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RESUME

Le Sénégal met en place un plan stratégique qui fixe I’élimination de I'insécurité alimentaire en tant
que priorité absolue d’ici 2035. Un des problémes actuels liés a cette thématique est les pertes post-
récoltes des denrées stockées. Sitophilus zeamais (Curculionidae) figure parmi les plus importants
insectes ravageurs des denrées céréalieres a I’échelle mondiale et est donc une cible spécifique a
éliminer pour minimiser ces pertes. Cependant, en vue d’une action durable, les méthodes de luttes
chimiques actuellement employées doivent étre revues pour éviter une perte en efficacité et des
impacts négatifs sur I’environnement et la santé humaine. Pour ce faire, la notion de gestion intégrée
en combinant plusieurs méthodes de lutte semble étre une alternative en adéquation avec les enjeux
actuels. Le travail tente de formuler un insecticide en valorisant des ressources locales a savoir |'huile
essentielle de Lippia alba et deux argiles locales. L'insecte ciblé est Sitophilus zeamais, ravageur
primaire du mais. Les composés majoritaires de I'HE de L. alba utilisée sont respectivement le limonéne
(37,5%), le géranial (22,4%) et le néral (17,5%).

Le premier objectif de ce travail a été d’étudier 'activité toxique et répulsive de L. alba contre S.
zeamais a travers la fumigation, le contact et la répulsion. Ensuite, les activités insecticides de la poudre
d’argile et de la formulation argile-HE ont été testées par contact. Pour compléter I'analyse, une
observation de la cuticule des insectes a été réalisée. Ensuite, une cinétique qualitative sur 96 h du
relargage des composés terpéniques d’intérét par la formulation est réalisée en utilisant un systéme
de collecte des composés volatils suivie d’'une analyse par GC-MS. Enfin, le pouvoir adsorbant des
argiles est évalué a travers une cinétique d’extraction du limonéene, composé le plus abondant dans
I’'HE de L. alba, adsorbé sur les différentes argiles : deux argiles locales et la montmorillonite, utilisée
comme témoin positif. L’huile essentielle de L. alba a montré une activité pour les deux moyens
d’application (fumigation et contact) contrairement aux argiles locales seules et en formulation qui ne
possédent pas d’activité insecticide. La montmorillonite, quant a elle, présente un effet insecticide
seule et en formulation. La cinétique qualitative du relargage des molécules terpéniques révéle que
dans cette étude la formulation entre I'huile essentielle et les argiles ne possede pas d’effet de
relargage lent. Les argiles ne possédent pas un pouvoir adsorbant élevé.

Mots clés : bioinsecticide, huile essentielle, Lippia alba, Sitophilus zeamais, contact, fumigation,
argiles, montmorillonite



ABSTRACT

Senegal is currently implementing a strategic plan which places the elimination of food insecurity as a
key priority by 2035. One of the main issues associated with this goal are the post-harvest losses of
stored food products. Sitophilus zeamais (Curculionidae) is a crucial insect pest for cereal crops and is
a specific target for elimination to minimize these losses. However, chemical control methods need to
be reviewed to ensure sustainable action and to avoid negative impacts on the environment and
human health.To address this, the project proposes an integrated management approach that
combines several control methods using local resources. The aim is to develop an insecticide using
Lippia alba essential oil and two local clays that can effectively target Sitophilus zeamais. The main
compounds found in the L. alba EO are limonene, geranial, and neral.

The first objective of the study is to test the toxic and repellent properties of L. alba against S. zeamais
through various modes of delivery. The insecticidal activities of clay powder and clay-HE formulation
are also evaluated, specifically tested through physical contact with the insects. The analysis is further
completed by observing the insect cuticle and conducting qualitative kinetics over 96 hours to
determine the rate of release of terpene compounds present in the formulation.

The results show that L. alba essential oil is effective through both fumigation and contact means of
application, whereas the local clays alone or in formulation have no insecticidal activity.
Montmorillonite is found to have an insecticidal effect, both on its own and in formulation. Qualitative
kinetics of terpene molecule release reveal no slow-release effect in the formulation between the
essential oil and the clays. Lastly, the adsorption capacity of clays, and specifically limonene, is found
to be low.

Keywords : bioinsecticide, essential oil, Lippia alba, Sitophilus zeamais, contact, fumigation, clays,
montmorillonite
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1. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 CONTEXTE SOCIO-ECONOMIQUE

Le Sénégal est situé a I'ouest d’Afrique. Il compte une population totale de 16,88 millions d’habitants
et une croissance démographique de 2,6%. Il est resté un pays pacifique depuis son indépendance, en
1960, en dépit des trois alternances politiques qu’il a connues [1]. Cette stabilité lui a permis de figurer
parmi les pays a croissance rapide d’Afrique subsaharienne. Son économie est diversifiée et les
populations vivent principalement de I'agriculture [2].

Le secteur primaire qui représente la production de matiéres premiéres et de ressources naturelles
recouvre seulement 14,6% du PIB du pays, mais occupe 60% de la population active, ce qui montre la
faible performance du secteur [2]. Le secteur secondaire, celui de I'industrie, recouvre quant a lui
23,8% du PIB du pays. Enfin, le secteur tertiaire comprenant les services financiers, le tourisme, le
commerce et les services publics est le secteur le plus important avec 60% du PIB du pays [3].
Cependant, le rapport sur le développement humain de 2019 prenant en compte le PIB par habitant,
I’espérance de vie des citoyens et le niveau d’éducation mesuré a partir de 15 ans et plus, classe le
Sénégal en 168°¢ position sur 189 pays.

1.2 POUTIQUE DE DEVELOPPEMENT ENVISAGEE : LE PLAN SENEGAL EMERGENT

Le gouvernement sénégalais a mis en place le Plan Sénégal Emergent (PSE) comme moteur du
développement économique et social d’ici 2035. Il vise a améliorer la croissance économique, la
création d’emplois, la réduction de la pauvreté et 'amélioration des conditions de vie des citoyens.
Pour atteindre ces objectifs, le gouvernement a élaboré une stratégie qui se concentre sur les secteurs
prioritaires tels que I'agriculture, I'énergie, les infrastructures, le tourisme, I'industrie et les services.
[4] L’élimination de I'insécurité alimentaire d’ici 2035 est placée en priorité absolue [5] L'un des points
centraux vise a diminuer les pertes post-récoltes. A titre d’exemple, African Post-harvest Losses
Information System (APHLIS) estime que les pertes post-récoltes s’élévent a 16,2% en moyenne pour
le mais[6]. L'utilisation de pesticides de synthése constitue I'un des moyens les plus efficaces pour
lutter contre les ravageurs des denrées stockées, mais leur impact négatif sur I’'environnement, la santé
humaine ainsi que I'apparition de génes de résistance concentre la recherche sur des méthodes
alternatives [7].

1.2.1 Caractérisation de I'agriculture sénégalaise

Le Sénégal dispose de plus de 19,25 millions d’hectares de terres, mais moins de 9,51 millions sont
cultivés et 1,27 millions seulement sont des terres arables. Le pays est confronté a des niveaux de
précipitation variables et des sols sablonneux, ce qui limite le rendement agricole [8] [9].

Les cultures principales sont I'arachide et le millet, qui représentent pres de 75 % de la superficie
plantée. Le mais, le riz, le sorgho, le niébé et le coton constituent environ 25% des surfaces arables
tandis que moins de 1% de la terre est utilisée pour d’autres cultures, dont font notamment partie les
légumes[9].

Le Sénégal abrite 4 zones climatiques ( Figure 1) et 6 zones agroécologiques
principales ( Figure 2). La saison seche va d'octobre a mai tandis que la
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saison des pluies va de juin a septembre. Le Tableau 1 résume les différentes opportunités agricoles
en fonction de la situation géographique [9]

LEGEND
Sahelian zone (250-500 mm)

Sudan-Sahelian (500-900 mm)
M Sudan zone (900—1100 mm)

B Guinee zone (>1100 mm)

Figure 1: Zones climatiques du Sénégal [9]

Niayes

River valley
70 Sylvo-pastoral zones
B Groundnut basin
I Eastern senegal

Il Casamance

Figure 2: Zones agroécologiques du Sénégal [9]

Tableau 1 : Caractéristiques agroécologiques des différentes régions du Sénégal [9]

Région du | Aires (km?) Caractéristiques agroécologiques de la région

Sénégal

Niayes 2759 - Zone de production de légumes
Sénégal

- Zone densément peuplée

- Salinité des sols et érosion cotiere

Vallée du fleuve | 9 658 - Zone caractérisée par des plaines alluviales.
Sénégal Production agricole dérivée de I'irrigation

- Haut niveau de fertilité
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Sylvo-pastorale 55561 - Zone d'élevage bovin principalement peuplée
d'ethnies peuls nomades

Bassin arachidier | 46 367 - Zone fortement peuplée et sujette a la dégradation
des écosystemes et a I'épuisement des ressources
foncieres (fertilité et ressources en bois)

- Régénération des sols ralentie en raison de
I'acidification des sols des hautes terres et de la
salinité des basses terres

Sénégal oriental 51958 - Pauvreté rurale endémique en raison de la
pression démographique sur les ressources
naturelles

Casamance 28324 - Zone caractérisée par l'acidification des sols des

basses terres, I'érosion hydrique, la perte de diversité
forestiere, I'augmentation de la salinité, de la toxicité
ferreuse des sols et la dégradation aigué des
mangroves dans |'estuaire de la Casamance

1.2.2 Régime alimentaire

Les céréales sont la base du régime alimentaire des populations rurales et urbaines. Il s’agit
principalement du riz, du mil, du sorgho et du mais. Le Tableau 2Tableau 2 représente la
consommation des céréales par téte d’habitant par an. De maniére générale, la consommation
moyenne annuelle atteint 158 kg en zone rurale contre 107,4 kg en zone urbaine [10].

Tableau 2 : Consommation de céréales de base au Sénégal en 2017 [10]

Céréales Consommation (kg/téte/an)
Riz 78,1

Mil 30,2

Mais 9,2

Sorgho 0,7

Sur 9,51 millions d’hectares de terres cultivées, 3,85 millions d’hectares sont des cultures céréalieres
[9]. La culture céréaliére augmente en essayant de répondre a la demande locale croissante dans une
perspective d’autoconsommation [9] [11].Néanmoins, la production alimentaire actuelle ne répond
pas a la demande nationale. Le pays importe donc régulierement du riz et du blé en grande quantité
[9]. Pour une population totale de 18,3 millions d’habitants dont 49% se trouvent en zone rurale, il est
a noter un retard de croissance de 20% de la population en zone rurale contre 9% en zone urbaine. Ce
retard est principalement d{ a une faible diversification du régime alimentaire, alliée a des aliments
de mauvaise qualité [9].

16



1.2.3 Importance du mais dans la lutte contre l'insécurité alimentaire

1.2.3.1 Généralités

Le mais (Zea mays L.) est une monocotylédone appartenant a la famille des Poaceae [12]. C’est une
céréale originaire du Mexique et de I’Amérique centrale qui s’est développée dans le monde entier
pour I'alimentation humaine et animale. Elle est maintenant utilisée dans de nombreuses industries.
Le mais compte plus de cent variétés offrant une grande diversité génétique ce qui lui confere
d’importantes capacités d’adaptation et favorise sa large diffusion dans le monde [13]

Les conditions idéales pour cultiver le mais sont une température moyenne de 25°C pour au moins 600
mm de précipitation ce qui permet une phase de développement idéale comme présentée dans la
Figure 3. Au Sénégal, le mais est cultivé dans le sud ou la pluviométrie est plus élevée qu'ailleurs. Dans
cette région, 10 % des cultures sont de grandes exploitations (20 a 50 ha) et 90% appartiennent a des
petits producteurs (1 a 2 ha) [9][14]

P PHASE DE DEVELOPPEMENT
N PHASE VEGETATIVE PHASE DE REPRODUCTION DU GRAIN ET DE MATURATION

A

Croissance

N y
Ve N
/g ‘
hA {
( " -
Semis Levée 6-8 feuilles T T T Récolte

Floraison  Floraison
méle femelle

Fécondation
Durée moyenne de chaque phase en semaine:

1a3 | 2as 6a7
| |

8ais

Source : ARVALIS - Institut du végétal

Figure 3 : Cycle de développement du mais [15]

Du point de vue de sa composition chimique, le grain de mais est principalement composé d’amidon
(72-73%), qui est constitué de deux polymeéres de glucose : 'amylose et I'amylopectine. Le grain de
mais renferme également des protéines (10%), de la matiere grasse (5%), du fer et des vitamines B.

La culture du mais est un instrument central pour lutter contre I'insécurité alimentaire notamment
pour ses valeurs nutritives et ses capacités a étre transformé et valorisé en industrie pour produire une
grande variété de produits alimentaires.

1.2.3.2 Infestation du grain de mais
Les méthodes de lutte en cas d’infestation des denrées stockés se divisent en deux parties. L'une avant
le stockage I'autre pendant la période de stockage.
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Le grain de mais peut étre infesté a différent moment de la chaine d’approvisionnement. Des mesures
préventives peuvent diminuer les risques d’une infestation initiale comme la surveillance et
I'utilisation de locaux de stockage adéquat. Néanmoins, en zone rurale, un manque de moyens et
d’accés a des locaux de stockages adéquat se fait ressentir. Selon une enquéte réalisée dans I'est du
Sénégal en 2012, le stockage est caractéristique de I'ethnie et de la zone géographique. Il se compose
principalement de six types et deux modes de stockage repris dans le Tableau 3 [14]. Il est a noter que
80% des grains sont stockés dans des greniers ol I’étanchéité n’est pas assurée [16][17].

Tableau 3: Types et mode de stockage du mais

Types de stockages Sac
Claie
Grenier
Claie +sac
Fat
Magasin
Modes de stockage Epis
Grains

1.3 PROBLEMATIQUE LIEE AUX INSECTES NUISIBLES DES DENREES STOCKEES

1.3.1 Généralités

Lorsque les conditions d’entreposage sont idéales, il est possible de conserver a long terme les
céréales. Cependant, insectes ravageurs des récoltes détériorent les grains durant la période post-
récolte. lls affectent la valeur nutritive, commerciale et agronomique des stocks entrainant une perte
de poids de plus de 40% en six mois d’infestation pendant le stockage [18][19][20]. L'ordre des
Lépidoptéres et I'ordre des Coléoptéres en sont les acteurs majeurs [21]. Il est possible de diviser les
ravageurs en deux groupes selon leurs capacités a s’attaquer aux grains. D’une part, les ravageurs
primaires s’attaquent aux grains sains et sont capable de perforer I'enveloppe de celui-ci, d’autre part
les ravageurs secondaires s’attaquent, quant a eux aux grains déja rongés par les ravageurs primaires
[21].

Les ravageurs primaires adultes pondent leurs ceufs a I'intérieur du grain ou les larves occasionnent
des pertes de poids du grain en consommant la matrice interne de celui-ci pour leur croissance. Ceux-
ci ouvrent la voie aux ravageurs secondaires, aux champignons et aux bactéries di a I’échauffement et
la hausse d’humidité causé par I'infestation des ravageurs. lls provoquent la détérioration de la qualité
du grain et des risques sanitaires pour le consommateur [22]. En effet les champignons microscopiques
ou les moisissures sécrétent des substances toxiques appelées mycotoxines qui aménent des
intoxications chroniques ou aigues chez les animaux et 'homme suite a la consommation des aliments
contaminés.

Le charancon du mais (Sitophilus zeamais), le charangon du riz (Sitophilus oryzae ) et le charancon des
grains (Sitophilus granaries) sont parmi les plus importants ravageurs qui causent des pertes
importantes en quantité et en qualité des grains [23]. Selon la FAO, I'espéce Sitophilus zeamais est
I'une des espéces de nuisibles les plus importantes, menacant les récoltes de céréales dans toutes les
zones tropicales humides [24][25].
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1.3.2 Sitophilus zeamais

1.3.2.1 Généralités

Le charangon du mais Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855) est une espece de coléoptéres faisant
partie de la famille des Curculionidae (Figure 4). C’est un ravageur primaire qui dégrade les denrées
céréalieres stockées telles que le blé, le mais, le sorgho le riz, le seigle et le tamarin. Pour deux insectes
par grains, une moyenne de 18,3% de perte en 2 mois est estimée [26].

S. zeamais est caractérisé par |'existence d’un museau portant a sa base des antennes coudée en
massue. |l posseéde des pieces buccales broyeuses. L'adulte est brun et se distingue des autres
charangon par quatre taches jaune rougeatre sur ses élytres (Figure 4). Sa répartition est pantropicale,
induisant sa présence dans les régions tropicales des deux hémispheres [27].

ICONOGRAPHIA COLEOPTERORUM POLONIAE
Copyright © by Lech Borowiec

Figure 4: Sitophilus zeamais, vue dorsale

1.3.2.2 Cycle de développement

La femelle démarre le cycle de développement en libérant des phéromones afin d’attirer le male pour
I"accouplement. Grace a son museau plus long, I'insecte femelle creuse un trou dans le grain et vient
y pondre un ou plusieurs ceufs pour ensuite reboucher ce trou a I'aide d’une substance mucilagineuse
qui durcit a I'air. La croissance de la population d’insecte peut uniquement avoir lieu dans un grain
dont I’humidité est supérieure a 9,5%, sous une plage de température allant de 15 a 35°C [28].

Les femelles adultes pondent environ 200 ceufs a une vitesse de 20 a 30 par jours [28] Les ceufs

éclosent apres 8 a 11 jours d’incubation pour qu’au final, une seule larve se développe dans chaque

grain. Tout au long du développement larvaire (3-4 stades larvaires), les individus sont qualifiés de
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cléthrophages, car ils se nourrissent des graines et se développent a I'intérieur de ces derniéres. Apres
le développement larvaire a I'intérieur du grain, I'insecte adulte utilise son museau pour percer la paroi
et sortir du grain ou la maturité sexuelle est directement acquise. Au stade adulte, les individus se
contentent de ronger |'extérieur des grains, ils sont granivores [29]. Le cycle de développement
complet de I'espéce se prolonge en moyenne de de 26 a 35 jours en zones tropicales [28][30,31]. Son
cycle de vie peut s’étendre de 3 a 6 mois [32][33].

1.4 METHODE DE LUTTE ACTUELLE LA PLUS EFFICACE : LA LUTTE CHIMIQUE
La lutte chimique est la méthode la plus rentable et efficace contre les ravageurs des récoltes [28].
Généralement, deux types de traitements sont employés :

- Le traitement par contact ou les locaux de stockage, I'emballage et les grains sont recouverts
d’une pellicule insecticide. L'insecticide impact I'insecte a travers le contact, l'inhalation et
I'ingestion.

- Le traitement par fumigation ou le grain est traité par un gaz toxique.

La majorité des insecticides sont des produits chimiques qui affectent le systéme nerveux et entrainent
une agitation excessive, perturbant les fonctions motrices et alimentaires, ainsi que des secousses ou
des crises conduisant a I'immobilisation et a la mort de l'insecte [34]. D'autres insecticides agissent sur
les fonctions respiratoires et peuvent pénétrer dans la cible par contact, ingestion ou inhalation
[34][35]

D’un point de vue législatif, c’est le Comité sahélien des Pesticides (CSP) qui a pour rble de prendre les
décisions concernant la circulation des pesticides pour I’'ensemble des pays membres de Comité inter-
états de Lutte contre la Sécheresse au Sahel (CILSS) dont fait partie le Sénégal. La liste des pesticides
autorisés a été mise a jour en 2017. Sur 438 produits autorisés et répertoriés, un seul concerne les
insectes liés au stockage des denrées stockées et son mode d’action est gazeux (Tableau 4Erreur !
Source du renvoi introuvable.) [36]

L'utilisation de phosphine obtenue par I’hydrolyse du phosphore d’aluminium est dominante dans les
pratiques de stockage des denrées. Cependant, il est fréquent que les doses recommandées ne soient
pas respectées [14]. De plus I'utilisation non-raisonnée d’insecticides chimiques mene a des problemes
de santé humaine, des déséquilibres environnementaux et le développement de génes de résistances
chez les insectes [37,38][39]. Les espéces du genre Sitophilus sont parmi le plus citées dans la
résistance aux pesticides [40]. S. zeamais du Maroc a été répertorié comme ayant un fort degré de
tolérance a la phosphine. Des études avancent que cette résistance peut étre due a la capacité de ces
souches a réduire leur taux de respiration [41]

Tableau 4: Liste de matiére active autorisée dans les insecticides luttant contre les ravageurs des denrées stockées

Spécialité commerciale Firme Matiere(s) active(s) Domaine d'utilisation
Aladin Savana Phosphure d'aluminium (560 Insecticides fumigant a usage
g/kg) professionnel pour la
protection des denrées
stockées
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1.5 METHODES ALTERNATIVES

Il est nécessaire de trouver des méthodes alternatives afin de se diriger vers une agriculture durable.
L'utilisation d’une combinaison alliant lutte chimique et non chimique en atteignant la cible de maniére
spécifique s’inscrit dans la description de lutte intégrée. Celle-ci est une approche durable visant a
minimiser I'utilisation de pesticides chimiques pour la défense des cultures et des récoltes.

1.5.1 Résistance variétale

Le centre international d’amélioration du mais et du blé (CIMMYT) compte une collection de 28 000
graines de mais provenant du monde entier [42] Au Sénégal, pas moins de 97 % de la production
implique des variétés améliorées et la plupart sont des variétés a cycle court (90 jours jusqu'a maturité)
[9] L'utilisation de différentes variétés de mais présente un intérét dans la lutte contre les ravageurs.
En effet, des études ont montré que la résistance aux insectes ravageurs du mais stocké est liée a des
caractéristiques physiques, chimiques et biochimiques d’une variété de mais. Les caractéristiques
morphométriques telles que la longueur, la largeur, I'épaisseur et la dureté du grain ont été étudiées
pour voir I'impact sur S. zeamais. La dureté du grain limite la multiplication des populations de S.
zeamais en les empéchant de se reproduire [43].

1.5.2 Lutte physique
La lutte physique consiste a utiliser des méthodes manuelles ou mécaniques pour contrdler les
nuisibles. En milieu rural, différentes techniques sont appliquées [44].

- Linsolation : avant d’emmagasiner les récoltes, les grains de mais sont exposés au soleil ce qui
permet d’achever le séchage et de faire fuir les insectes grace a la chaleur et aux rayons de
soleil directs.

- Le stockage hermétique : en milieu rural, I'utilisation de bidons en plastique ou d’anciens fits
d’huile permet une meilleure étanchéité et de limiter I'infestation des ravageurs.

- L'enfumage : les épis de mais peuvent également étre suspendus au-dessus du foyer, la
chaleur et la fumée repoussent les ravageurs.

- Substances inertes : il existe quatre types de poudre inertes a savoir la terre, la terre diatomée,
les gels siliceux et les poudres inertes non siliqueuses[45]. Les cendres et le sable fin sont
traditionnellement utilisées dans la conservation des récoltes.

1.5.2.1 Caractéristiques des terres diatomées

D’aprés I'ouvrage intitulé « Diatom Nanotechnology: Progress and Emerging Applications (2018) »
Losic D et Korunic Z regroupent les études concernant les terres diatomées en tant qu’insecticide[46].
Pour comprendre comment cibler les recherches visant a la formulation de nouveaux insecticides
naturels, il est important de comprendre le fonctionnement d’une terre diatomée et ses limitations.
Différents modes d’actions mécaniques de la terre diatomée ont pu étre démontrés a savoir :

- Absorption des lipides cuticulaires. L'effet abrasif se traduit par un endommagement de la
couche cuticulaire de I'insecte. Cette couche permet de protéger les tissus internes de I'insecte
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contre I'environnement extérieur. En 'endommageant, I'eau s’échappe des tissus de |'insecte
ce qui entraine une dessiccation et finalement la mort de I'insecte [47]

- Déchirement des organes internes lors d’une ingestion [48]

- Obstruction des spiracles [48]

- Interférence dans les hormones provocant un déreglement [48]

Plus la granulométrie de la poudre sera petite, meilleure sera son efficacité. L'utilisation de
montmorillonite ayant une granulométrie qui s'établit autour de 2 um montre une activité insecticide
[49] Cependant, les travailleurs exposés a des poussiéres en suspension peuvent éprouver des
irritations légeres des yeux, des poumons et de la peau donc un équipement adéquat, notamment des
masques respiratoires est recommandé [46]. Au niveau de la toxicité les terres diatomées sont
considérées comme non-toxiques pour les mammiféres et ne présentent aucun effet environnemental
sur les plantes et les poissons.

La morphologie ainsi que le stade de développement de I'insecte sont également des paramétres a
prendre en considération. Les larves ainsi que les insectes ayant une épicuticule et une couche de cire
mince sont plus sensibles. Les insectes ayant une surface corporelle rugueuse ou poilue collectent plus
de particules par unité de surface et seront plus endommagés. L'efficacité des poudres dépend donc
de I'espéce visée. Une bonne activité a été démontrée envers les insectes du genre Cryptolestes. Les
genres Sitophilus, Oryzaephilus, Rhyzopertha et Tribolium sont respectivement plus tolérants [46].

La plus grande limitation de I'utilisation des terres diatomées en tant que bioinsecticide réside dans la
dose a fournir pour obtenir une mortalité conséquente. En effet pour que la mortalité soit totale, la
dose recommandée est de l'ordre de 0,5 a 1 kg.t ! de grain. Cependant les poudres affectent les
propriétés physiques de la masse du grain. C'est pourquoi, bien que la recherche ait amélioré
|'efficacité des terres diatomées en diminuant les doses nécessaires, une trés petite quantité de
céréales dans le monde sont saupoudrées de terres diatomées. Dans la plupart des pays, la
réglementation générale interdit ou limite I'ajout de toute poussiére aux grains destinés a |'exportation
vers d'autres pays. De plus, les grains sont classés selon leur qualité sur la base de la densité apparente.
Tant que ces réglementations ne seront pas modifiées, I'avenir mondial de I'application directe de
terres diatomées sur grains reste limité [46]. La deuxiéme solution, fait actuellement I'objet d'études,
est I'amélioration de |'efficacité des formulations existantes en la formulant avec d’autres insecticides
naturels afin d’améliorer son efficacité a moindre dose [46]

1.5.3 Lutte biologique

La lutte biologique est une méthode qui consiste a utiliser des organismes vivants ou des substances
naturellement produites pour lutter contre les organismes nuisibles. Les agents biologiques peuvent
étre des prédateurs naturels, des parasites, des virus, des bactéries ou des champignons qui agissent
pour réduire la population de nuisibles sans impacter la santé humaine et I'environnement [50].

L'utilisation de plantes a effet insecticide s’inscrit dans la lutte biologique. Ces plantes sont connues
pour produire des métabolites essentiels dans la lutte contre les différents ravageurs [51]. Les plantes
fraiches ou séchées sont utilisées traditionnellement dans les greniers contre la lutte des ravageurs.
Ces dernieres, les poudres de plantes, I'huile essentielle et les métabolites secondaires purs dérivés
des plantes possédent les avantages :

- D'étre sélectifs contre l'individu cible [52]
- De ne pas persister dans I'environnement a cause de leur volatilité [53][54]
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- De posséder différents mécanismes d'actions ce qui empéche le développement de résistance
chez I'organisme cible [52]
- De présenter une faible toxicité pour les mammiferes [55]

Plus de 2000 especes végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées [34]. Comme
synthétisé dans la review de Sylvia A et al (2022) des expériences in vivo et in vitro ont permis
d’identifier des composés insecticides importants tels que des alcaloides, des terpénoides, des
flavonoides, des stéroides et des quinones produits par les plantes [56]

1.6 UTILISATION DES HUILES ESSENTIELLES COMME METHODE DE LUTTE ALTERNATIVE

1.6.1 Définition

Selon la norme AFNOR NF T75-006, |'huile essentielle est définie comme étant « un produit obtenu a
partir d’'une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation. L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques ».

Une huile essentielle est un mélange de composés volatils hydrophobes synthétisés par des plantes
aromatiques en tant que métabolites secondaires. Ces derniers sont des composés qui ne participent
pas a la croissance de la plante, mais qui sont impliqués dans des mécanismes de défense et
d’attraction.

La famille la plus représentée au sein des métabolites secondaires est celle des terpenes et des
terpénoides (terpénes fonctionnalisés) dont la structure est basée sur une unité isopréne. Les terpénes
sont des molécules ayant un bas poids moléculaire et une haute volatilité. Certains terpénes a bas
poids moléculaire posseédent une odeur caractéristique. En fonction du nombre d'unités reliées les
unes aux autres, on distingue les monoterpénes (2 unités isopréniques), les sesquiterpenes (3 unités
isopréniques), les diterpénes (4 unités), triterpénes (6 unités) et polyterpénes (a partir de 8 unités)
[57]. Le second groupe est constitué de molécules aromatiques et aliphatiques a bas poids moléculaire
[58].

Les organes sécréteurs d’huiles essentielles se rencontrent dans différents organes de la plante, a
savoir les fruits, les feuilles, les graines, les racines et la sommité fleurie [59].

1.6.2 Chémotype et facteurs de variation

La notion de chémotype est définie comme « un groupe chimiquement défini au sein d’'une population
d’individus morphologiquement indiscernables » [60]. Cela implique que méme si des individus
appartiennent a la méme espece botanique et partagent donc le méme génome et le méme
phénotype, ils peuvent tout de méme présenter des variations dans leur composition chimique. Cela
dépend des facteurs environnementaux comme la température, la pluviométrie, la luminosité,
I'altitude, le sol, la disponibilité en nutriment, I'age de la plante et la méthode de séchage [61][62]. En
général, une huile essentielle est composée entre une et quatre molécules majoritaires et de composés
minoritaires. Ces derniers peuvent influencer les composés majoritaires par des effets synergiques et
antagonistes [58][59].

De plus, les huiles essentielles sont liquides, liposolubles et volatiles a température ambiante. Elles
peuvent étre altérées par la lumiere, l'air, I'oxygene et I'humidité. Ces dégradations infligent un
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Nombre de plante

changement de structure et peuvent entrainer une modification de la composition de ['huile
essentielle et donc peuvent conduire a un changement des propriétés lié a celle-ci [58].

1.6.3 Huile essentielle en tant que bio insecticide

L'effet insecticide des huiles essentielles (HE) est principalement attribué aux monoterpenes [63]. Les
huiles essentielles agissent et atteignent la cible de différentes manieres. Les deux moyens
d’application sont la fumigation et le contact [64]. Elles agissent sur des fonctions de I'insecte comme
la dissuasion alimentaire et la diminution de la reproduction. Elles peuvent également avoir un effet
physiologique sur I'insecte comme l'inhibition de I'activité des ATPases [65]. Ces différentes cibles
justifient I'intérét de leur utilisation en tant qu’insecticide, car cela rend difficile I'acquisition de génes
de résistance pour l'insecte.

En 15 ans, 196 huiles essentielles venant de 31 plantes différentes ont été étudiées pour leur capacité
insecticide contre trois des principaux ravageurs des récoltes a savoir : Sitophilus oryzae, Sitophilus
granarius et Sitophilus zeamais. La Figure 5 5 montre la répartition de la quantité d’études se référant
a chaque famille étudiée pour les trois espéces du genre Sitophilus. 1l est a noter que 115 huiles
essentielles ont été étudiées pour Sitophilus zeamais, 58 pour Sitophilue oryzae et 23 pour Sitophilus
granarius. La large quantité d’étude pour S. zeamais souligne que cette espece est la plus répandue et
la plus redoutée [56].
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Figure 5: Distribution des études qui cible I'activité de plantes étudiées par famille visant les trois ravageurs des récoltes
principaux a savoir, Sitophilus oryzae (charagon du riz), Sitophilus granarius (charangon du grenier) et Sitophilus zeamais
(charangon du mais).

La sensibilité des especes pour une méme huile essentielle est totalement différente [66]. Une méme
molécule n’exerce pas spécialement la méme activité a différents stades biologiques d’un insecte [67].

1.6.3.1 Réglementation
Les huiles essentielles peuvent contenir des molécules neurotoxiques importantes contre les poissons
et des organismes non-ciblés. Le Réglement (CE) n°1272/2008 de I'Union européenne indique la
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toxicité de certaines huiles essentielles. La présence de mention sur I'étiquette permet d’entrer dans
une catégorie réglementée précise et a pour but d’informer le consommateur.

Le Reglement (CE) 528/2012 concerne la mise sur le marché des produits et substances biocides. Ces
substances ne peuvent entrer sur le marché que si la substance active qu’elles contiennent est
autorisée a usage biocide avec un dép6t d’une déclaration toxicovigilance [68].

1.6.3.2 Lippia alba

1.6.3.2.1 Généralités

La mélisse de calme ou verveine blanche, de son nom latin Lippia alba (Mill. N.E. Brown, 1925), est une
espéce de plantes a fleurs appartenant a la famille des Verbenaceae. Elle est abondamment présente
entre le sud des Etats-Unis et le nord de I’Argentine. Elle est également présente en Inde, en Australie
et en Afrique de I'Ouest [69]. Elle est utilisée pour ses capacités médicinales contre les troubles gastro-
intestinaux et respiratoires ainsi qu'en cuisine. De plus, I'espece présente des propriétés anti-
inflammatoires, sédatives et anti-malariques [70] [71].

Les principes actifs de la plante se retrouvent principalement dans son huile essentielle. Ses feuilles
sont riches en huiles essentielles et sont utilisées dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques
pour leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes [72]. Des études ont également démontré son
pouvoir insecticide contre Sitophilus Zeamais[73][74][75].

L. alba est composé principalement de monoterpene, mais sa composition change selon ses conditions
de culture. Il est possible de la classer selon différents chémotypes en fonction de ses composants
majoritaires.

1.6.3.2.2 Description de la plante

Les Verbenaceae constituent une famille d’herbes, d’arbustes, de plantes herbacées souvent
aromatisées. L. alba est un arbrisseau qui atteint une hauteur de 1 a 2 m. (Figure 66 et Figure 7). Son
odeur s’apparente a la citronnelle. Les feuilles sont opposées et verticillées, mesurant 1 a 3 cm de
longueur pour 0,9 a 2 cm de large et présentent des formes variables avec un sommet pointu, une
base cunéiforme avec une bordure dentelée ou crénelée. Elles sont membraneuses, pétiolées,
pubescentes, opposées ou alternes. Les fleurs zygomorphes, dont le calices fait de 1,5-1,7mm de long
sont groupées en épis mesurant 2 cm et portent une corolle de couleur blanche ou rose. Le fruit est
composé de deux noyaux indéhiscents contenant chacun une graine brune [76]. La composition
chimique de I’huile essentielle varie avec son chémotype et sera discuté dans la section 4.1.
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Figure 6: L. alba Figure 7: L. alba vue globale

1.6.4 Relargage contrélé de I'huile essentielle

La préservation des substances actives d’une huile essentielle est importante pour une application sur
la durée. Elle requiert des systemes qui encapsulent et qui régulent leurs relargages contrdlés dans le
temps. L’encapsulation des huiles essentielles ou de leurs composés actifs, font I'objet de plusieurs
recherches ces dernieres années. Les matrices qui permettent un relargage sont utilisées a travers
différentes techniques pour créer l'encapsulation d'une huile essentielle par l'intermédiaire
d'interactions chimiques et physiques [77]. Elles peuvent étre classées selon 4 types :

- L'huile essentielle est dispersée dans une matrice (exemple : alginate, chitosan,
cyclodextrin)

- Les capsules entourées d'une membrane avec comme noyau l'huile essentielle

- Lescomplexes ol les HE sont stabilisés dans des cavités par des interactions chimiques

- Les gouttelettes créées par une simple émulsion dans des tensioactifs

Les types d'encapsulation sont choisis selon le profil de relargage désirée selon I'application. L'alginate,
le chitosan et la cyclodextrine figurent parmi les matrices les plus citées dans diverses applications [77]
[78].

Rodriguez et al. (2016), ont rédigé une revue reprenant les actuelles stratégies d’encapsulation des
molécules bioactives des huiles essentielles [78]. Il a été démontré que les biopolymeres utilisés a des
fins d’encapsulation en hybridation avec des minéraux argileux permettent un relargage plus lent dans
le temps et une stabilité chimique par rapport a I'utilisation de biopolymeéres seuls [79]. Une récente
étude a permis de mettre en lumiere I'utilisation de dendrimére pour le relargage controlé dans le
temps. Des essais sur des graines d’adventices ont démontré une activité antigerminative a faible
mesure grace a I'encapsulation de I’huile essentielle [80].

Dans cette présente étude, le relargage lent des molécules actives va étre testé a travers I'utilisation
d’argile locale sans modification afin de tester une technique accessible a tous. C’est via I'adsorption
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des molécules actives par I'argile que le relargage dans le temps va étre testé. L'adsorption est un
phénomeéne physico-chimique de surface se traduisant par une modification de concentration a
I'interface de deux phases [81].

L’argile est un minéral naturel trouvé en abondance dans la nature. Il se forme par I'érosion et la
décomposition des roches contenant des minéraux argileux. Il fait partie des phyllosilicates qui sont
des minéraux contenant de la silice et de I'oxygéne ainsi que d’autres éléments tels que I'aluminium,
le magnésium ou le fer. Les phyllosilicates sont légers et leur surface spécifique est importante ce qui
leur permet d’interagir facilement avec leur environnement. Les études portant sur |'adsorption
d’huile essentielle sont testées en agriculture dans le cadre de formulation insecticide a base d’argile
de type montmorillonite, kaoline et bentonine. Les argiles modifiées sont testées et utilisées dans la
formulation de pesticides [81].

De plus, les études menées par Miz et al., (2014) ont montré que la quantité des composés terpéniques
absorbée dépend non seulement de I'abondance de chagque composé dans I'huile essentielle, mais
également de la fraction granulométrique des particules. Plus les particules sont fines, plus la quantité
absorbée sera grande [81].

Des expériences ont quantifié la capacité des argiles de type montmorillonite et kaolinite a relarguer
des composés terpéniques adsorbés a différentes températures. Les résultats obtenus révélent que
méme s'ils sont bien fixés sur un adsorbant, tous les composés terpéniques étudiés sont capables de
se volatiliser a 20°C. La quantité de composés relarguée varie selon la nature du composé
terpénique, I'adsorbant et la température [82].
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2. OBJECTIFS

Le présent travail vise a formuler un bio-insecticide a base d’huile essentielle de Lippia alba et d’argile
locale contre Sitophilus zeamais.

Pour cela, I'effet toxique par fumigation et par contact sera évalué a travers une cinétique de mortalité.
L'effet répulsif de I'huile essentielle sera également testé. Ce premier objectif sera de connaitre le
moyen d'application de I'huile essentielle le plus optimal.

Le second objectif sera de tester les capacités insecticides de la formulation d’'une poudre d’argile et
d’huile essentielle. Tout d’abord, I'activité insecticide a travers le contact d’argiles seules sera testée.
La cuticule des insectes sera ensuite observée au binoculaire. L'objectif de cette manipulation sera de
savoir si I'argile posséde une activité insecticide seule. L'étape suivante consistera a évaluer la
rémanence de I'huile essentielle adsorbé sur les différentes argiles aprés un certain temps (96h).
L'objectif sera d'établir une cinétique qualitative de relargage des terpénes en utilisant un systéme de
collecte des composés organiques volatils suivie d'une analyse a la GC-MS. Pour terminer, la capacité
d'adsorption des différentes argiles sera évaluée a travers une cinétique d'extraction du limonene.
L'objectif de cette manipulation est de mesurer le pouvoir adsorbant de I'argile en quantifiant le
limonéne restant sur l'argile.
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3. MATERIEL ET METHODE

3.1 MATERIEL VEGETAL : LIPPIA ALBA

L. alba a été plantée a la ferme du lac rose au Sénégal, dans la commune de Niague-Tivaoune Peulh
dans la région de Dakar. Elle a été récoltée déja fleurie le 07 novembre et séchée jusqu’au 17
novembre 2022 dans une cabane servant au stockage. L'extraction de I’huile essentielle de L. alba a
été réalisée via une distillation par entrainement a la vapeur a I'aide d’un distillateur SUPERFUSTINOX
Modello Milano-Inox 18/10 [83] de capacité de 30 L (Figure 8). L’huile essentielle est ensuite récupérée
par décantation (Figure 9). Elle est conservée depuis lors a une température ambiante de +- 25°Cet a
I’abri de la lumiere dans un flacon en verre opaque afin d’éviter la dégradation des composés. Lors du
retour en Belgique, I'huile essentielle est conservée au frigo a une température de 4°C dans un flacon
opaque.

Figure 9: Récupération de I'huile essentielle par

Figure 8: Dispositif d'extraction a la vapeur 7 :
décantation

Le rendement d’extraction de I’huile essentielle est calculé de la fagon suivante :

Mmyg
Myps * (100 — Thymigiee)

'r]:

Avec mye qui correspond a la masse d’huile essentielle extraite, mm¢la masse de matiere fraiche utilisée
et Tpyumidite |a teneur en eau présente dans la matiere fraiche mesurée en triplicat.
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3.2 MATERIEL ANIMAL : SITOPHILUS ZEAMAIS

Les insectes utilisés dans les expériences ont été standardisés. Les insectes utilisés sont des jeunes S.
zeamais agés de 3 a 4 semaines.

L'élevage de S. zeamais a été standardisé. Pour la standardisation de I'élevage, le mais infesté
préalablement a été tamisé afin de récupérer des individus sexuellement matures. Ceux-ci ont été
prélevés et mis dans des bocaux en verre de 500 mL dans un milieu composé de mais trié et stérilisé
par le froid. La croissance des individus s’est réalisée dans armoire maintenue a 28,9 + 2 °C avec 37,8
19,43 % HR et dans une obscurité constante. Pour les expériences, les individus ont été synchronisés
selon leur stade de développement et les adultes de 3 a 4 semaines ont été sélectionnés pour
I’ensemble des manipulations.

3.3 PREPARATION DU MAIS

Le mais provient d’une culture locale située a Saloum et récolée en mars 2022. |l a ensuite été trié en
ao(t 2022 afin de retirer les grains cassés, incomplets ou fendus. Le mais est ensuite conservé au
congélateur a -7°C afin d'éliminer les résidus d'insecticides et les potentielles contaminations. Il est
systématiquement passé a I’étuve pendant 15 minutes a 40°C avant son utilisation.

3.4 EXPERIMENTATIONS

3.4.1 Remarques préliminaires

Les expérimentations décrites ci-dessous ont été réalisées sur S. zeamais sur la période s'étendant de
ler décembre au 27 janvier a linstitut de technologie alimentaire a Dakar. Les conditions de
température se sont situées en permanence entre 27 et 35°C pour un taux moyen d’humidité de
38,67%. Des tests préliminaires ont été faits préalablement avant chaque expérimentation pour
pouvoir cibler la gamme optimale a tester. Cing répétitions sont ensuite réalisées.

Lors du dénombrement de la mortalité, les insectes sont considérés comme morts s’ils ne répondent
a aucune stimulation physique, c'est-a-dire, aucun mouvement des pattes ou des antennes. L'étuve
universelle utilisée dans le cadre des expérimentations est une étuve de séchage universelle de la
marque Memmert. La balance utilisée de la marque RADWAG possede une précision de lecture de
0,01g et une capacité maximum de 6100g.

3.4.2 Test du potentiel insecticide de I'huile essentielle de L. alba

Afin de déterminer I'effet insecticide potentiel de I'huile essentielle de L. alba contre I'espéce
Sitophilus zeamais, il est primordial de tester la bioactivité de I'huile essentielle. La toxicité a travers la
fumigation, le contact est testé. L'effet répulsif de I'huile essentielle est également testé. Pour cela,
des tests a I'échelle du laboratoire ont été menés. La dose la plus toxique sera la dose minimale a
appliquer pour obtenir 100% de mortalité dans le cas de la fumigation et du contact.
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3.4.3 Effet toxique induit par Lippia alba

Tout d’abord, 20g de grains de mais sont pesés puis introduits dans un bocal en verre d’une capacité
de 380 mL. Ensuite, dix insectes non sexés d’'une méme génération sont introduits dans chaque bocal.
Cing répétitions sont réalisées pour chaque bocal. Un témoin négatif ne contenant aucune substance
active est réalisé dans les mémes conditions pour chaque cas.

3.4.3.1 Fumigation

D’apres un protocole adapté de Shukla R et al. (2011), une quantité de 38, 57, 76, 95 uL d’HE de L. alba
est placée sur du papier adsorbant, situé a l'intérieur du gobelet a I'aide d’une micropipette. (Figure
100 et Figure 111 ). Le gobelet contenant la solution d’huile essentielle est ensuite scellé est collé sur
le couvercle pour former le dispositif expérimental. Le pourcentage de mortalité est relevé a 24, 48,
72, 96h aprés le traitement. [84]:

e '
T
Tecm

Figure 10: Etapes de préparation du dispositif de fumigation
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Figure 11: Dispositif de fumigation

3.4.4 Contact

A partir du protocole adapté de Kéita et al. (2001) un volume de 4,8,12,16 et 20 uL d’huile essentielle L.
alba par mL d’acétone est déposé a la micropipette directement sur le mais contenu dans le bocal. Les
insectes sont ensuite insérés 30 min aprées le dépdt de I'huile essentielle pour éviter une surmortalité
due au solvant. Le pourcentage de mortalité est relevé a 24, 48, 72, 96h apres le traitement[85].

Le taux de mortalité (%) est calculé de la maniére suivante :

Nombre d'insectes morts
= *
Nombre total d'insectes

100

La formule d’Abbott [86] permet d’obtenir la mortalité en tenant compte de la mortalité naturelle des
échantillons témoins :

M — Miemoin
M orrige = —————— x 100
corrige 100 _ MtémOln *

3.4.5 Capacité répulsive de Lippia alba

Selon le protocole adapté de Peixoto. et al (2015) dans un premier temps, un filtre joseph (VWR 413,
particule rétention 5-13 um) de 90 mm de diameétre est coupé en deux moitiés égales, elles-mémes
rattachées I'une a I'autre par du papier collant. Cet assemblage est ensuite déposé dans une boite de
Pétri. Le but est d’obtenir un support en papier capable d’absorber les solutions testées sur un seul de
ses hémispheres, sans que I'autre ne soit contaminé par la migration du liquide. [87]
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Ensuite, 4,6,8 uL d’huile essentielle sont déposés sur I’hémisphére gauche du papier filtre appelé "A".
L’'hémisphere droit appelé "B" de la boite de pétri est maintenu vierge de toutes substances (Figure
12). Un témoin ne recevant pas d’huile essentielle ni sur la partie A, ni sur la partie B est également
réalisé. Les insectes au nombre de 10 sont déposés sur la bande centrale de papier collant reliant les
deux hémispheres de filtre en cellulose. La boite de Pétri est directement refermée.

Enfin, le dénombrement des insectes présents dans I'hémisphere gauche est compté apres 15, 30, 45
et 60 minutes.

Figure 12: Dispositif de répulsion avec « A » I’'hémisphére traité et « B » ’lhémisphére sans
substance

Le taux de répulsion (%) est calculé de la fagon suivante :

Npg — Ny

R: *
Ny + Ny

100
Na correspond au nombre d’insectes présents a I'instant t considéré sur I’hémisphere traité et Ng au
nombre d’insectes présents sur I’hémisphére témoin.

3.4.6 Test du potentiel insecticide de Lippia alba avec de I'argile locale

Pour ce faire, deux argiles ont été récoltées, broyées et filtrées dans un tamis 400 um. Elles seront
appelées argile 1 et argile 2 dans la suite de ce travail. Ces argiles se différencient par le taux de silice
présent naturellement dans leur composition. La composition des différentes argiles a été analysée
par diffraction au rayon X lors d’une précédente étude et est reprise dans la section 1 en Annexe.
L'argile 1 et I’argile 2 contiennent un taux de SiO2 de respectivement 17% et 41%. La montmorillonite
K10 (Sigma-Aldrich, aire de surface : 220-270 m?/g) est également utilisée lors de cette manipulation
en tant que témoin positif.

33



3.4.6.1 Argile seule

Pour ce faire, 1 g de poudre d’argile est placé dans un bocal en verre a capacité 380 mL contenant 20
g de mais. Le tout est homogénéisé manuellement. Dix insectes non sexés sont ensuite placés dans
chaque bocal. Un relevé manuel du taux de mortalité a I'aide d’un tamis 400 um est réalisé toutes les
24h jusque 120h.

3.4.6.2 Formulation huile essentielle et argile

Tout d’abord, 1 g d’argile est pesé puis placé dans un bocal de capacité 380 mL. S’ajoute a I'argile, 20
uL d’huile essentielle a I’'aide d’'une micropipette. Le tout est homogénéisé manuellement pendant 1
min. Ensuite, 20 g de mais sont pesés et placés dans le bocal. Pour finir, 10 insectes d’'une méme
génération y sont introduits. Un relevé manuel du taux de mortalité a I'aide d’'un tamis 400 um est
réalisé toutes les 24h jusque 120h.

3.4.6.3 Granulométrie des argiles

La méthode par tamisage est utilisée. Elle consiste a tamiser la poudre a travers une série de tamis de
taille différente pour déterminer la distribution des tailles des particules. Des tamis allant de 500 a 25
microns sont utilisés dans le cadre de cette étude. Les particules qui passent a travers chaque tamis
sont collectées et pesées.

3.4.6.4 Evaluation du relargage de I'huile essentielle par I'argile

L'objectif de ce dispositif est de déterminer si les différentes argiles peuvent induire un relargage
controlé et lent des molécules d’intéréts dans le temps sans mesurer I'aspect quantitatif du relargage.
Pour ce faire, 5g d’argiles sont mélangés a 100uL d’huile essentielle. Ensuite 1g de formulation est
déposé dans le dispositif en téte d’éléphant (Figure 13). Le systeme de collecte des molécules volatiles
a été adapté a partir d’un dispositif de Stephanie Heuskin[88]. Afin de mesurer la rémanence des
molécules d’intéréts sur les argiles des prises de mesures sont réalisées toutes les 24h durant 30 min
pendant 96h. Un témoin positif ne contenant que 20 uL d’huile essentielle pure est réalisé ainsi un
témoin négatif juste avec de I'argile. De plus, pour éviter la perte d’information a cause d’une percée
de la cartouche (saturation), une cartouche de garde est mise en série apres la premiére cartouche.

Le dispositif est constitué de trois flacons en verre de 500 mL contenant les différents produits
d’adsorption (Figure 13). Chaque flacon est connecté a une pompe d’échantillonnage d’air GilAir Plus
programmeée pour pomper |'air a un débit de 0,5 L.min? et est déposé dans un bain marie maintenu a
30°C. Pour purifier I'air, une cartouche de filtre a charbon actif est insérée a la sortie du flacon. Les
composés volatils libérés par les différentes formulations sont retenus par une cartouche Tenax
adsorbante. Un test est réalisé avec le méme dispositif, mais en utilisant deux cartouches Tenax mises
I'une ala suite de I'autre pour s’assurer qu’il n’y ait pas de percée de la cartouche. Les tests sont réalisés
en triplicat. Les cartouches sont ensuite analysées en GC-MS en utilisant le Thermal Desorption Unit
(TDU).
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Figure 13: Dispositif du systéme de collection de composés volatils; 1: filtre a charbon actif; 2: dispositif en téte d'éléphant
contenant I’échantillon & analyser, 3: cartouche d’adsorption/désorption, 4: Pompe GilAir plus

3.4.6.5 Pouvoir adsorbant de I'argile

Un mL de solution de limonéne a une concentration de 2uL.mL? d’acétone est placé sur 0,5 g des
différentes argiles. Le dispositif est ensuite homogénéisé manuellement et laissé a l'air libre. Une
extraction en utilisant 10 mL d’hexane est ensuite réalisée au bout de Oh, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, et 24h.
Le liquide est filtré et 1 mL est placé dans un vial pour étre ensuite analysé a la GC-MS. Les tests sont
réalisés en triplicat. Une droite de calibrage est également réalisée en utilisant une dilution de 1/500,
1/1000, 1/50000 et 1/10 000.

3.4.7 Analyses instrumentales

3.4.7.1 Chromatographie en phase gazeuse couplée & un spectrométre de masse (GC-MS)

La cartouche a été désorbée par une unité de désorption (GERSTEL TDU). La température initiale est
de 40°C avec une augmentation de 200°C/min jusqu’a 280°C pendant 5 min. Le GERSTEL CIS a une
température initiale de -10°C et augmente a 12°C/s jusque 280°C pendant 5 min.

Pour I'analyse de la solution liquide contenant du limonene, 1 pL de solution est prélevé et injecté en
mode « splitless ».

Le four de la chromatographie en phase gazeuse (Agilent 7890B) est réglé a une température initiale
de 35°C pendant 2 min puis augmente de 5°C par minute jusqu’a 300°C pendant 2 min. La séparation
est réalisée sur une colonne Agilent 19091S-433 HP-5MS (longueur 30m, diameétre interne de
0,250mm, épaisseur du film de 0,25um) et avec de I’'hélium comme gaz vecteur a un débit constant de
1mL/min.
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Le spectrométre de masse (Agilent 5977B MSD) analyse les échantillons en mode SCAN (50-500 m/z)
avec une ionisation de 70 eV.

3.4.7.2 Identification de I'huile essentielle de Lippia alba

Le logiciel Masshunter couplé au GC-MS donne des indices de rétention et des pics
chromatographiques qu’il est possible d’identifier a I'aide de |la base de données NIST17.L L'indice de
rétention mesuré sont ensuite comparés a l'indice de rétention de la littérature obtenu avec le méme
type de colonne.

3.4.7.3 Analyses statistiques

Les résultats ont été traités avec le logiciel GraphPad Prism 8.0.1. en appliquant la distribution de
student qui est une méthode utilisée pour évaluer si la différence entre les moyennes de deux
échantillons est statistiquement significative. Le seuil de signification est de 0,05. Les graphes ont
également été réalisés avec ce logiciel.

3.4.7.4 Analyses des insectes
Toutes les analyses et les photos des insectes traités au point 4.3.1 ont été réalisées au binoculaire de
la marque Euromex.
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1 COMPOSITION CHIMIQUE DE L'HUILE ESSENTIELLE DE LIPPIA ALBA

Le rendement d’extraction d’huile essentielle de L. alba extrait par hydrodistillation est de 1,06 +
0,120% pour 240 min d’extraction (m/m) (voir section 2 en Annexe). L’huile essentielle possede une
couleur jaune et une odeur forte. Dans une revue consacrée a 'analyse de sa composition présentée
par Hennebel et al (2006), son rendement d’extraction oscille entre 0,2 et 2,2% et atteint son apogée
lors d’extractions sur des plantes non-fleuries. Dans cette présente étude, L. alba a été récoltée en
fleur donc une optimisation du rendement pourrait étre obtenue avec une extraction sur la plante
avant sa floraison [89].

Concernant sa composition, I'analyse a la GC-MS révele la présence de 9 composés majoritaires (
Tableau 5) dont 89,3% sont des monoterpénes et 8,43% sont des sesquiterpénes. L'identité des
molécules possédant plusieurs identifications probables selon les bases de données spectrales, est
vérifiée a travers l'indice de rétention théorique de la littérature obtenu avec en appliquant la méme
méthode sur la méme colonne. Les composés majoritaires de I’'HE de L. alba sont respectivement le
limoneéne (37,5%) le géranial (22,4%) et le néral (17,5%).

Tableau 5: Composition chimique de L. alba récoltée en octobre 2022, analysée a la GC-MS et vérification des Rl avec la
littérature scientifique

Tempsde  Nom du composé Aire Rl du RI Référence CAS#
rétention relative composé théorique duRI
(%) théorique

11,9 a-Phellandrene 5,65 1003 1003 [90] 99-83-2
12,5 p-Cymene 4,33 1024 1020 [91] 99-87-6
12,7 Limonene 37,5 1031 1025 [91] 138-86-3
13,3 B-Ocimene 1,90 1048 1051 [92] 3338-55-4
19,1 Néral 17,5 1245 1249 [92] 106-26-3
19,9 Géranial 22,4 1276 1270 [93] 141-27-5
22,4 2,3- 2,26 1369 N.I 608-43-5

Dimethylhydroqui

none
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23,8 B-Caryophyllene 2,94 1424 1424 [94] 87-44-5

25,4 Germacrene D 5,48 1486 1480 [95] 18252-44-
3

Le Tableau 6 synthétise |'activité insecticide a travers différents modes d'action des terpenes présents
dans la composition de I'HE de L. alba [64]. Le géranial et le néral sont deux formes isomériques du
citral. Les deux formes ont des propriétés similaires.

Les monoterpenes présentent tous une activité insecticide a travers différents modes d’action. Seul le
germacrene D n’a pas été le sujet d’études plus poussées concernant son activité insecticide. Le 2,3-
Dimethylhydroquinone n’est pas une molécule biogéne et est certainement causé par une
contamination externe.

Il a été démontré que I'activité insecticide d'une HE est liée a ses molécules majoritaires et minoritaires.
Toutes les molécules ont donc une importance. Dans I'HE de L. alba, les composés minoritaires
présenteraient des effets synergiques a I'activité insecticide des composés majoritaires a travers
différents modes de fonctionnement[26]. Ces modes de fonctionnement varies ciblent différents
systemes a savoir le systeme nerveux, le systeme neuromusculaire, le systeme mitochondrial et le
systeme hormonal. Il est intéressant d’exploiter différents modes pour le développement d’un bio-
insecticide car l'insecte rencontrera des difficultés a développer des génes de résistance. Il est
important de garder en téte que l'efficacité insecticide du composé dépend notamment du mode
d’action, de l'insecte ciblé et de son stade de développement. Dans le Tableau 6, les études qui ont
ciblé Sitophilus zeamais sont en orange. Les autres études qui ont ciblé d’autres insectes ravageurs des
récoltes sont en noir. A travers sa composition, il est donc possible d’affirmer que I'HE de L. alba est
une bonne candidate pour la conception d’un bio-insecticide.

Un autre facteur important a prendre en considération dans la conception d’une formulation d’un bio-
insecticide est la variabilité de la composition de I'huile essentielle. Les recherches sur L. alba au
Sénégal en collaboration avec le laboratoire de Chimie des Molécules Naturelles sont réalisées depuis
maintenant quatre ans et des analyses de sa composition ont montré que le limonéne, le phellandrene
et le caryophyllene sont des composés retrouvés de maniére récurrente dans sa composition (section
3 en Annexe). Le limonéne semblerait avoir un taux de toxicité semblable aux insecticides chimiques
commercialisés et fait partie des composés majoritaires présents chaque année dans I’HE. Etant donné
gue la composition de I'huile essentielle peut varier, il faudrait récolter L. alba a différents moments
de I'année ainsi qu’a différents endroits et analyser sa composition. Ces analyses consisteraient a
affirmer ou infirmer son chémotype en limonéne afin de justifier son efficacité indépendamment des
facteurs pédoclimatiques liés a sa croissance au Sénégal.

Tableau 6 :Récapitulatif des composés naturels présents dans I'huile essentielle de L. alba qui possédent un potentiel
insecticide testé selon différents modes d’action sur différents insectes résumés dans la revue de Karabérklii et al.2023 [64]
ol « + » signifie que le composé posséde un effet insecticide, « ++ » signifie que le composé posséede une efficacité insecticide
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comparable aux insecticides chimiques et la case grise indique que le composé n’a pas été soumis a des recherches avancées.
Les écritures en orange ciblent S. zeamais, en gris d’autres insectes ravageurs des récoltes.

Diminution
3 L Effet Dissuasion Inhibition
Composé naturel | Fumigation | Contact , i . . | de i )
répulsif alimentaire . physiologique

reproduction

a-Phellandrene + +

p-Cymene + + +

Limonene + + +

Ocimene ++ +

Citral ++ +

Caryophyllene + + +

Germacrene D

4.2 ETUDE DES PROPRIETES INSECTICIDES DE L’HUILE ESSENTIELLE DE L. ALBA

La lutte contre les insectes ravageurs des récoltes peut étre scindée en deux parties. La premiére partie
concerne la fumigation de gaz toxiques durant la période de stockage. La seconde partie concerne la
lutte qui vise a éliminer les ravageurs avant la mise en stockage des denrées par une application par
vaporisation sur les grains et donc une application par contact. En combinaison avec des lieux de
stockage adaptés. Dans cette section, |'activité insecticide par fumigation et par contact ainsi que
I’effet répulsif sont testés.

4.2.1 Fumigation

D'apres les analyses, 24h de fumigation ne sont pas suffisant pour atteindre une activité insecticide
significativement différente du témoin (Pyaieur > 0,05 ; Tableau 7). C'est a partir de 48h que la mortalité
montre une significativité pour toutes les doses (Pyaieur < 0,05 ; Tableau 7). Une mortalité de 100% est
atteinte au bout de 72h pour une concentration de 0,25 pL/mL d’air et au bout de 96h pour les
concentrations de 0,15 et 0,2 uL/mL d’air (Figure 14). Le témoin n’indique pas de mortalité significative
au cours du temps ce qui prouve que les vapeurs d’HE sont les seules responsables de la mort des
insectes.
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Taux de mortalité (%)

HoRe

0 pyL/mL d'air
0,1 pL/mL d'air
0,15 pL/mL d'air
0,2 uL/mL d'air
0,25 puL/mL dair

Figure 14 : Graphique du taux de mortalité de S. zeamais par fumigation de différentes concentrations en huile essentielle de
L. alba en fonction du temps. Les concentrations sont fonction du volume d’air du bocal qui est égal a 380mL d’air (n=5)

Tableau 7: P-valeurs obtenues en appliquant la distribution de student pour comparer les moyennes de I’échantillon témoins
avec les moyennes des échantillons traités par différentes concentrations en fonction du temps (section 2 en Annexe). *
significatif, ** tres significatif et *** hautement significatif

Fumigation

0,1 0,15 0,2 0,25
puL/mL ul/mL pl/mL ul/mL
d’air d’air d’air d’air
p-valeur  p-valeur  p-valeur  p-valeur

24h 0,99514 0,21499 0,05749 0,00063

¥k %k

48h 0,0183 0,00015 0,0005 <0,00001
* ¥k %k 3k k% ¥k %k

72h <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001
* %k %k * k% %k k ¥k %k

96h <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001
% %k %k * %k %k 3k %k %k * %k %k

120h <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001
% %k %k * %k %k 3k %k %k * %k %k

4.2.2 Contact

Dans la Figure 15, une mortalité de 100% est atteinte au bout de 24h pour une concentration de 16 et
20 uL/mL. Les moyennes sont significativement différentes (Pvaeur<0,05 ; Tableau 8) du témoin pour
toutes les doses ce qui implique un effet significatif du facteur dose et permet d’affirmer un effet
insecticide. De plus, le témoin n’indique pas de mortalité ce qui prouve que I'HE est la seule

responsable de la mort des insectes.
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Figure 15: Graphique du taux de mortalité de S. zeamais par contact de différentes concentrations en huile essentielle de L.
alba en fonction du temps. (n=5)

Tableau 8:P-valeurs obtenues en appliquant la distribution de student pour comparer les moyennes de I’échantillon utilisé
comme témoin avec les moyennes des échantillons traités en fonction du temps (section 2 en Annexe). * significatif, ** trés
significatif et *** hautement significatif

Contact
4 puL/mL 8 uL/mL 12 pL/mL 16 pL/mL 20 pL/mL
p-valeur p-valeur p-valeur p-valeur p-valeur
24h 0,00022 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001
%k %k k 3k %k %k 3k %k %k 3k %k %k 3k k%
48h <0,00001 0,00346 <0,00001 <0,00001 <0,00001
%k %k k 3k %k %k 3k %k %k 3k %k %k 3k k%
72h <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001
3k k ok 3k k ok %k k 3k k k 3k k¥

L'utilisation d’insecticides a travers la fumigation requiert un stockage étanche pour éviter l'infiltration
d’air et garantir I'efficacité du produit. Il est, de plus, nécessaire d’avoir une surveillance de
I"atmosphere afin d’avoir une concentration de gaz approprié pour un traitement efficace. Néanmoins,
au Sénégal, le type d’infrastructures ne répond pas a ces demandes ce qui remet en doute la
formulation d’un insecticide a appliquer par fumigation. En outre, son activité lente pourrait
également poser probléme dans le cas ou I'insecte a le temps de pondre a I'intérieur du grain. La larve
pourrait étre protégée des molécules actives et finir son cycle de développement aprés que I'activité
insecticide a perdu son efficacité. Il serait d’ailleurs intéressant de poursuivre I'étude sur |'effet
larvicide que possede I'HE. Il est tout de méme pertinent d’énoncer que les molécules terpéniques
volatiles ont un effet insecticide par inhalation sur I'insecte Sitophilus Zeamais.

De plus c'est seulement a partir de 48h de fumigation qu'il y a une différence significative entre les
échantillons traités et le témoin. La dose minimale appliquée est 38 uL (0,1uL/mL d'air) alors que pour
le contact, il y a un effet insecticide a partir de 24h pour une dose minimale appliquée de 4 uL (Figure
15 et Tableau 8). Pendant les essais a travers le mode d'action "par contact”, I'huile essentielle est
déposée sur le grain de sorte qu'elle le recouvre d'une fine pellicule. Les insectes qui sont en contact
avec I'HE peuvent par conséquent, la toucher, l'ingérer et la respirer. Il est donc possible de supposer
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que le contact et I'ingestion de I’huile essentielle possédent un effet synergique a la fumigation et
amenent 100% de mortalité plus rapidement en utilisant moins d’huile essentielle.

Il est a noter que dans cette étude, I'huile essentielle est diluée dans de I'acétone, mais ce solvant n'est
pas considéré comme « vert » et peut avoir un impact négatif sur I'environnement. L'huile essentielle
pourrait étre diluée dans de I'eau grace a l'utilisation de tensioactifs pour créer une émulsion.
L'utilisation de tensioactif comme de polysorbat 80 (E433), la gomme arabique (E414) ou la
carraghénane (E407) sont approuvés dans le réglement (CE) n°1333/2008 sur les additifs alimentaires
en respectant certaines conditions. Les émulsifiants alimentaires autorisés portent un numéro entre
E400 et E499. Ces derniers permettent de disperser I'huile essentielle dans de I'eau et ainsi sa
vaporisation sur les grains avant leur stockage.

Au Sénégal, les mesures conseillées pour une bonne conservation du grain ne sont généralement pas
adaptées a la réalité de terrain. Pour rappel, 80% des grains sont stockés dans des greniers. Ces
derniers sont propices a de nouvelles infestations apres leur stockage. L'idéal serait de formuler un
insecticide par contact rémanent ce qui ameénerait une efficacité dans le temps. La prochaine section
de ce travail portera sur la conservation des composés terpéniques d’intéréts dans le temps.

4.2.3 Répulsion
Suivant le classement de Mc Donald (1970), I’huile essentielle possede un effet répulsif en plus de son
activité toxique contre S. zeamais pendant au moins 60 min (Tableau 9 et Tableau 10).

Tableau 9: Tableau du taux de répulsion de I'huile essentielle de L. alba par rapport au classement selon Mc Donald et al (1970)
repris dans la section 1 dans I'annexe (n=5)

uL Temps (min) Propriétés
d'HE 15 30 45 60 répulsives

Taux de Taux de Taux de Taux de
répulsion (%) répulsion (%) répulsion (%) répulsion (%)

0 12,0+ 36,3 12,0+ 22,8 0,0 + 26,3 20 £ 26,5 Trés
faiblement
4 84,0 + 8,37 84,0 + 8,37 80,0+ 35,8 84,0+ 8,37 Trés forte
6 80 + 20,0 88,0 £ 17,9 96,0 £8,9 96,0 8,9 Tres forte
8 76,0 + 8,9 84,0 + 16,7 84,0 + 8,9 90,0 + 11,0 Trés forte

Tableau 10: Classement des pourcentages de répulsion selon Mc Donald et al (1970)

Classe Intervalle de répulsion Propriétés
0 PR<0,1% N'est pas répulsif
[ 0,1%<PR<20% Tres faiblement répulsif
Il 20% <PR< 40% Faiblement répulsif
1] 40% <PR< 60% Modérément répulsif
v 60% <PR< 80% Répulsif
\Y 80%<PR<100% Trés répulsif
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L’huile essentielle posséde un effet trés répulsif contre S. zeamai's ce qui peut étre intéressant pour
une application lors du transport du grain ou lors du séchage du grain a I'extérieur comme mesure
préventive contre a infestation initiale.

4.3 VALORISATION DES RESSOURCES LOCALES SENEGALAISES POUR FORMULER UN BIO-

INSECTICIDE
Pour la formulation d’un insecticide, il est primordial de se confronter a la réalité de terrain. En zone
rurale au Sénégal, en plus de prendre en compte une possible contamination au champ, il faut
considérer que la plupart des entrepbts de stockage ne sont pas étanches. Ce qui pourrait induire une
contamination post-récolte. L'idéal serait de développer un insecticide de contact rémanent possédant
une activité dans le temps pour, d’une part tuer les insectes déja présents dans le grain avant son
stockage et d’autre part, toucher les infestations post-récoltes au niveau du stockage.

Dans cette étude, la valorisation de ressources locales est choisie afin que la formulation testée soit
accessible a tous. La poudre d’argile a été choisie pour la formulation d’un bio-insecticide car elle
possede un potentiel effet synergique par une activité insecticide mécanique sur l'insecte. Elle a
également une capacité adsorbante pour un potentiel relargage lent dans le temps des molécules
terpéniques d’intéréts. Pour formuler le bio-insecticide avec de I'argile sénégalaise et de I'HE de L. alba,
|'effet insecticide des différentes argiles a d'abord été testé. Ensuite, I'effet insecticide de la
formulation de poudre d’argile et d’'HE sera testé Pour terminer, la rémanence des composés
terpéniques sur les différentes argiles sera mesurée ainsi que I’'adsorption du limonéne.

4.3.1 Effet insecticide de I'argile seule

L'argile 1 et I'argile 2 ont été récoltées, et contiennent respectivement un taux de SiO, de 17% et 41%.
La montmorillonite K10 est testée comme témoin positif étant donné qu’elle a été le sujet de diverses
études en formulation avec d’autres substances.

Suite aux expérimentations et aux tests statistiques, il est possible d’affirmer que les moyennes du
taux de mortalité obtenues apres le traitement de l'argile 1 et de I'argile 2 ne possedent pas de
différence significative par rapport aux échantillons non traités par une argile (Pyaieur>0,05 Tableau 11).
L’argile 1 et I'argile 2 ne possedent donc pas d’effet insecticide seules. Il est a noter une donnée
aberrante pour 'argile 1 a 96h. La montmorillonite posséde a elle seule un potentiel insecticide
significativement différent du témoin a partir de 24h (Pyaeur<0,05 ; Tableau 11) et atteint les 100% au
bout de 72h (Figure 16).
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Figure 16: Graphique du taux de mortalité de S. zeamais par contact de différentes argiles d’argile en fonction du temps (n=>5)

Tableau 11: P-valeurs obtenues en appliquant la distribution de student pour comparer les moyennes de I’échantillon sans
traitement avec les moyennes des échantillons traités en fonction du temps (section 2 en Annexe). * significatif, ** trés
significatif et *** hautement significatif

Argiles seules

Argile 1 Argile 2 Montmorillonite
pvaleur pvaleur pvaleur
24h 0,09696 0,09716 0,0041
k%
48h 0,05234 0,09716 <0,00001
%k ok
72h 0,05234 0,09716 <0,00001
kk ok
96h 0,00162 0,05382 <0,00001
%k %k %k
120h 0,09696 0,09716 <0,00001
%k %k %k

Concernant l'analyse des insectes au binoculaire, la Figure 17 ne montre aucun résidu argileux
provenant des argiles 1 et 2 sur la cuticule de l'insecte tandis que la montmorillonite recouvre
I’entiereté de ces derniers. L'observation des insectes a différent temps n’a pas montré de différence
entre les échantillons. Les poudres ont été tamisées avec des tamis allant de 500 a 25 microns et leur
distribution granulométrique est reprise dans le Tableau 12. La montmorillonite possede des
particules allant de 125 a inférieur a 25 microns tandis que l'argile 1 et 'argile 2 possedent une
distribution des particules qui s’établit entre 250 et 100 microns.
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Témoin Argile 1

Figure 17: Photos de profil de S. zeamais réalisées au binoculaire aprés qu’ils aient été en contact avec trois argiles (argile 1,
argile 2 et montmorillonite) et un témoin..

Tableau 12: Distribution de la granulométrie réalisée au tamis présente dans chaque argile (%)

um (%) Total
500 400 250 200 177 125 100 50 25 <25 (%)
Argile 1 0 0 35,5 15,5 25,0 20,0 4,0 0 0 0 100
Argile 2 0 0 15,8 27,8 12,7 32,8 10,9 0 0 0 100
Montmorillonite 0 0 0 0 0 35,2 43,4 6,6 63 8,5 100

La cuticule des insectes est une cible idéale pour le développement d’insecticides. En effet, elle
représente 'interface entre 'animal et I'environnement et remplit des roles importants pour la survie
de celui-ci. C'est pourquoi I'utilisation de poudres a action mécanique sur la cuticule est déja utilisée
traditionnellement dans la lutte contre les insectes ravageurs des denrées stockées au Sénégal [11].
Plus celle-ci est petite et plus la cuticule de I'insecte va adsorber la poudre ce qui va augmenter
significativement son effet insecticide.

Dans la littérature, I'utilisation de montmorillonite ayant une granulométrie qui s'établit autour de 2
Km montre une activité insecticide [49]. Dans cette étude le tamisage a été limité a 25 um. Il serait
intéressant de compléter la mesure de sa distribution par d'autres techniques, comme la microscopie
ou l'analyse de la distribution de la taille des particules en suspension. Quant a la distribution
granulométrique des argiles locales, elle est nettement supérieure a celle de la montmorillonite ce qui
pourrait justifier leur inefficacité. Une granulométrie plus fine des argiles sénégalaises pourrait étre
obtenue par broyage et par agitation a I'ultrason.[96]

L’observation au binoculaire n’a pas pu étre réalisée sur des insectes frais ce qui limite I'analyse de ces
derniers. Les images microscopiques pourraient affirmer ou infirmer la présence de microcoupures et
donc la mort de l'insecte par dessiccation. L’analyse des spiracles (organes respiratoires) pourrait
également apporter I'information d’une potentielle obstruction.
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Il serait également pertinent de poursuivre I'étude en testant I'effet insecticide de la montmorillonite
a moindre dose. Dans cette étude, 1g est utilisé pour 20g de mais. Cette quantité est bien loin de la
dose recommandée qui est de I'ordre de 0,5 a 1kg.t [46].

Pour ce qui concerne la donnée aberrante, cinq répétitions ont été réalisées pour chaque test, mais le
nombre de répétitions pourrait étre revu a la hausse afin d’améliorer la robustesse des tests.

4.3.2 Effet insecticide de la formulation entre de I'argile locale et I'huile essentielle de L.
alba

Pour rappel, 1g d’argile et 20uL d’huile essentielle sont présents dans les échantillons. Concernant les
tests utilisant la formulation entre de I'argile locale et I’huile essentielle de L. alba I'efficacité diverge
selon I'argile utilisée. La montmorillonite/HE est significativement différente du témoin dans le temps
dés 24h (Pyaeur<0,05 ; Tableau 13). Cela implique que la formulation posséde un effet insecticide.
L’argile 1/HE démontre son efficacité a partir de 48h (Pyaieur<0,05 ; Tableau 13). Quant a I’argile 2/HE
ne montre pas de différence significative par rapport au témoin (Pyaieur>0,05 ; Tableau 13) (Figure 18).

Figure 18 : Graphique du taux de mortalité de S.zeamais par contact de différentes concentrations en huile essentielle de L.
alba en fonction du temps. (n=5)
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Tableau 13: P-valeurs obtenues en appliquant la distribution de student pour comparer les moyennes des échantillons traités
avec les différentes argiles avec les moyennes des échantillons non-traités en fonction du temps (section 2 en Annexe). *
significatif, ** tres significatif et *** hautement significatif

Formulation
Argile 1/HE Argile 2/HE Montmorillonite/HE
p-valeur p-valeur p-valeur
24h 0,1175 0,44791 0,00307
3k kk
48h 0,02822 0,41333 <0,00001
3k k k
72h 0,01098 0,32282 <0,00001
3k k k
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96h 0,04693 0,34543 <0,00001

* % %

120h 0,04693 0,34543 <0,00001

* % %

Lorsque I'efficacité des différentes argiles est comparée seule ou en formulation avec I'HE, il en ressort
que l'efficacité des argiles locales employées seules ou en formulation avec de I'huile essentielle reste
la méme (pvaleur>0,05 ; Tableau 1414). La montmorillonite garde son effet insecticide inchangé dans les
deux utilisations.

Tableau 14 : P-valeurs obtenues en appliquant la distribution de student pour comparer les moyennes des échantillons traités

avec l'argile seule avec les moyennes des échantillons traités avec la formulation argile + huile essentielle en fonction du temps
(section 2 en Annexe). * significatif, ** tres significatif et *** hautement significatif

Argile vs Formulation argile/HE

Argilel vs Argile2 vs Montmorillonite

Argilel/HE  Argile2/HE s
Montmorillonite

/HE
p-valeur p-valeur p-valeur
24h 0,73643 0,96901 0,98863
48h 0,14512 0,34701 0,98863
72h 0,37578 0,96901 0,98863
96h 0,73643 0,96901 /
120h 0,15039 0,96901 /

La littérature indique qu’il existe une corrélation entre la quantité en SiO; et I'activité insecticide qui
est largement supérieure dans l'argile 2 [97]. Cependant seule |'argile 1 possede un effet insecticide a
partir de 48h. Les résultats de cette étude sont donc surprenants. Il est a noter que le taux de mortalité
n’atteint jamais les 100% pour les formulations avec les argiles locales soulignant leur inefficacité
comparée a la montmorillonite.

La méme quantité d’huile essentielle qui a donné 100% de mortalité est utilisée dans la formulation
de poudre d’argile. Une inefficacité de la formulation améne une premiére hypothése que I’huile
essentielle n’a pas été répartie de maniere homogéne sur la poudre d’argile. L’utilisation d’un solvant
permet une meilleure adsorption homogene des molécules terpéniques sur la poudre [78]. Cependant,
des problemes de persistance du solvant peuvent amener des problémes de toxicité sur le produit fini.
C’est la raison pour laquelle aucun solvant n’a été utilisé dans cette partie de ce travail.

L'autre hypothese est qu’en 5 jours, les molécules terpéniques n’ont pas été relarguées. Un potentiel
effet insecticide pourrait résider plus loin dans le temps si I’argile possede une capacité d’adsorption
a relargage lent des molécules d’intérét. Cette rémanence est testée et discutée dans la partie
suivante.
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4.3.3 Rémanence de 'huile essentielle dans la poudre d’argile

Le suivi des molécules a exclusivement été réalisé sur le limonene, le néral, le géranial et le p-cyméne
pour les monoterpenes et le germacrene D pour les sesquiterpenes. Ce choix a pour but de faciliter les
analyses des cartouches par la GC-MS en excluant directement les contaminations liées aux cartouches
et aux blancs. De plus, pour éviter la perte d’informations a cause d’une percée de la cartouche
(saturation), une cartouche de garde est mise en série aprés la premiére cartouche. La division de
I'abondance de la molécule par le volume permet la normalisation des données.

Un témoin positif constitué uniquement de 20ulL d'huile essentielle de L. alba est également réalisé.
Dans ces échantillons le limonéne et le p-cyméne ne sont plus présents dans I’échantillon apres 24h.
Le germacrene D reste légerement présent jusqu’a 48h et le néral et le géranial sont toujours présents
apres 96h (Figure 19).

Lors du pompage des composés organiques volatils de la formulation de poudre, les résultats montrent
une légere rémanence du limoneéne jusque 48h et une rémanence du p-cymene jusque 96h pour
I'argile 1. L’argile 2 et la montmorillonite ne possédent pas ou tres peu de rémanence des composés
terpéniques étant donné qu’au bout de 48h aucune molécule terpénique d’intérét n"émane encore de
la poudre.

48



HE Argile 1

5x108 1x107

Em Limonéne Em Limonene
4x108 Bl Néral 8x106 Bl Néral
Q . (%] " .
£ mm Géranial £ B Géranial
=} 3x108 = 6x106
g Bm Germacrene D § Bl Germacrene D
o 2x108 P-cyméne ‘@ 4x10° p-Cymeéne
< <
1x108 2x106
0 0 T i T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Temps (h) Temps (h)
Montmorillonite Argile 2
1.5x108 ) R 1.5x10°® : R
El Limonene El Limonéne
B Néral Hm Néral
[} " .
IS 1x108 B Géranial E 1x108 B Géranial
=] =]
g Em Germacrene DE Bl Germacrene D
© p-Cymeéne ko) -Cymeéne
z 5x107 E: 5x107 Py
0 T T T T T 0 T T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Temps (h) Temps (h)

Figure 19: Evaluation de la rémanence des molécules d'intéréts sur les différentes argiles par un systéme de collecte des
volatiles et analyse a la GC-MS (n=3)

Lors du pompage la température a été maintenue a 30°C. Les composés organiques volatils ont donc
pu se volatiliser directement. Il a été démontré que méme fixé sur un adsorbant, tous les composés
terpéniques sont capables de se volatiliser a 20°C [82].

Cependant, une meilleure rémanence dans le témoin positif démontre que le probléme ne réside pas
dans la volatilité des composés terpéniques, mais plutét dans la préparation de la formulation
poudreuse et dans |'affinité des composés avec la poudre d’argile.

Pour rappel, a Dakar, I'huile essentielle a directement été placée sur I'argile et ensuite, le mélange a
été homogénéisé pour chaque échantillon. Cependant, en Belgique, la formulation a d’abord été
préparée, homogénéisée, et seulement ensuite distribuée dans les échantillons. Une mauvaise
répartition de I’huile essentielle sur I'argile a pu empécher une formulation d’une poudre homogéene
et donc une mauvaise répartition dans les différents échantillons. Des recherches récentes visent a
I'optimisation de |'adsorption de I'huile essentielle sur I'argile en utilisant une technique
d’adsorption/évaporation sans I'utilisation de solvant organique ou de haute température [49]. L’argile
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est mise sous scellé dans un four avec du quartz contenant de I'HE. Le four chauffe, les molécules
actives s’évaporent et viennent s’adsorber sur I'argile de maniere homogene [78].

Afin de discuter du pouvoir adsorbant de différentes argiles, une cinétique d’extraction du limonéne
est réalisée dans le point 4.3.4.

Concernant la méthode d’analyse, a Oh, le pompage est réalisé jusqu’a atteindre 0,5 L pour éviter une
adsorption trop concentrée sur la cartouche et donc un chevauchement sur le chromatogramme qui
empécherait de reconnaitre les molécules. A partir de 24h, étant donné que les cartouches n’ont pas
ou tres peu adsorbé de composés volatils, il a été décidé de pomper jusqu’a 1,5 L. Cependant, malgré
un temps de pompage plus élevé, les molécules ne sont pas plus adsorbées. La cartouche de garde
possede de légeres traces de limonene pour le témoin positif ce qui indique bien percée. Pour la
formulation, elle indique une percée de la cartouche pour 24h avec de légéres quantités de limonéne
dans la 2¢ cartouche. Pour la suite de la cinétique, aucune molécule d’intérét n’a été adsorbée sur la
deuxieme cartouche ce qui confirme que les molécules d’intérét n’ont pas été pompées.

4.3.4 Cinétique d’extraction du limonéne

Une cinétique d’adsorption a été réalisée en utilisant un standard de limonéne. Le limonéne est la
molécule majoritaire de I'huile essentielle de L.alba et présente une activité insecticide semblable a
|'efficacité des produits chimiques (Tableau 6). Il a donc été pertinent d'utiliser ce standard pour suivre
son adsorption sur les différentes argiles. Pour rappel, 1 mL de solution a concentration de 2uL.mL?
est introduit sur les différentes argiles pour ensuite étre homogénéisé. Une extraction du limonéne
avec 10 mL d'hexane a ensuite été réalisée aux temps 0,1,2,3,6 et 12h. Le but de cette manipulation
est de savoir si le limonéne posséde des affinités avec les différentes argiles.

La cinétique d’extraction par les différentes argiles montre qu’au temps Oh, seulement 0,326 pL.mL?;
0,321 pL.mL?; 0,236 pL.mL? est respectivement extrait de I'argile 1, I'argile 2 et la montmorillonite.
Soit 16,3%, 16,05% et 11,8% du limonéne introduit au départ. Au bout de 1h, plus aucune trace de
limoneéne n’est extrait (Figure 21: Cinétique d'extraction du limonéene adsorbé sur les différentes argile
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Figure 21: Cinétique d'extraction du limonéne adsorbé sur les différentes argiles a travers le temps

Les résultats indiquent que le limonene n’est plus présent au bout de 1h dans la cinétique d’adsorption.
Les formulations poudreuses telles qu’elles ont été préparées ne possedent pas de capacités
adsorbantes. L’adsorption varie avec la nature du composé terpénique, avec I'adsorbant, avec la
température et avec I'humidité[82]. L’efficacité d’une formulation poudreuse est tributaire de I’huile
essentielle et des traitements préalables de I'argile. Il a été démontré qu’il y a une meilleure fixation
des adsorbats en utilisant des argiles modifiées. L’argile peut étre modifiée de différentes fagons :

- Activation thermique : Augmentation de la porosité et de la surface spécifique de I'argile de
par son chauffage entre 200 et 600°C [78].
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- Modification de la microstructure de I'argile en insérant des complexes cationiques de grandes
tailles [82]. La modification de la montmorillonite au sodium échangé (Na+-Mt) a démontré un
relargage plus lent du thymol et du carvacrol [49]

- Modification de I’"hydrophobicité de la poudre en intercalant des molécules amphiphiles [82].

- Modification acide ou basique du pH de la poudre [82].

- Mélange avec d’autre adsorbant naturel tel que I'alginate de calcium pour créer un support
mixte qui améliore I'adsorption des huiles essentielles en augmentant la diversité des sites de
liaison [79][98]

Cependant, un des objectifs de cette étude est la valorisation de ressources locales accessible a tous.
Suite a ces dernieres expérimentations, I'argile locale n’a ni démontré une activité mécanique, ni
démontré de pouvoir adsorbant. Comme mentionné précédemment, la formulation pourrait étre
optimisée afin de rendre la poudre d’argile plus adsorbante mais la simplicité d’application des
insecticides est contre les ravageurs est prioritaire pour garantir une accessibilité pour tous.
L'application de plantes séchées, de plantes fraiches, ou de poudre de plante pourrait étre étudiée.
Afin de faciliter leur utilisation, le but serait de limiter les procédés physiques tout en gardant une
activité insecticide ce qui faciliterait leur utilisation. Une étude a déja démontré |'efficacité de feuilles
fraiches et de fruits de B.senegalensis contre un insecte ravageur de 'arachide, Caryedon serratus
[99].
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail avait pour objectif de développer une formulation insecticide en utilisant des ressources
locales du Sénégal a savoir I'huile essentielle de Lippi alba et deux argiles contre Sitophilus zeamais,
insecte ravageur des récoltes de mais. Dans ce cadre, différents objectifs ont été étudiés a travers
différentes expérimentations :

L’identification de la composition de I'huile essentielle de L. alba a permis de savoir que ses composés
majoritaires sont le limonéne (37,5%), géranial (22,4%) et le néral (17,5%). L’huile essentielle est
composée presque exclusivement de molécules ayant démontré leur potentiel insecticide a travers
différents modes d’action dans de précédentes études. Sa composition en fait donc une excellente
candidate pour son utilisation en tant que bio-insecticides.

Le deuxieme objectif a été d’identifier le moyen d’application le plus efficace a moindre dose de I’huile
essentielle. Dans la réalité, il est possible d’éliminer les insectes ravageurs des récoltes (i) avant la mise
en entrepo6t des grains en appliquant un insecticide par contact ou (ii) durant son stockage a travers la
fumigation d’un gaz toxique. La toxicité de I'HE s’est avérée efficace pour les deux types d’application.
Cependant, une efficacité a moindre dose et plus rapide a été relevée a travers le test par contact. De
plus, I'huile essentielle posséde un effet répulsif. Les résultats obtenus dans cette expérience ont
permis d’identifier d’autres pistes pour des travaux futurs, celles-ci comprennent (i) I’évaluation de
I'impact de I'huile essentielle sur la survie des larves de S. zeamais qui permettrait d’amener des
connaissances sur la capacité des composés terpéniques a pénétrer dans le grain et (ii) I'application de
plantes séchées, de plantes fraiches ou de poudre de plante comme bio-insecticide.

Ensuite, cette étude s’est attelée a proposer une piste d’amélioration de I'effet insecticide en utilisant
de la poudre d’argile locale et de la montmorillonite commerciale comme témoin positif. Les poudres
ont d’abord été testées seules pour savoir si elles possédent un pouvoir insecticide a travers un mode
d’action mécanique. Ces essais se sont toutefois montrés infructueux pour les argiles locales, mais
efficaces pour la montmorillonite. La différence d’efficacité réside certainement dans la granulométrie
de la poudre qui était trop grosse dans le cas des argiles locales. Il serait intéressant de tester la
montmorillonite a plus faible dose de méme que d'affiner la granulométrie des argiles locales dans de
futurs travaux.

La formulation d’une poudre d’argile et d’huile essentielle a ensuite été élaborée pour tester le
relargage prolongé dans le temps des molécules terpéniques d’intérét a travers I'effet adsorbant de
I'argile. Cette formulation n’a pas pu étre optimisée et n’a pas montré de rémanence des composés
terpéniques. Plusieurs limitations ont été ciblées et pourront étre optimisées dans de prochaines
études telles qu’obtenir une poudre homogene pour la formulation et 'utilisation d’argile modifiée
pour améliorer I'adsorption des composés terpéniques.
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Tableau 15 : Classement des pourcentages de répulsion selon Mc Donald et al. (1970) [100]

Classe Intervalle de répulsion Propriétés

0 PR<0,1% N’est pas répulsif

I 0,1%<PR<20% Tres faiblement répulsif
Il 20% <PR<40% Faiblement répulsif

11 40 % <PR<60 % Modérément répulsif
v 60 % < PR <80 % Répulsif

Vv 80 % <PR<100% Trés répulsif

Tableau 16: Composition de I’argile locale 1 analysée par Diffraction aux rayons X

El d(A) | FC I Ic % Composition chimique % Si0,
Calcite 3,03 1,65 | 6730 11104,5 26 CaCO0s4

Dolomite 29 |153 [2700 |4131 10 CaMg(CO5),

Quartz 3,34 1 2370 2370 6 Si0, 6

FK 323 |43 |1250 5375 13 CoFy,0

Cristobalite 4,13 9 520 4680 11 Si0, 11
Palygorskite | 10,4 |92 | 1150 10580 25 2Si,0,04H,0

Sepiolite 126 |2 800 1600 4 Mg,Sig015(OH),6H,0

Smectite 15 3 700 2100 5 (Na,Ca)y3(Al,Mg),Si,0,,(0H),nH,0

Total 41940,5 100 17
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Tableau 17: Composition de I’argile locale 2 analysée par Diffraction aux rayons X

7.3 COMPOSITIONS DE L’HUILE ESSENTIELLE DE L.ALBA

Tableau 19 : Composition chimique de L.alba juillet 2022 anaysée par Ségoléne Scrurs et Annaélle Postiaux

El d(A) | FC | Ic % Composition chimique % Si0,
Quartz 3,34 1 2700 2700 2 Sio, 2
Cristobalite 4,13 |9 5000 45000 39 Sio, 39
Siderite 2,79 1,15 540 621 1 FeCO4
Hematite 2,69 |3,33 |480 1598,4 1 Fe,04
Palygorskite 10,4 | 9,2 5190 47748 42 28i,0,94H,0
Sepiolite 126 |2 5300 10600 9 Mg,Sis0,5(0H),6H,0
Smectite 15 3 2000 6000 5 (Na,Ca)o3(Al,Mg),Si,0,0(0OH),nH,0
Total 114267,4 100 41
7.2 RENDEMENT D’EXTRACTION
Tableau 18: Rendements d'extractions
n° masse mf (g) Humidité volume HE m HE (g) rendement (%)
extraction moyenne (mL)
(n=3)
1005 19,3 14 12,012 0,965
930 13,9 15 12,87 1,19
3 1000 15,7 14 12,012 1,01

Numéro du pic — | Aire du pic Pourcentage Composé identifié
Temps de relatif

rétention minimum

110.286 41583069 10.874 1-Phellandrene
2 10.799 13116110 3.430 Benzene
311.008 170705520 44.64 Limonene
411.404 6374592 1.667 1,3,6-Octatriene
516.234 30772599 8.047 Z-Citral

6 16.934 39247751 10.264 2,6-Octadienal
7 19.090 7170621 1.875 Naphtalene

8 20.277 10049585 2.628 Caryophyllene
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9 21.566

12995874

3.399

Germacrene-D

10 50.112

50374933

13.174

Spiro[cyclopenta[c]pyran-
7(1H),2’-[1,3]dioxane]-7a(4aH)-
carboxylic acid 1-oxo-, methyl
ester, cis-

Tableau 20: Composition chimique de L.alba juillet 2021 analysée par Florian Martini et Sarah Suffys

Temps de rétention (min) | Nom du composé Aire Pourcentage relatif (%)
7,449 Alpha-pinene 2402279 1.09
7,855 Camphene 213993 0.10
9.541 Phellandrene 18973744 8.63
10.309 Limonene 183510186 83.45
19.356 Alpha-cubebene 224713 0.10
20.042 Alpha-copaene 1038007 0.47
20.298 Beta-bourbonene 309132 0.14
20.428 beta-cubebene 871352 0.40
21.162 Caryophyllene 7287629 3.31
22.051 Alpha-humulene 189226 0.09
22.215 Alloaromandrene 656864 0.30
22.727 Germacrene 3583419 1.63
23.804 Delta-cadinene 178898 0.08
25.2 Caryophyllene oxide 476911 0.22
Total 219916353 100
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Tableau 21: : Composition chimique de L.alba juillet 2021 analysée par Soleiman Abir et Thomas De Zutter

Indice Kovats

Numéro Pourcentage Temps de (Référence)
de pics Qualité rétention (min) majoritaire
1 alpha-thujens 95 0,28 6,9856 925
2 .alpha.-Pinene 96 134 71448 931
3 Camphene 95 0,11 7,5368 945
4 2- BETA.-PINENE 95 0,23 82373 971
5 6-METHYL-5-HEPTEN-2-ONE 96 1,99 8,6665 987
6 .beta.-Myrcene 96 172 8,7583 991
7 I-Phellandrene 95 12,72 9,1302 1004 1005
8 Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- 97 7,20 9,7195 1024
9 dl-Limonene 99 42,74 9,9272 1031 1031
10 .BETA. OCIMENE Y 98 2,83 10,4102 1048
11 Styrene, p,.alpha.-dimethyl- 97 0,60 11,584 1083
12 LINALOOL L 97 0,62 11,8124 1100
13 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, trans- / p-Menth-2-en-1-ol, sterecisomer 91 0,29 12,5114 1120
14 Isopulegone 65 0,87 14,3082 1183
15 Myrtenal 95 0,11 14,6755 1195
16 A-PHELLANDRENE EPOXIDE 96 042 14,8637 1202
17 Z-Citral 97 5,78 15,994 1243
18 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl- 96 732 16,8296 1273
19 PIPERITENONE OXIDE 99 1,09 19,3703 1367
20 .alpha.-Copaene 9% 0,41 19,5973 1376
21 GERANYL ACETATE 83 0,36 19,8099 1384
22 .bets.-Cubebene 98 0,40 15,9741 1350
23 Caryophyllene 99 3,13 20,7324 1420
22 .alpha.-Hi 98 0,16 21,5872 1454
25 trans-.beta.-Farnesene / (E)-beta.-farnesene 98 0,62 21,6598 1457
26 1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro-1,1,7-trimethyl-4-methylene-, [laR-(1a.alpha., 99 0,34 21,7709 1461
27 GERMACRENE-D 98 5,04 22,2974 1482
28 delta-cadinene 99 0,72 23,3118 1524
29 CIS-.ALPHA.-BISABOLENE 98 0,36 23,761 1543
30 (-)-Caryophyllene oxide 91 0,19 24,7484 1385
Tableau 22: Taux de mortalité par fumigation de Sitophilus zeamais en fonction du temps selon une concentration
Temps (h)
Dose (uL/mL
Aire) 0 24 48 72 96 120
0 0+0|6+8,94 6 +13,04 6 +5,48 8 +38,37 14 +11,40
0,1 0+02,13 £13,04 40,43 + 8,94 76,6 + 8,37 82,61+8,94 |95,35+5,48
0,15 0+0(11,35+5,77 53,9 +19,49 92,91 +5,77 100+ 0 100+ 0
0,2 0+0(26+17,03 72,34 + 15,28 97,87 +4,47 100+ 0 100+ 0
0,25 0+0 [31,91+5,48 91,49 + 10,95 100+ 0 100+ 0 100+ 0
Témoin 0+0 |00 010 010 045,5 045,5
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Tableau 23:Taux de mortalité par contact de Sitophilus zeamais en fonction du temps selon une concentration

Temps (h)
Dose (pL/L
Aire) 24 48 72
0 2,5+4,5 2+45 4+55
4 12,3+94 351+8 64,6 £21,9
8 47,8+152 |72+11,4 91,7+ 8,4
12 79,5+ 10 75,5+39,1 94,8+5,5
16 100+ 0 100+ 0 100+ 0
20 97,90 100+ 0 100+ 0

Tableau 24: Taux de mortalité par contact d'argiles de Sitophilus zeamais en fonction du temps selon une concentration

Temps (h)

0 24 48 72 96 120
Argile 1 0+0 |10z£10 10+7,1 28+20,5 72,9+24,1 14,618,4
Argile 2 00 |8+84 14+11,4 32+27,7 27,1+14,1 33,3+24,5
Montmorillonite |0+0 |66+37,1 92+8,4 98+4,5 10040 10040

65




Tableau 25: Taux de mortalité par contact de la formulation entre une argile et I'huile essentielle de L.alba de Sitophilus
zeamais en fonction du temps selon une concentration

Temps (h)
Doses Formulations
(UL/L Aire) 24 48 72 96 120
Argl/HE 6,1+ 4,5 34,7+ 19,5 50+ 21,7 60,4+ 41,5 77,1+ 24,9
Arg2/HE 4,1+ 8,9 42,9+ 11,4 45,8+ 48,7 37,5+ 46,4 45,8+ 35,6
52,6 Montmorillonite/HE | 61+ 30,6 93,7+ 9,1 97,7+ 5 100+ 0 100+ 0
HE 93,9+8,9 |100+0 100+ 0 100+ 0 100+ 0
Témoin 2+ 4,5 2+ 4,5 4+5,5 4+5,5 4+55
Temps (h)
Doses Formulations
(UL/L Aire) 24 48 72 9 120
Argl/HE 6,1t 4,5 34,7+ 19,5 50+ 21,7 60,4+ 41,5 77,1+ 24,9
Arg2/HE 41+89 42,9+ 11,4 45,8+ 48,7 37,5+ 46,4 45,8+ 35,6
52,6 Montmorillonite/HE | 61+ 30,6 93,7+ 9,1 97,7+ 5 100+ 0 100+ 0
HE 93,9+8,9 1000 100+ 0 100+ 0 100+ 0
Témoin 2+ 4,5 2+ 4,5 4+5,5 4+5,5 4+5,5

66




7.4 TESTS STATISTIQUES

Tableau 26: Analyse des moyennes des échantillons n'ayant pas regu de traitement avec les échantillons qui ont regu un
traitement par fumigation. Le test statistique appliqué est le test t utilisant la distribution de student

Fumigation
0,1
Mean of 0,1 SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of O pl/ml Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,99514 6 5,96 0,04 6,368| 0,006281 8 0,99514
48h Yes 0,00919 6 40,42 -34,42 10,09 3,412 8 0,0183
72h Yes <0,00001 6 76,6 -70,6 4,675 15,1 8/<0,00001
96h Yes <0,00001 8 82,6 -74,6 5,728 13,02 8/<0,00001
120h Yes <0,00001 14 95,36 -81,36 5,837 13,94 8|<0,00001
0,15
Mean of SE of Adjusted P
Significant? P value Meanof 0 | 0,15 pl/ml | Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,21499 6 12,06 -6,06 4,5 1,347 8 0,21499
48h Yes 0,00008 6 54,52 -48,52 6,549 7,409 8 0,00015
72h Yes <0,00001 6 93,64 -87,64 3,57 24,55 8/<0,00001
96h Yes <0,00001 8 100 -92 3,742 24,59 8/<0,00001
120h Yes <0,00001 14 100 -86 5,099 16,87 8/<0,00001
0,2
Mean of 0,2 SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of 0 pl/ml Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,05749 6 26 -20 9,023 2,217 8 0,05749
48h Yes 0,00025 6 72,34 -66,34 10,65 6,228 8 0,0005
72h Yes <0,00001 6 97,88 -91,88 3,24 28,36 8/<0,00001
96h Yes <0,00001 8 100 -92 3,742 24,59 8|<0,00001
120h Yes <0,00001 14 100 -86 5,099 16,87 8/<0,00001
0,25
Mean of SE of Adjusted P
Significant? P value Meanof 0 | 0,25 p/ml | Difference | difference t ratio df Value
24h Yes 0,00063 6 31,92 -25,92 4,782 5,42 8 0,00063
48h Yes <0,00001 6 91,48 -85,48 6,574 13 8/<0,00001
72h Yes <0,00001 6 100 -94 2,449 38,38 8|<0,00001
96h Yes <0,00001 8 100 -92 3,742 24,59 8/<0,00001
120h Yes <0,00001 14 100 -86 5,099 16,87 8/<0,00001

Tableau 27 :Analyse des moyennes des échantillons ayant été traité par I’huile essentielle seule avec les échantillons qui ont
regu été traité par la formulation . Le test statistique appliqué est le test t utilisant la distribution de student

Argile1HE / 20 pL
Mean of Mean of SE of Adjusted P
Significant? P value Argl/HE 20pL Difference | difference t ratio df Value
24h Yes <0,00001 6,528 97,96 -91,43 2,612 35 8|<0,00001
48h Yes 0,00008 34,69 100 -65,31 8,896 7,341 8 0,00016
72h Yes 0,00112 50 100 -50 10,1 4,951 8 0,00112
Argile2HE / 20 pL
Mean of Mean of SE of Adjusted P
Significant? P value Arg2/HE 20pL Difference | difference t ratio df Value
24h Yes <0,00001 5,306 97,96 -92,65 4,162 22,26 8|<0,00001
48h Yes <0,00001 42,86 100 -57,14 5,202 10,98 8|<0,00001
72h Yes 0,04323 46,67 100 -53,33 22,23 2,399 8 0,04323
MontHE / 20 uL
Mean of Mean of SE of Adjusted P
Significant? P value Mont/HE 20pL Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,03085 61,03 97,96 -36,93 14,12 2,616 8 0,08973
48h No 0,16403 93,65 100 -6,35 4,145 1,532 8 0,30115
72h No 0,34659 97,69 100 -2,314 2,314 1 8 0,34659
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Tableau 28: Analyse des moyennes des échantillons n'ayant pas regu de traitement avec les échantillons qui ont regu un
traitement par contact. Le test statistique appliqué est le test t

Contact
0 pL/mL
Mean of O SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of 0 pL/mL Difference | difference t ratio df Value
24h Yes 0,03577 2 13,11 -11,11 4,406 2,521 8 0,03577
48h Yes 0,00004 2 35,16 -33,16 4,153 7,984 8 0,00013
72h Yes 0,00042 4 64,58 -60,58 10,5 5,77 8 0,00084
4 uL/mL
Significant? P value Mean of 0 pL/mL Difference | difference t ratio df JVaIue
24h Yes 0,00022 2 48,07 -46,07 7,229 6,373 8 0,00022
48h Yes <0,00001 2 72 -70 6,16 11,36 8|<0,00001
72h Yes <0,00001 4 91,68 -87,68 4,598 19,07 8|<0,00001
8 ul/mL
Mean of 8 SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of O pL/mL Difference | difference t ratio df Value
24h Yes <0,00001 2 79,59 -77,59 4,983 15,57 8|<0,00001
48h Yes 0,00346 2 75,52 -73,52 17,95 4,095 8 0,00346
72h Yes <0,00001 4 93,76 -89,76 3,534 25,4 8|<0,00001
12 ul/mL
Mean of 12 SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of 0 pL/mL Difference | difference t ratio df Value
24h Yes <0,00001 2 100 -98 2 49 8|<0,00001
48h Yes <0,00001 2 100 -98 2 49 8|<0,00001
72h Yes <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8|<0,00001
16 pL/mL
Mean of 20 SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of 0 pL/mL Difference | difference t ratio df Value
24h Yes <0,00001 2 97,96 -95,96 2,857 33,59 8|<0,00001
48h Yes <0,00001 2 100 -98 2 49 8|<0,00001
72h Yes <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8|<0,00001
20 ul/mL
SE of Adjusted P
Significant? P value Mean of 0 | Mean of C5 | Difference | difference t ratio df Value
24h Yes <0,00001 2 97,96 -95,96 2,857 33,59 8|<0,00001
48h Yes <0,00001 2 100 -98 2 49 8|<0,00001
72h Yes <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8|<0,00001
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Tableau 29: Analyse des moyennes des échantillons n'ayant pas regu de traitement avec les échantillons qui ont regu un
traitement de la formulation entre une argile de I’huile essentielle par contact. Le test statistique appliqué est le test t

Formulation Arg/HE

Argile 1/HE
Mean of
Mean of Group SE of Adjusted P
Significant? P value Témoin Argl/HE Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,1175 2 6,528 -4,528 2,581 1,754 8 0,1175
48h Yes 0,00713 2 34,69 -32,69 9,118 3,585 8 0,02822
72h Yes 0,00221 4 50 -46 10,39 4,427 8 0,01098
96h Yes 0,0159 4 61,25 -57,25 18,79 3,047 8 0,04693
120h Yes 0,0159 4 61,25 -57,25 18,79 3,047 8 0,04693
Argile 2/HE
Mean of
Mean of Group SE of Adjusted P
Significant? P value Témoin Arg2/HE Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,44791 2 5,306 -3,306 4,143 0,798 8 0,44791
48h No 0,10984 2 42,86 -40,86 5,574 7,331 8 0,41333
72h No 0,09286 4 46,67 -42,67 22,36 1,908 8 0,32282
96h No 0,13174 4 39,17 -35,17 20,95 1,679 8 0,34543
120h No 0,13174 4 39,17 -35,17 20,95 1,679 8 0,34543
Montmorillonite/HE
Mean of
Mean of Group SE of Adjusted P
Significant? P value Témoin Mont/HE Difference | difference t ratio df Value
24h Yes 0,00307 2 61,03 -59,03 14,11 4,183 8 0,00307
48h Yes <0,00001 2 93,65 -91,65 4,602 19,92 8|<0,00001
72h Yes <0,00001 4 97,69 -93,69 3,37 27,8 8|<0,00001
96h Yes <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8|<0,00001
120h Yes <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8|<0,00001

Tableau 30: Analyse des moyennes des échantillons traités avec les différents argiles avec les moyenne n’ayrant pas été traités
e par contact. Le test statistique appliqué est le test t

Argiles seules

Argile 1
Mean of
Mean of Group SE of Adjusted P
Significant? | P value Témoin Argl/HE | Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,05577 0 10 -10 4,472 2,236 8 0,09696
48h No 0,01335 0 10 -10 3,162 3,162 8 0,05234
72h No 0,0157 0 28 -28 9,165 3,055 8 0,05234
96h Yes 0,00032 4 72,92 -68,92 11,49 6 8 0,00162
120h No 0,04972 4 14,62 -10,62 4,598 2,31 8 0,09696
Argile 2
Mean of
Mean of Group SE of Adjusted P
Significant? | P value Témoin Argl/HE | Difference | difference t ratio df Value
24h No 0,06497 0 8 -8 3,742 2,138 8 0,09716
48h No 0,02523 0 14 -14 5,099 2,746 8 0,09716
72h No 0,03269 0 32 -32 1241 2,579 8 0,09716
96h No 0,011 4 27,1 -23,1 7,019 3,291 8 0,05382
120h No 0,02831 4 33,34 -29,34 10,98 2,671 8 0,09716
Montmorillonite
Mean of Group SE of Adjusted P
Significant? | P value Témoin Argl/HE | Difference | difference t ratio df Value
24h Yes 0,0041 0 66 -66 16,61 3,973 8 0,0041
48h Yes| <0,00001 0 92 -92 3,742 24,59 8| <0,00001
72h Yes|  <0,00001 0 98 -98 2 49 8| <0,00001
96h Yes| <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8| <0,00001
120h Yes|  <0,00001 4 100 -96 2,449 39,19 8| <0,00001
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Tableau 31: Analyse des moyennes des échantillons ayant été traités avec I'argile seule avec les moyennes des échantillons
ayant été traités avec la formulation.. Le test statistique appliqué est le test t

Argile 1/ Argile1HE
Mean of Mean of SE of
Significant? P value Argile 1 Group B Difference | difference t ratio df Adjusted P Value
24h No 0,48661 10 6,528 3,472 4,761 0,7293 8 0,73643
48h No 0,03087 10 34,69 -24,69 9,441 2,615 8 0,14512
72h No 0,14537 28 50 -22 13,64 1,613 8 0,37578
96h No 0,60615 72,92 61,25 11,67 21,75 0,5366 8 0,73643
120h No 0,03993 14,62 61,25 -46,63 19,03 2,45 8 0,15039
Argile 2/ Argile2HE
Mean of Mean of SE of
Significant? P value Argile 2 Group B Difference | difference t ratio df Adjusted P Value
24h No 0,61921 8 5,306 2,694 5,212 0,5169 8 0,96901
48h No 0,41776 14 42,86 -28,86 7,285 3,962 8 0,34701
72h No 0,58042 32 46,67 -14,67 25,46 0,5761 8 0,96901
96h No 0,59539 27,1 39,17 -12,07 21,82 0,553 8 0,96901
120h No 0,80964 33,34 39,17 -5,826 23,4 0,249 8 0,96901
Mont/ MontHE
Mean of
Montmorillon| Mean of SE of
Significant? P value ite Group B Difference | difference t ratio df Adjusted P Value
24h No 0,82471 66 61,03 4,968 21,71 0,2289 8 0,98863
48h No 0,77513 92 93,65 -1,65 5,584 0,2955 8 0,98863
72h No 0,92076 98 97,69 0,314 3,059 0,1027 8 0,98863
96h 100 100 0 0
120h 100 100 0 0
Tableau 32: Abondance du limonéne extrait par de I’hexane sur les différentes argiles testées lors de I'étude
Apres Oh
Concentration
Abondance Moyenne |SD
(uL/mL)
Al 8229968,4 0,356
A2 5940724,9  [0,299 0,326 0,029
Argile 1 A3 6951132,8 0,324
B1 7013898,1 0,325
B2 6938901,1 0,323 0,321 0,006
Argile 2 B3 6551510,3 0,314
C1 3431304,8 0,236
) 3334648,6 (0,233 0,236 0,002
Montmorillonite Cc3 3506024,9 0,238

70



