

Isoaromadendrene oxide 1695 0.2
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6,6 – Dimethyl -2-(3-

oxobuyl)

bicyclo[3,11]heptan-3-one 1742 0.2

Carboxamide 1770 0.7

IR : Indice de rétention obtenu sur une colonne DB-5MS utilisant des séries homologues

de n-alcanes.

20 composés, représentant 98,3% de l’HE d’Eucalyptus globulus ont été identifiés.

Cette huile est majoritairement composée de 1,8-cinéole (48,6%), α-pinène (9,7%)

globulol (10,9 %), trans-pinocarveol (10,7 %) et α-terpineol (6,6%) Figure V.8.

Ces composés ont déjà été identifiés comme constituants des HE d’Eucalyptus.

La prédominance d’oxyde terpénique 1,8- cinéole est en accord avec les résultats obtenus

pour les huiles du même genre (à cinéole).

Elle présente aussi une similitude avec l’huile d’E. camaldulensis : 1,8- cinéole

(42,3%), α-pinène (28,3%), p-cymène (6.5%), γ-terpinène (7.3%) prélevée du Maroc en

2011 [134].
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Figure V.9: Profil chromatographique de l’huile essentielle des feuilles de d’Eucalyptus

globulus
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Dans notre cas, l’huile présente un pourcentage de (9,7%) qui est donc supérieur à

celui de l’huile d’E.viridis (5.2%), remarquablement inférieur à celle d’E. oleosa (24.7%)

d’Australie [23] et inférieur aussi à celle d’E. camaldulensis (28,3%) du Maroc [134].

En revanche, notre huile présente une différence au niveau des composants

majoritaires restants par rapport à ces trois huiles : c’est la présence d’un sesquiterpénol,

globulol (10,9 %), une valeur proche de celle trouvée au niveau de la même espèce E.

globulus prélevée en Allmagne en 2010, avec une teneur de (10.7%) [135]. L’huile diffère

aussi par la présence de trans-pinocarvéol avec un pourcentage de (10.7%).

La composition chimique de l’huile a été comparée avec des huiles de la même espèce (E.

globulus) prélevées de plusieurs pays, les composants majoritaires sont rassemblés dans le

tableau V.6.

Le 1,8- cinéole reste le composé majoritaire de la plupart des HE analysées de la

même espèce: sa teneur varie entre 14.5 et 83.8% ; notre échantillon prélevé de la région

d’Attaf présente une teneur de cet oxyde de (48,6%), c’est une valeur moyenne

intermédiaire entre celles des espèces figurées sur le tableau V.6.

Les échantillons provenant de Brésil [136], Chine [137] et Argentine [139] sont

remarquablement plus riches en 1,8- cinéole, le taux de ce principe actif présente des

variations relativement importantes d’une espèce à une autre, où les valeurs oscillent entre

63.4 et 83,8%, pour cela les HE d’E. globulus sont très demandées ; le marché de ces

produits est estimé à environ 1.500 tonnes/an [140].
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Tableau V.6 : Composition majoritaires (% ˃ 0.5) d’HE (à cinéole) de l’espèce

Eucalyptus globulus

HE (à  cinéole) (% >5.0)

Origines

Composé(%)

1,8 cinéole

α –cinéole

α – pinéne

aromadeudréne

ẞ- pinéne

p-cyméne

ᵧ-terpinéne

limonéne

Brésil

83.8

8.1

Chine

72.7

9.2

Argentine

63.4

13.7

Allmagne

14.5

31.1

Inde

45.4

9.5

8.8

17.8

Algérie

48.6

9.7

Maroc

22.3

5.2

7.0

viridiflor 5.3

globulol 10.6 10.9

Trans-pinocarvéol 10.7

α – terpinyl acetate 3.1

solanol 6.0
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Figure V.10 : Structure chimique des compositions majoritaires d’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus.

V.8. Etude de l’activité antibactérienne

IV.8.1. Evaluation qualitative de l’activité antibactérienne

L’évaluation qualitative de l’activité antimicrobienne de nos huiles essentielles ( a été faite

sur 4 bactéries, par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antimicrobien est obtenu

par la mesure des diamètres des zones d’inhibition (mm).

Le diamètre moyen de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégnés

des l’huiles essentielles (d’Eucalyptus globulus et Laurus nobilis L) pur, et leurs dilutions

après 24 h d’incubation à 37C° présenté par les figures (V.10 et V.11), ainsi que leurs

pourcentages d’inhibitions sont résumés dans les tableaux (V.7 et V.8).
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Tableau V.7: Valeur des diamètres moyens de la zone d’inhibition et le pourcentage
d’inhibition d’HE de d’Eucalyptus globulus vis-à-vis des quatre bactéries.

Produit testés

bactérie

Témoin

(DMSO)

HE

(pur)

HE

(1/2)

HE

(1/4)

HE

(1/6)

HE

(1/8)

Escherichia-coli
_ 45 32 25 22 21

Staphylococcus
aureus

_ 25 2 _ _ 25

Bacillus cereus. _ 20 30 20 16 13

Serratia

marcescence

(Ser)

_

12 24 20 16 14

Zones d’inhibition Disque whtaman

Témoin=DMSO

Figure V.11: Zones d’inhibition des HE d’Eucalyptus globulus L.
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Tableau  V.8 : Valeur des diamètres moyens de la zone d’inhibition et le pourcentage

d’inhibition d’HE de Laurus nobilis L. vis-à-vis des quatre bactéries.

Produit

testés

bactérie

Témoin

(DMSO)

HE

(pur)

HE

(1/2)

HE

(1/4)

HE

(1/6)

HE

(1/8)

Escherichia.
coli

_ 19 19 15 28 31

Staphylococcus
aureus

_ 18 14 13 12 13

Bacillus

cereus.

_ 23 20 19 15 12

Serratia

marcescence

_ 30 13 14 12 _

Notes :(-): pas d’inhibition, DMSO : témoin, HE : huile essentielles.

Zones d’inhibition

Témoin=DMSO

Figure V.12 : Zones d’inhibition des HE de Laurus nobilis L.
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Les diamètres des zones d’inhibition(D) de la croissance microbienne sont classés en 5

Classes.

 Fortement inhibitrice lorsque : D≥ 28 mm de la zone d’inhibition (+++)

 Modérément inhibitrice lorsque : 28 mm >D > 16 mm de la zone d’inhibition (++)

 Légèrement inhibitrice lorsque : 16 mm > D> 10 mm de la zone d’inhibition(+)

 Non inhibitrice lorsque : D< 10 mm de la zone d’inhibition(-).

Tableau V.9 : Transcription des diamètres d’inhibition des disques imprégnés [141, 142].

Diamètres(D) de la zone

d’inhibition (mm)

Transcription Sensibilité du germe

D≥ 28 mm +++ Extrêmement sensible

28 mm >D > 16 mm ++ Très sensible

16 mm > D> 10 + Sensible

D< 10 mm - Résistant

Pour chaque boite la mesure de la zone d’inhibition indique la sensibilité de ces germes,

nous avons deux actions proposées à se produire :

 Soit une action bactéricide où nous ne remarquons aucune croissance microbienne

autour des disques ;

 Soit une action bactériostatique, dont il y’a des zones d’inhibition autour des

disques disposés sur la surface de milieu de culture ; Seules les bactéries montrant

une sensibilité à nos huiles essentielles sont sélectionnées.



Chapitre V Résultats et discussions

67

Tableau V.10 : Transcription des diamètres d’inhibition des dilutions  huile essentielle de
plante Eucalyptus.

bactérie

Témoin

(DMSO)

HE

(pur)

C1 C2 C3 C4

Escherichia-coli
_ +++ +++ ++ ++ ++

Staphylococcus
Aureus(S.R)

_ ++ ++ _ _ ++

Bacillus cereus.

_

++ +++ ++ ++ +

Serratia

marcescence

_

+ ++ ++ ++ +

Figure V.13: Diagramme de diamètres des zones d’inhibition (mm) de L en

d’Eucalyptus globulus fonction des concentrations (1/2) (1/4) (1/6) (1/8).

D’après les résultats représentés dans les Tableaux (V.10 et V.11) et les figures

(V.12, V.13) nous constatons que l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a une  très

bonne activité antibactérienne par rapport au l’huile essentielle de Laurus nobilis L, nous

constatons aussi que E.coli et Bacillus sont les souches la plus sensible parmi les  souches

testés, et d’après l’échelle de mesure de l’activité antibactériennes des HE on dit que
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l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus pur montre une action extrêmement sensible de la

croissance de E.coli (Gram -) mais son action devient  très sensible pour Staphylococcus

Aureus (Gram +) et Bacillus et sensible pour Serratia marcescence

Tableau V.11 : Transcription des diamètres d’inhibition  des dilutions  huile essentielle
De plante Laurier (laurus nobilis).

L’extraite pur  HE Laurus nobilis L montre une action extrêmement sensible de la

croissance de Serratia marcescence Mais son action devient  très sensible pour Bacillus et

sensible pour Staphylococcus Aureus (Gram +) et E.coli (Gram -).

bactérie

Témoin

(DMSO)

HE

(pur)

C1 C2 C3 C4

Escherichia. coli

_ + + + +++ +++

Staphylococcus
Aureus (SR)

_ + + + + +

Bacillus cereus. _ ++ ++ ++ + +

Serratia

marcescence

(Ser)

_ +++ + + + _
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Figure V.14: Diagramme de diamètres des zones d’inhibition (mm) de Laurus nobilis L en

fonction des concentrations (1/2) (1/4) (1/6) (1/8).

Ces résultats sont insuffisants pour donner une explication logique et finale du

pouvoir antibactérien de l'huile essentielle de d’Eucalyptus globulus et Laurus nobilis L.

Donc on détermine que l’Eucalyptus globulusayant une bonne activité antibactérien

para rapport Laurus nobilis L.

V.9. Activité antioxydant

L’évaluation de l’activité antioxydante in vitro est faite par plusieurs techniques.

Ces méthodes se basent exclusivement sur la capacité réductrice ou piégeage des radicaux

comme étant un indicateur de son potentiel antioxydant.

La mise en évidence de l’activité antioxydante in vitro des huiles essentielles des

deux plantes testées a été réalisée par la méthode : le piégeage du radical libre DPPH.

V.9.1 Teste de DPPH

L’activité antiradicalaire a été évaluée en utilisant le DPPH, qui fut l’un des

premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante.

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), un radical stable, violet en solution et présentant

un maximum d’absorption caractéristique à 517 nm. Le protocole appliqué en routine

repose sur la disparition de ce maximum lorsque le DPPH est réduit par un composé à

propriété antiradicalaire, entraînant ainsi la décoloration vers la couleur jaune.
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V9.2. Calcul du pourcentage d`inhibition (I%)

Les mesures de l’inhibition d’absorbance du DPPH* provoquée par la présence de

l’acide ascorbique (comme un puissant antioxydant naturel) ou par la présence des HE de

d’Eucalyptus globulus et Laurus nobilis après 30 minutes d’action ont permis de

déterminer le pourcentage d’inhibition (I% ) de chaque dilution.

Tableau V. 12 : Pourcentage d’inhibition (I%) d’huile d’Eucalyptus globulus , Laurus

nobilis et de acide ascorbique

Pour mieux caractériser le pouvoir   antioxydant,  nous avons introduit deux

paramètres :

 Le calcul d’IC50 : il définit la concentration efficace de l’huile qui cause la

réduction de 50 % du DPPH en solution.

 Les valeurs d’IC50 des huiles étudies ont été estimées, en utilisant la courbe de

tendance polynomiale :

Avec :

Y : 50% (pourcentage de réduction de DPPH).

X : IC50 (Concentration d’échantillon).

V.9.3.Calcule d’IC50

Le IC50 est la concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de

radical DPPH, Le IC50 sont calculée graphiquement par la courbe donnant le pourcentage

d’inhibition en fonction de la concentration en huile essentielle. La figure (V.13)

Concentration
102 μg/ml

Pourcentage
d’inhibition (I%)
d’huile Eucalyptus

Pourcentage
d’inhibition (I%)
d’huile  laurier

Pourcentage
d’inhibition (I%)
Acide ascorbique

25 16.91 41.17 83.18
50 17.64 43.38 84.07
75 18.38 58.82 84.95
100 20.58 60.29 85.84

Y =  ax2 +  bx + c
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représente l’activité anti-radicalaire de l’acide ascorbique et d’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus , Laurus nobilis et de acide ascorbique.

y = 0,1705x + 6,176
R² = 0,6543

y = 0,5529x + 13,086
R² = 0,8042

y = 0,6938x + 32,918
R² = 0,5262

0
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80

100

120

0 20 40 60 80 100 120

I 
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Concentration des huiles (μg/ml)

Acide ascorbique

laurier

Eucalyptus

Figure V.15 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations

des l’huiles essentielles d’Eucalyptus globulus , Laurus nobilis et de acide

ascorbique ascorbique.

Les résultats obtenus montrent que les plantes d’Eucalyptus globulus et Laurus

nobilis présentent des activités antioxydants très importantes, avec des CI50

de 257.788μg/ml et 66.884μg/ml respectivement. Ces activités sont inférieures à celles de

l’acide ascorbique pris comme antioxydant de référence (CI50= 24.66.μg/ml) cette faible

valeur d’ CI50 indique une activité antioxydant forte.

L’huile de Eucalyptus      y =  0.170          x  + 6.176                   R2 =  0.654

L’huile de laurier              y =     0.552      x  +  13.08 R 2 =   0.804

Acide ascorbique              y =   0.693         x  + 32.91                  R2 =    0.526
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Nous constatons aussi que Laurus nobilis a présenté  une activité plus élevée que

celle d’Eucalyptus globulus.

D’un autre coté, nous notons qu’il ya une corrélation entre la concentration des

polyphénols et l’activité antioxydante, ce qui confirme que les polyphénols sont des

antioxydants puissants capable d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer à

l’oxydation des macromolécules.

V.10. L’activité insecticide

Les résultats de mortalités moyennes, chez Tribolium castaneum traités par

différents doses d’huile essentielle des deux plantes testée

V.10.1. Calcule des DL50 et DL90

Nous avons calculé les DL50 et DL90 au 5 éme jour après le traitement des Tribolium

castaneum pour l’extrait de plante testée et ce au niveau des tous les types de traitement.

Donc nous avons utilisé la droite de régression suivante : y = a x + b (y : Probité et x : log

doses), et pour un pourcentage de mortalité de 50% on a y= 5, et pour une mortalité de

90% donc y= 6.28..

Nous  avons présentons les logarithmes décimaux des doses d’extrait de laurier et

d’Eucalyptus  et les probités des taux de moralités cumulées au 5 éme jour chez les adultes

de Tribolium  castaneum par inhalation dans les tableaux suivantes
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Tableau V.13 : Logarithme décimaux des doses de l’huile essentielle d’Eucalyptus et

probités des taux de mortalité cumulées au 5 éme jour chez les adultes de Tribolium

castaneum.

Figure V.16.Efficacité de laurier au 5 éme jour chez les adultes de Tribolium castaneum.

A partir de la droite de régression (Figure V.14), nous avons détermine la DL50 et DL90

chez T. castaneum.

Y= 1.745 x+ 3.461

Log  DL50= 0.881 DL50 =   7.62      μl

Log  DL90 = 1.615 DL90 =     41.255   μl

5 éme

jour

M

Mortalité Probité des%de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

doses
T R 1 R 2 M

D 1 0 60 70 65 5.39 1

D2 0 80 60 70 5.52 1.30

D 3 0 60 90 75 5.67 1.47

D 4 0 90 100 95 6.64 1.60
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Tableau V.14 : Logarithme décimaux des doses de l’huile essentielle de Laurier et

probités des taux de mortalité cumulées au 5 éme jour chez les adultes de Tribolium

castaneum.

5 éme

jour

M

Mortalité Probité des de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

doses

T R 1 R 2 M

D 1 0 50 40 45 4.87 1

D2 0 60 60 60 5.25 1.30

D 3 0 70 80 75 5.67 1.47

D 4 0 90 80 85 6.04 1.60

Figure V.17 : Efficacité de laurier au 5 éme jour chez les adultes de Tribolium castaneum.

A partir de la droite de régression (figure V.15) nous avons détermine la DL50 et DL90 chez

T. castaneum.

Y= 1.919 x + 2.880

Log  DL50=1.104                                              DL50 =  12.727           μl

Log  DL90 =    1.771                                          DL90 =   59.123 μl
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V.10.2. Calcule la TL50 et TL90 (Traitement par inhalation).

Tableau V.15 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D1 de l’huile d’Eucalyptus chez les adultes de Tribolium castaneum.

Figure V.18 : Efficacité  de la D1 de l’huile  d’Eucalyptus sur les adultes de Tribolium

castaneum.

Y=3.868 x+2.710

Log  TL50=  0.592                                             TL50 = 3.909   J

Log  TL90 =   0.922                                          TL90 =   8.374   J

D 1

Jours

Mortalité Probité des % de

mortalités

cumulees

Logarithme

décimal des

tempsT R 1 R 2 M

J 1 0 0 0 0 ∕ 0

J 2 0 20 10 15 3.96 0.30

J 3 0 30 20 25 4.33 0.47

J 4 0 50 60 55 5.13 0.60

J 5 0 60 70 65 5.39 0.69
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Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 3.909 jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut 8.374 jours.

Tableau V.16 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D2 de l’huile d’Eucalyptus chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 2

Jours

Mortalité Probité

des%de

mortalités

cumulees

Logarithme

décimal des

temps

T R 1 R 2 M

J 1 0 0 0 0 ∕ 0

J 2 0 20 10 15 3.96 0.30

J 3 0 30 30 30 4.48 0.47

J 4 0 60 40 50 5 0.60

J 5 0 80 60 70 5.52 0.69

Figure V.19 : Efficacité  de la D2 de l’huile d’Eucalyptus sur les adultes de Tribolium

castaneum.

Y= 3.925x + 2.718

Log  TL50=     0.581                                          TL50 =  3.814         J

Log  TL90 = 0.907                                            TL90 =    8.082        J
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Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 3.814jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut 8.082 jours.

Tableau V.17 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D3 de l’huile d’Eucalyptus chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 3

Jours

Mortalité Probité

des%de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

temps
T R 1 R 2 M

J 1 0 10 10 10 3.72 0

J 2 0 30 20 25 4.33 0.30

J 3 0 50 50 50 5 0.47

J 4 0 70 80 75 5.67 0.60

J 5 0 80 90 85 6.04 0.69

Figure V.20 : Efficacité  de  la D3 de l’huile d’Eucalyptus sur les adultes de Tribolium

castaneum.
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Y= 3.411 x + 3.546

Log  TL50= 0.426                                       TL50 =      2.669         J

Log  TL90 = 0.801                                         TL90 =    6.332         J

Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 2.669 jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut   6.332  jours.

Tableau V.18 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D4 de l’huile d’Eucalyptus chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 4

Jours

Mortalité Probité des

de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

temps
T R 1 R 2 M

J 1 0 30 40 35 4.61 0

J 2 0 50 50 50 5 0.30

J 3 0 80 70 75 5.67 0.47

J 4 0 90 80 85 6.04 0.60

J 5 0 90 100 95 6.64 0.69

Figure V.21 : Efficacité  de la D4 de l’huile d’Eucalyptus sur les adultes de Tribolium

castaneum



Chapitre V Résultats et discussions

79

Y=2.853 x + 4.416

Log  TL50=      0.259                                  TL50 =   1.816    J

Log  TL90 = 0.653 TL90 =     4.501  J

Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal est de

1.816 jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut 4.501  jours.

Tableau V.19 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D1 de l’huile du laurier chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 1

Jours

Mortalité Probité des%

de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

temps
T R 1 R 2 M

J 1 0 0 0 / 0 0

J 2 0 10 0 10 3.72 0.30

J 3 0 20 10 15 3.96 0.47

J 4 0 40 30 35 4.59 0.60

J 5 0 50 40 45 4.87 0.69

Figure V.22: Efficacité  de la D1 de l’huile de laurier  sur  les adultes de Tribolium

castaneum.
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Y= 6.805 x+ 0.624

Log  TL50=  0.643 TL50 =   4.396     J

Log  TL90 = 0.831 TL90 =  6.779   J

Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 4.396 jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle de

Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut 6.779 jours.

Tableau V.20 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D2 de l’huile de laurier  chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 2

Jours

Mortalité Probité

des%de

mortalités

cumulees

Logarithme

décimal des

temps

T R 1 R 2 M

J 1 0 0 0 0 / 0

J 2 0 10 10 10 3.72 0.30

J 3 0 30 20 25 4.33 0.47

J 4 0 50 40 45 4.87 0.60

J 5 0 60 60 60 5.25 0.69

Figure V.23 : Efficacité  de la D2 de l’huile de Laurier sur  les adultes de Tribolium

castaneum.
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Y= 6.805x+0.624

Log  TL50=0.643                                 TL50 =   4.395    J

Log  TL90 = 0.831 TL90 =   6.776    J

Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 4.395  jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut  6.776 jours.

Tableau. V.21 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D3 de l’huile de Laurier  chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 3

Jours

Mortalité Probité

des de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

temps
T R 1 R 2 M

J 1 0 20 20 20 4.16 0

J 2 0 50 30 40 4.75 0.30

J 3 0 60 50 55 5.13 0.47

J 4 0 60 60 60 5.25 0.60

J 5 0 70 80 75 5.67 0.69

Figure V.24 : Efficacité  de la D3 de l’huile de Laurier  sur  les adultes de Tribolium

castaneum.
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Y=2.61 x + 4.142

Log  TL50=   0.328                                         TL50 =      2.132       J

Log  TL90 = 0.819 TL90 =   6.594           J

Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 2.132  jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut  6.594 jours.

Tableau V.23 : Logarithme décimaux des temps et probités des taux de mortalité cumulée

pour la D4 de l’huile de Laurier  chez les adultes de Tribolium castaneum.

D 4

Jours

Mortalité Probité

des de

mortalités

cumulées

Logarithme

décimal des

temps

T R 1 R 2 M

J 1 0 20 30 25 4.29 0

J 2 0 30 50 40 4.75 0.30

J 3 0 40 60 50 5 0.47

J 4 0 60 70 65 5.39 0.60

J 5 0 90 80 85 6.04 0.69

Figure V. 25 : Efficacité  de la D4 de l’huile de Laurier   sur  les adultes de Tribolium

castaneum.
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Y= 2.289 x +4.150

Log  TL50= 0.371 TL50 =  2.351      J

Log  TL90 = 0.930 TL90 =  8.522    J

Pour tuée 50% de la population des adultes de Tribolium castaneum le temps létal

est de 2.351 jours. Et  pour tuée 90% de cette population traitée par l’huile essentielle

d’Eucalyptus par le mode de traitement inhalation il faut  8.522  jours.
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Au terme de notre étude qui à porté sur l’activité insecticide d’huiles essentielle

obtenue des deux plantes Eucalyptus globulus et laurus nobilis L. de  Attaf de la  région (Ain

defla). Différentes analyses sont appliquées à ces plantes : extraction des huiles essentielles, ,

évaluation de leurs effet antioxydant par les méthodes analytiques (DPPH), la détermination

de leur pouvoir antibactérien sur des souches  pathogènes et multi résistantes : il s’agit de

Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Bascillus subtilis, et Serratia marcescens et enfin le

test de leurs pouvoir insecticides sur les adultes ravageurs de Tribolium castaneum

A partir des résultats obtenus, nous pouvons résumer les conclusions issues de cette

étude comme suit :

 L'obtention des l'huiles essentielles par hydrodistillation reste une méthode simple et

efficace, et donne un rendement intéressant. Le calcule de rendement maximal en huile

essentielle de notre plantes nous a révèle une valeur de (0.65%)  et la CPG/SM a permis

d’identifier 20 composés dont1, 8-cinéole (48,6%), α-pinène (9,7%) globulol (10,9 %),

trans-pinocarveol (10,7 %) et α-terpineol (6,6%) sont les composés majoritaires.

Pour laurus nobilis avec un rendement de 0,58 % son HE est constitué de 22 composants dont

1,8-cineole (45,36%), Bornylene (17,25%), Linalool (8,13%), et de Sabinene (7,48%) sont les

constituants principaux.

 actérisations organoleptiques de l’huile essentielle d’Eucalyptus (globulus) et laurus

Nobilis sont des liquides à température ambiante, de couleur jaune et une odore agréable.

 Les caractérisations physicochimiques effectuées ont pu renseigner sur la qualité et la

pureté de nos huiles brutes.

 L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souche bactériennes, selon la

méthode de diffusion en disque et la méthode de dilution en milieu liquide, les obtenus à

partir de l’étude de l’effet antimicrobienne des huiles présent un pouvoir antibactérienne

assez important sur la souche microbienne, Escherichia-coli, Bacillus cereus ,serratia et

staphylococcus, les germes Escherichia-coli et staphylococcus sont très sensibles lorsque

occupée bonne zone inhibitions 45mm,20 mm pour Eucalyptus globulus et 19mm,20mm

pour laurus nobilis .

 L'étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a confirmé les propriétés

puissantes que possèdent les flavonoïdes à piéger les radicaux libres. Nous remarquons

que l'activité antioxydante du piégeage du DPPH de l'huile essentielle s'est traduite par

des Les valeurs d’IC50 ont été estimé à (66.88 ; 257.788) mg / ml pour les huiles de



Conclusion générale

85

Laurier (laurus nobilis), Eucalyptus (globulus) respectivement. Alors que celle de témoin

positif l’acide ascorbique de 24.660 mg / ml

 l’étude  du pouvoir anti - insecte  par la méthode  de  traitement par  d’inhalation qui a

porté sur les doses de 10 µl, 20 µl, 30 µl, 40 µl, montrent que les effets insecticides  des

huiles essentielles étaient en fonction de la nature des huiles , des doses utilisées , du

temps d’exposition et la partie de la plante . Chez Eucalyptus est donnée plus mortalité

par rapport la mortalité de l’aurus nobilis  avec un taux de 100% en dose (40µl) après

120h d’exposition. Chez l’aurus nobilis maximum de mortalité est ou bout de 5 jour

d’expression. Le temps et la dose l’étale varient selon les plantes, les doses appliquées  et

le temps d’exposition, le plus représente c’est Eucalyptus globulus avec un de 1.81

jour et de 4.50 jour par traitement d’inhalation avec une de 7.62 µl et

de 41.25µl. Pour laurus nobilis en respectivement =2.35 jour, =8.52 jour  et

=12.27µl, =59.12µl.

Les résultats obtenus montrent que les huiles essentielles testés se sont avérées efficaces et

ont donne un effet  insecticide sur  Triboluim castaneum.

L’activité biologique d’une huile ou extrait est liée à sa composition chimique au  groupe

fonctionnels des composés majoritaire et  leurs effets synergiques.

A la lumière de ces résultats il ressort que les huiles brutes d’Eucalyptus globulus et laurus

nobilis :

 Peuvent être utilisée comme antioxydant naturels  dans les industries alimentaire,

cosmétique et pharmaceutique.

 l’utilisation ces plantes aromatiques comme des  agents antimicrobiens et comme

insecticide naturel.

Notre recommandation à la population repose sur l’utilisation raisonnable des plantes

médicinales ; ces substances thérapeutiques nécessitent une certaine attention et prudence afin

d'éviter la méconnaissance qui engendre le risque de confusion ainsi qu’un usage abusif de

ces plantes peut conduire à des effets indésirables et parfois même néfastes pour la santé

humaine.
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Cependant, malgré leurs importances, ces résultats restent partiels et d’autres travaux

sur ces plantes s’imposent aux niveaux pharmacologiques et chimiques, il sera intéressant à

l’avenir:

 D’étudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes, à savoir les propriétés anti-

inflammatoires, antivirales et autres.

 De tester les composés identifiés individuellement en faisant appel à des tests

pharmacologiques in vivo.

 De vérifier l’absence d’effets toxiques de ces composés.
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