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Résumé

Les plantes aromatiques possedent de plus en plus un atout considérable grace a la valorisation de leurs huiles essentielles
dans différentes applications notamment en tant que anti-inflammatoires, antiseptiques, antifongiques, bactéricides,
antitoxiques, insecticides et insectifuges, tonifiantes, stimulantes, calmantes, etc. Ce travail rapporte la valorisation, en tant
que bio insecticide, de deux huiles essentielles de deux plantes de la famille de Rutacée (Citrus sinensis et Citrus
aurantium), extraites par hydro distillation et analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (CPG-SM). Le limonéne a été obtenu, comme composé majoritaire, avec un pourcentage de 95,36% chez Citrus
sinensis et 90,0% chez Citrus aurantium. Les tests de sensibilité réalisés dans les conditions du laboratoire de ces huiles
vis-a-vis du moustique Culex pipiens (Diptera: Culicidae), vecteurs de maladies parasitaires, ont montré que I’huile
essentielle de Citrus aurantium possede une activité larvicide intéressante que celle de I’huile essentielle de Citrus sinensis.
En effet, 100 % de mortalité des larves des stades 3 et 4 de ’espéce Culex pipiens a été obtenu a des concentrations de
300ppm pour Citrus aurantium et 600 ppm pour Citrus sinensis. Les CL50 et les CL90 de Citrus aurantium et de Citrus
sinensis calculées ont été respectivement de I’ordre de 139,48 et 280ppm et de 212,04 et 516ppm.

Mots-clés : Huiles Essentielles, Citrus sinensis, Citrus aurantium, Culex pipiens, Bio essais, Valorisation, Bio insecticide.

Abstract

Aromatic plants have an increasingly important asset by the valorization of their essential oils in different applications
particularly as anti-inflammatory, antiseptic, antifungal, antibacterial, antitoxic, insecticides and repellents, toning,
stimulating, soothing, etc.. This study reports the valorization, as bio insecticide, two essential oils from two plants of the
family Rutaceae (Citrus aurantium and Citrus sinensis), extracted by distillation and analyzed by hydrocarbon gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). Limonene was obtained as majority compound, with a percentage
of 95.36% with 90.0% Citrus sinensis and in Citrus aurantium. The bio tests conducted in laboratory conditions of these
oils against the mosquito Culex pipiens (Diptera: Culicidae), vectors parasitic diseases showed that the essential oil of
Citrus aurantium has an interesting than the essential oil of Citrus sinensis larvicidal activity. Indeed, 100% mortality of
larvae stages 3 and 4 of Culex pipiens was obtained at concentrations of 300 ppm for Citrus aurantium and 600 ppm for
Citrus sinensis. The LC50 and LC90 of Citrus aurantium and Citrus sinensis were calculated respectively in the order of
139.48 ; 212.04 and 280ppm ; 516ppm.

Keywords: Essential oils, Citrus sinensis, Citrus aurantium, Culex pipiens, Bio tests, valorization, Bio insecticide.

1. Introduction

Le moustique Culex pipiens est un vecteur compétent pour plusieurs agents pathogénes affectant I’homme et/ou
I’animal tel est le cas du virus West Nile [1], le virus de la fievre de la vallée de Rift [2-4], et de filaires [5-8].
Au Maroc, I’espéce Culex pipiens (Diptera: Culicidae) a été fortement suspectée lors de la fievre West Nile qui
a été rapportée en 1996 avec 42 équidés morts [9], en 2003 [10] et en 2010 [11-12].
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La lutte chimique contre ce type de moustique est une stratégie efficace dans la vie quotidienne [13]. Cependant,
I'utilisation généralisée des insecticides chimiques de synthése a entrainé de nombreuses conséquences
négatives pour I’homme et son environnement [14], ce qui a entrainé une plus grande attention aux produits
naturels [15]. Parmi les bio insecticides, les végétaux qui connaissent actuellement un regain d’intérét en raison
de leurs propriétés éco-toxicologiques [16].

En effet, les vertus thérapeutiques des plantes médicinales et aromatiques ont été expérimentées depuis des
siécles et la valorisation de leurs huiles essentielles dans différentes applications notamment en tant que anti-
inflammatoires, antiseptiques, antifongiques, bactéricides, antitoxiques, insecticides et insectifuges, tonifiantes,
stimulantes, calmantes, a été rapportée [17,18].

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées comme une alternative aux insecticides synthétiques pour les
programmes de lutte antivectorielle [19]. En général, les huiles essentielles de plantes ont été reconnues comme
une ressource importante naturel d'insecticides [20].

C’est dans ce cadre que s’inscrit I’objectif de cette étude, réalisée pour la premiére fois au centre du Maroc, qui
consiste a développer une stratégie nouvelle de lutte contre les larves des moustiques vecteurs de maladies
parasitaires, en apportant un intérét majeur a 1’utilisation d’huile de plante comme bio-insecticide.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Récolte de plante et extraction d'huile essentielle

Le Citrus sinensis ou l'oranger douce (Rutacée) est un arbre, pouvant atteindre 10 m de hauteur environ, avec un
feuillage vert sombre persistant et légérement ailé, la floraison blanche tres parfumée, les fruits mettent 10 a 12
mois pour murir, de taille moyenne, de forme sphérique, et de couleur caractéristique orange.

Le Citrus aurantium (Rutaceae), orange amére ou bigaradier est trés connu, arbre de 5 a 10 métres, le fruit, les
feuilles, les rameaux et la fleur ont de nombreuses applications alimentaires ainsi qu’en parfumerie.

Le choix de ces deux plantes a été guidé par leurs utilisations par I’Homme dans ses traditions et ses coutumes
en tant que des répulsifs et des insectifuges contre les moustiques et également du fait de leurs abondances dans
notre pays.

Les plantes de Citrus sinensis et le Citrus aurantium ont été récoltées en mois de mars 2011 au niveau de la
province de Taounate. Une biomasse de 200g de matiére végétale a été soumise a une hydro distillation pendant
3 h, a I’aide d’un appareillage de type Clevenger. Les huiles essentielles recueillies par décantation a la fin de la
distillation ont été séchées sur du sulfate de sodium anhydre pour éliminer les traces d’eau résiduelles.
L’essence ainsi obtenue a été mise dans de petits flacons opaques et stockée a 4°C avant leur utilisation.

2.2. Etude chimique et identification des composés

L’analyse chimique de I’huile essentielle a été effectuée a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (CPG-MS).

Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un appareil Trace GC ULTRA,
équipé d’un injecteur en mode Split, d’'une colonne VB-5 (Longueur : 30 m, Diamétre interne : 0.25 mm,
Epaisseur du film : 0.25 um). Les conditions opératoires sont les suivantes: gaz vecteur: hélium, solvant :
Acétate d’éthyle température d’injection 220 C°, volume d’injection 1 pl, débit 1,4 ml/min, programmation de
température: de 40 a 180°C a 4°C/mn, avec un palier de 20 mn a 300°C.

Le couplage avec le spectrométre de masse Polaris QMS se fait avec une température d’interface de 300 C°. Les
conditions opératoires sont les suivantes: Type d’ionisation EI (70 eV), Température de la source d’ionisation
200°C, détecteur Trappe a ionique. La base de données utilisée : NIST M Search.

L’identification des différents constituants des huiles essentielles a été faite sur la base de leurs indices de
rétention et de leurs spectres de masse par comparaison avec les données de la littérature [21-22].

2.3. Caractéristique du gite larvaire

La collecte des larves du Culex pipiens a été effectuée dans un gite larvaire situé dans la zone urbaine de la ville
de Fés, nommé Grand canal (402m d’altitude ; 30°03.369° de latitude et 005°08.035” de longitude). Ce gite est
caractérise par une tres forte densité larvaire de culicidés grace a son eau chaude issue d’une source thermale
nommeée Ain Lah, favorisant ainsi la prolifération des larves du Culex pipiens.

2.4.  Collecte des larves de Culex pipiens
Les larves ont été collectées a 1’aide de plateau rectangulaire en plastique, qu’on incline de 45° par rapport a la
surface de I’eau, la force de tension qui en résulte attire les larves vers le plateau. Les larves récoltées ont été
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maintenues en élevage dans des plateaux rectangulaires a une température moyenne de 22,6 °C + 2 °C dans
I’unité¢ d’entomologie au laboratoire Régional de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygiéne du Milieu
(LRDEHM).

2.5. Identification des larves
L’identification des caracteres morphologiques des larves a été déterminée a 1’aide de la clé d’identification
Marocaine des culicidés [23] et le logiciel d’identification des moustiques de I’ Afrique méditerranéenne [24].

2.6. Tests de sensibilité larvaire

Nous avons préparé dans 1’éthanol une solution stock de 10% des huiles essentielles étudiées et une série de
dilution. Des expériences préliminaires ont permis de sélectionner une gamme de concentrations pour les teste
proprement dit. Ainsi nous avons préparé une gamme des solutions suivantes : pour le Citrus sinensis (50, 100,
200, 300, 400, 500 et 600ppm) et pour le Citrus aurantium, (50, 100, 150, 200, 250, 300, 400ppm). 1ml de
chaque solution préparée est mis dans des béchers contenant 99ml d’eau distillée en contact avec 20 larves du
stade 3 et 4, le méme nombre de larves a été placé dans un bécher témoin contenant 99 ml d’eau du distillée plus
1 ml d’éthanol. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque dilution ainsi que pour le témoin. Apres 24h de
contact nous avons dénombré les larves mortes et vivantes.

Les résultats des tests de sensibilité larvaires ont été exprimés en pourcentage de la mortalité en fonction des
concentrations des huiles essentielles utilisées. Si le % de mortalité chez les témoins est supérieur a 5%, le % de
mortalité chez les larves exposées a I’huile essentielle doit étre corrigé en utilisant la formule d’Abbott [25].

% Mortalité corrigée = (% Mortalité Observée - %Mortalité Témoin)/ (100-%Mortalité Témoin) x100. Si la
mortalité chez les témoins excede 20%, le test est invalide et doit &tre recommencé.

2.7. Analyse statistique des données
Pour la saisie et le traitement des données, nous avons utilisé le logiciel d'analyse Log- probit (WinDL de la
version 2.0) développé par CIRAD-CA/MABIS [26].

3. Résultats et discussion

3.1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles de Citrus sinensis et Citrus aurantium

Le rendement moyen en huiles essentielles, des deux plantes Citrus sinensis et Citrus aurantium, calculé sur la
base de la matiere séche a été trouvé de 1’ordre de 1,2%. Tandis que, les résultats des analyses chimiques des
deux huiles essentielles étudiées ont montré qu’elles sont trés riche en mono terpénes et le limonéne est le
constituant majoritaire avec des pourcentages respectifs de 95,36% et 90,0%. Notons que de nombreux facteurs
peuvent influencer le rendement, les caractéristiques physico-chimiques et la composition chimique des huiles
essentielles tels que les conditions environnementales, la technique d’extraction, le séchage, la période et le
milieu de récolte, les pratiques culturales et I’dge du matériel vegétal [27-30].

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Rossi Y.E.[31], qui ont trouvé que le composé majoritaire de C.
sinensis est le limonéne avec un pourcentage de 1’ordre de 95,1% et ceux de Dongmo P.M.J. et al., [32] qui ont
obtenu le limonéne également comme principal composé avec un pourcentage de 82,36%. D’autre part, les
fruits récoltés a partir des plantes adultes de Citrus aurantium par Aline de Moraes Pultrini et al., [33] dans un
verger a Sdo Paulo State University, ont pu donner une huile essentielle composée par deux mono terpenes :
limonéne comme constituant majoritaire a 97,83% et le myrcene a 1,43% et un aldéhyde: octanal a 0,45%. Le
reste de I’huile 0,29% dans la composition n'a pas été identifiée.

3.2. Variation du taux de mortalité des huiles essentielles de Citrus sinensis et Citrus aurantium sur [’espéce
Culex pipiens

Dans notre expérience, les différentes huiles essentielles étudiées (Citrus sinensis et Citrus aurantium) ont été
soumises au laboratoire & des essais biologiques contre 1’espéce Culex pipiens. Aprés 24 heures de contact, le
taux de mortalité a varié selon les concentrations et les huiles essentielles ont donné des résultats satisfaisants
dans la mesure qu’elles ont montré un important effet larvicide. En effet, nous avons observé que la
concentration nécessaire de 1’huile essentielle de Citrus sinensis pour obtenir 100% de mortalité des larves du C.
pipines a été évaluée a 600ppm (figure 1). Par contre, I’huile essentielle de Citrus aurantium a présenté une
forte activité larvicide avec 100% de mortalité sur les larves de 1’espéce Culex pipiens a partir d’une
concentration de 300ppm (figure 2). Cette activité pourrait étre due a la composition chimique des deux huiles
constituée majoritairement de limonéne, appartenant aux monoterpénes qui sont célébres pour leur effet
insecticide envers plusieurs especes d’insectes [34].
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Figure 1: Mortalité(en %) des larves de Culex pipiens en fonction de la concentration (en ppm)
de I’huile essentielle de Citrus sinensis.
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Figure 2 : Mortalité (en %) des larves de Culex pipiens en fonction de la concentration
de I’huile essentielle (en ppm) de Citrus aurantium.

Des travaux effectués par Mwaiko [35] et par Mwaiko et Savaeli [36] ont rapporté que les extraits de citrus
possédent un bon potentiel larvicide contre les culicidés (notamment contre 1’Aedes Albopictus). D’autres
auteurs [37] ont trouvé également une toxicité importante des extraits de cing plantes médicinales de la famille
de citrus contre le quatriéme stade larvaire de Culex quinquefasciatus, espéce de méme genre que Culex pipiens.

3.3. Concentrations létales CL50 et CL90

Le tableau 2 montre que I'huile essentielle de Citrus aurantium testée sur 1’espece Culex pipiens est plus
efficace que celle de Citrus sinensis. En effet, les valeurs de la CL50 et la CL90 enregistrées pour Citrus
aurantium sont de I’ordre de 139,48ppm et de 212,04ppm (Equation de la droite de régression pondérée: Y=-
15,11461+7,04799X; Chi2=5,1347) alors que celles de Citrus sinensis sont de 1’ordre de 280,82 ppm et 516,25
ppm (Equation de la droite de régression pondérée: Y=-11,86832+4,84730X; Chi2=15,1618).

Tableau 2 : Mortalité(%) des larves de Culex pipiens en fonction de la concentration létales CL50 et CL90 des
huiles essentielles de Citrus sinensis etCitrus aurantium aprés 24 heures d'exposition

Espéces végétales CL50 (ppm) (LI-LS)* CL90 (ppm) (LI-LS)*
Citrus sinensis 280,82 (37,441-381,70) 516,25 (379,57-2454,87)
Citrus aurantium 139,48 (120,70-154,76) 212,04 (193,82-238,06)

*LI-LS : Limite Inférieure- Limite Supérieure
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Selon Traboulsi et al [38] et Cheng et al [39], la CL50, obtenue par l'activité larvicide de I’huile essentielle de
Citrus sinensis contre Culex pipiens, a été trouvée de 1’ordre de 60 ppm. Pavela en 2009 [40] a trouvé également
des résultats intéressants concernant 1’activité de Citrus aurantium sur Culex quinquefasciatus, avec une CL50 =
179,8 ppm et une CL90 de 351,1 ppm. Récemment en inde des chercheurs [41] ont observé des valeurs de la
CL50 et de 1a CL90 de 1’ordre de 370,96 et de 446,84 ppm au cours des tests larvicide de Citrus sinensis, contre
un moustique culicidé 1’ Aedes aegypti du méme genre que Culex pipiens.

En comparant nos résultats aux travaux antérieurs peu nombreux cités ci-dessus, ils indiquent que les huiles
essentielles étudiées (Citrus sinensis et Citrus aurantium) ont un bon potentiel larvicide contre les larves de
Culex pipiens étant donné le pourcentage de mortalité et les CL50 et CL90 enregistrées.

Ainsi, nous pouvons considérer les dérivés de plantes comme des sources de certains agents biologiquement
actifs pouvant étre utilisée pour le contrdle des moustiques dans I'avenir [42].

Conclusion

Cette étude, sur la valorisation, en qualité de bioinsecticide, de deux huiles essentielles de Citrus sinensis et
Citrus aurantium cultivées au centre du Maroc, a montré que I’huile essentielle de Citrus aurantium possede
une activité larvicide intéressante contre Culex pipiens par rapport a I’huile essentielle de Citrus sinensis avec
des CL50 et des CL90 respectivement égales a (139,48 ; 212,04ppm) et (280,82 ; 516ppm).

En perspective de ce travail, nous envisageons d’étudier et de comparer 1’activité larvicide des extraits aqueux
de ces deux plantes contre les larves de moustiques Culex pipiens ainsi que sur d’autres vecteurs potentiels de
maladies parasitaires notamment les anophélinae.

Conflit d’intérét : aucun.
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