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Résumé

Le but de ce travail est d'étudier la stabilité de la composition chimique dans le temps et
I’activité antifongique d’huile essentielle de Thymus vulgaris vis-a-vis deux champignons
phytopathogénes du genre Fusarium. L’huile essentielle de cette plante a été obtenue par

hydrodistillation de la partie aérienne.

Dix-sept des constituants de cette huile essentielle ont été identifiés par une Chromatographie
en Phase Gazeuse (CPG). Le composé majoritaire caractérisant I’huile essentielle de Thymus
vulgaris est le Carvacrol (63,42%).

Cette huile essentielle de Thymus vulgaris présente un pouvoir antifongique trés puissant et
prometteur. Une inhibition presque totale des deux champignons testés Fusarium

graminearum et Fusarium culmorum a été enregistrée.

Mots clés : Thymus vulgaris, huile essentielle, composition chimique, activité antifongique,

Fusarium graminearum et Fusarium culmorum.

Abstract

The aim of this work is to study the stability of the chemical composition over time and the
antifungal activity of essential oil of Thymus vulgaris against two phytopathogenic fungi of the
genus Fusarium. The essential oil of this plant was obtained by hydrodistillation of the aerial
part.

Seventeen of the constituents of this essential oil were identified by Gas Phase
Chromatography (GPC). The majority compound characterizing the essential oil of Thymus

vulgaris and Carvacrol (63.42%).

This essential oil of Thymus vulgaris has a very powerful and promising antifungal power. An
almost total inhibition of the two tested fungi Fusarium graminearum and Fusarium culmorum

has been recorded.

Keywords: Thymus vulgaris, essential oil, Chemical composition, antifungal activity,

Fusarium graminearum and Fusarium culmorum.
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Introduction

La plante est un organisme vivant qui existe depuis 1’antiquité. Elle constitue un maillon
tres important et fondamental dans le cycle biologique de vie des autres organismes vivants
tels que les animaux et les étres humains (Madi, 2010).lls s’en servent pour se nourrir, Se
soigner et parfois dans ses traditions superstitieuses et religieuses. Les propriétés odorantes et
thérapeutiques des plantes étaient, déja, connues par I’ancienne Egypte et en Chine (Fellah et
al., 2006). Le recours aux plantes medicinales pour se gueérir a pris naissance depuis bien
longtemps en médecine traditionnelle grec, romaine, indienne, chinoise et arabo-musulmane.
Au niveau national et d’aprés une enquéte réalisée dans le cadre d’une étude sur 1’utilisation
des plantes en médecine traditionnelle,71% des personnes interrogees utilisent les plantes
médicinales et aromatiques pour se faire soigner (Wicht et Anton, 2003).

Le continent africain regorge de plantes médicinales trés diversifiées (Mangambu et al.,
2010). L’ Algérie compte parmi les pays du bassin méditerranéen les plus riches en ressources
phylogénétiques & intérét aromatique et médicinal, vu la diversité de ses étages
bioclimatiques. Plus de 300 especes ont été dénombrées a usage thérapeutique ou aromatique

existant parmi les 3150 espéeces végétales que compte notre pays (Mokkadem, 1999).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ou les plantes et les extraits de plantes sont
utilisés, étant donné leurs propriétés biologiques, elles sont les sources primaires de

médicaments employés pour le traitement de différentes pathologies.

Dans ce contexte, 1’utilisation des composés naturels avec une activité antimicrobienne et
antioxydante démontrent un large éventail d’activités biologiques et pharmacologiques
(Gautam et al., 2014).

La fusariose est une des maladies les plus importantes altérant le blé dans le monde
(Leplat, 2012). Plusieurs espéces du genre Fusarium causent des dégats trés importants du
point de vue agroalimentaire, elles sont considérées comme des champignons du champ,
infectant principalement le blé et le mais. Ce qui se traduit non seulement par une réduction
du rendement des cultures par la fusariose, mais aussi par la production d’une large gamme de
mycotoxines. Le déoxynivalénol est une toxine appartenant a la famille des trichothécénes,
produite principalement par les especes Fusarium graminearum et Fusarium culmorum
(Gutleb et al., 2002).




Introduction

De nombreux pesticides sont des perturbateurs endocriniens, leur toxicité ne se limite pas
seulement aux espéces que 1’on souhaite éliminer. Ils sont notamment toxiques pour I’homme et
leurs effets sur I'environnement sont nombreux. Les substances et/ou les molécules issues de leur
dégradation sont susceptibles de se retrouver dans 1’air, le sol, les eaux, les sédiments... ainsi
que dans les aliments. Elles présentent par leur migration entre ces compartiments de
I’environnement des dangers plus ou moins importants pour I’homme et les écosystémes, avec

un impact a court ou a long terme (Belmehel, 2019).

Plusieurs méthodes de lutte ont été utilisées telles que la méthode chimique, génétique,
culturale, ainsi que la méthode biologique, mais toutes ces méthodes sont restées vaines. Par
contre, une nouvelle discipline voit le jour. Elle fait partie des méthodes biologiques,cette

méthode consiste a utiliser des huiles essentielles (Kaloustian et al., 2012).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongique, antibactérien, antioxydant
et insecticide. Ainsi par ces propriétés, les huiles essentielles pourraient donc servir d’agent de

conservation des denrées alimentaires. (Hmiri et al., 2011).

Notre travail a pour objectif d’évaluer I’activité antifongique et de vérifier la stabilité de la
composition chimique dans le temps de I’huile essentielle de «Thymus vulgaris» contre deux
souches du genre Fusarium. Cette plante pousse a I’état spontané dans notre pays, et elle est tres
répandue dans la région de Laghouat, son espéce appartient & la famille Lamiacée qui sont des
familles les plus utilisées comme source d’extraits a pouvoir antifongique élevé a 1’échelle

mondiale.

Nous avons organisé notre travail en trois grandes parties :

> Partie |: La synthese bibliographique concernant les huiles essentielles,les techniques
d’extraction, la composition chimique, La conservation, I’activité biologique.
» Partie Il : La description des plantes étudiées, généralités sur les moisissures,
I’étude expérimentale et les méthodes analytiques de notre travail.
> Partie 11l : La présentation de 1’ensemble des résultats obtenus et les discussions qui en
découlent.

Ce manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble de ces résultats.
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1.1. Les huiles essentielles

1.1.1.  Historique

L’histoire des plantes aromatiques est souvent liée a celle de I’humanité. Dé¢ja, depuis
I’Egypte antique (environ quatre mille cinq cents ans avant Jésus Christ), ’homme utilisait
largement les huiles balsamiques, les onguents parfumés, les résines aromatiques, les épices et
les végetaux odoriférants en rites, en magie, en thérapeutique, en alimentation ainsi que dans
les pratiques de la vie courante. La distillation des huiles essentielles commence en Orient, les
premieres bases de préparation des huiles essentielles ont été développées en Inde, en Perse et

en Egypte (Ntezurubanza, 2000).

Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine depuis ses
premieres geneses. René-Maurice GATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de 1’aromathérapie
et il a mené de nombreux travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs
propriétés et ses résultats seront a 1’origine de nombreuses autres recherches (Besombes,

2008).

1.1.2. La définition des huiles essentielles

Une huile essentielle est un mélange naturel complexe de métabolites secondaires
lipophiles, volatils, odorants et souvent liquides contenus dans des tissus végétaux spécialisés
(Bruneton, 1993 in Kalemba et Kunicka , 2003).

Selon la norme AFNOR NF’T 75-006, « I’huile essentielle désigne le produit obtenu a
partir d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe, soit par distillation seche. Elle est ensuite séparée

de la phase aqueuse par des procédés physiques » (AFNOR, 2000).

L’huile essentielle ne contient pas de corps gras comme I’huile végétale (Anton et
Lobstein, 2005). Elle provient d’une sécrétion naturelle élaborée par certains végétaux pour
se proteger des insectes et des maladies, mais aussi pour éliminer les substances issues de leur

métabolisme.
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1.1.3. Robles des huiles essentielles

Les huiles essentielles permettent, entre autres, a la plante de se défendre contre les
agressions extérieures. Elles ont des propriétés répulsives ou attractives vis-a-vis des

insectes.

La pollinisation des fleurs est économiquement, trés importante pour les arbres fruitiers.
Elles présentent aussi des propriétés antiseptiques dirigées contre les parasites du sol et des
propriétés inhibitrices sur la germination des graines sur le sol (Kaloustian et Hadji-
Minaglou,2012).

Pour quelques auteurs, les composants terpéniques des huiles essentielles pourraient constituer
des supports a une ««communication»», d'autant plus que leur variété structurale autorise le

transfert de ««messages biologiques»» sélectifs (Bruneton, 2009).

1.1.4. Les techniques d’extraction des huiles essentielles

La majorité des huiles essentielles sont extraites a partir des plantes, a ’intérieur de
leurs cellules renferment des essences, ¢’est-a-dire des secrétions naturelles que 1’on extrait
pour obtenir des huiles essentielles (Moro Buronzo, 2008). Ce procédé d’obtention des HE
intervient d’une fagon déterminante sur sa composition chimique (Garnero,1977 in Laib,
2011).

Il existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles leur choix dépendra de :
La nature du matériel végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), La fragilité de certains

constituants des huiles aux températures élevees (Hellal, 2010), le rendement en huiles

essentielles et sa composition (Benjilali, 2004).

Les méthodes les plus importantes sont :

1.1.4.1. Ladistillation

La technique d’extraction des huiles essentielles est la plus employée & I’heure actuelle
utilisant I’entrainement des substances aromatiques grace a la vapeur d’eau (Mann, 1987).
pour éviter les dénaturations de I'huile essentielle, la distillation du melange eau-essence
végétale se fait a une température inférieure a100°C et une pression atmosphérique normale
(FRANCHOMME et al., 1990). La durée de la distillation influe non seulement sur le

rendement mais également sur la composition de I’extrait (Lucchesi, 2005).
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1.1.4.2. Hydro distillation simple

Elle consiste a placer la matiére a extraire dans une chaudiére avec de 1’eau puis
chauffer (Bruneton, 2009).L’ensemble est ensuite porté a ébullition ; la chaleur permet
I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales, il
s’agit d’un mélange de composés non miscibles (I’eau et une molécule odorante). La vapeur
d’eau chargée en molécules organiques est condensée puis récupérée. Il y a alors séparation en
deux phases : I'une aqueuse et I’autre organique, cette derni¢re contenant I’huile a extraire

(Figurel) (Marouf et Tremblin, 2009).

={x)
4 i /— Eprouvette
Plante Fau graduée
bo ”l ":lj ‘ Huile
— essentielle
Phase aqueuse
_—

Figure 1 : Extraction par hydro-distillation (Goulet, 2009).

1.1.4.3. L’entrainement a la vapeur d’eau (distillation a vapeur saturée)

Les méthodes d’extraction par 1’entrainement a la vapeur d’eau sont basées sur le fait
que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la
vapeur d’eau, du fait de leur point d’ébullition relativement bas et de leur caractére
hydrophobe. Sous I’action de la vapeur d’eau introduite ou formée dans I’extracteur, I’essence
se libere du tissu végétal est entrainé par la vapeur d’eau. Le mélange de vapeur est condensé

dans un réfrigérant puis I’huile essenticlle se sépare par décantation selon sa densité
(AFNOR, 2000).
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1.1.4.4. Hydro diffusion

Elle consiste a faire passer du haut vers le bas, et a pression réduite la vapeur d’eau a
travers la matiere végétale. Les avantages de cette méthode sont récentes et rapides donc

moins dommageables pour les composes volatils (Bruneton, 1999).

1.1.4.5 L'expression a froid

Les huiles essentielles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés grande
importance dans I’industrie des parfums et des cosmétiques (citron, orange, mandarine).
Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur composition, on utilise ce procéde
qui est le plus simple et totalement différent d’une distillation classique (Roux, 2008).

Le principe consiste a exercer, sous un courant d’eau, une action abrasive sur la surface du
fruit pour la rupture de ces parois. Aprés élimination des déchets solides, 1’huile essentielle est
séparée de la phase aqueuse par centrifugation ou décantation (Ferhat et al., 2007).D’autres
machines rompent les poches par dépression et recueillent directement I’huile essentielle ce

qui évite les dégradations liées a I’action de 1’eau (Bruneton, 2009).

1.1.5. La conservation des huiles essentielles

La plupart des molécules constitutives des huiles essentielles sont insaturées, ce qui les
rend instables et sensibles a l'altération. Selon les conditions de conservation, les essences
naturelles peuvent étre sujettes a des réactions secondaires telles que: le réarrangement
moléculaire, la polymérisation, I'oxydation, I'hydrolyse, etc. Il est possible de limiter ces
dégradations en prenant certaines précautions (Bruneton, 2009). L'utilisation des flacons de
faible volume en aluminium, en acier inoxydable ou en verre brun, entierement remplis et

fermés de facon étanche. Les différentes méthodes de conservation des HE sont :
- Le stockage a basse température.
- La conservation sous atmosphere d'azote.

- L'adjonction d'antioxydants, etc.




I. Etude bibliographique

1.1.6. Lacomposition chimique des huiles essentielles

Ce sont des mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides
d'une part se compose principalement de mono terpénes et de sesquiterpenes, et le groupe des
composés aromatiques derivés du phénylpropane beaucoup moins fréquent. Elles peuvent
également renfermer divers produits issus du processus de dégradation mettant en jeu des

constituants non volatils (Bruneton, 2009).

1.1.6.1. Terpénoide

IIs sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs unités isopréniques,
ce sont des polyméres de I’isopréne de formule brute (C5H8).Les huiles essentielles
contiennent particulierement des mono terpenes, des sesquiterpénes et peu souvent de di
terpénes .Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpenes les plus volatils cad : ceux dont

la masse moléculaire n'est pas élevée sont observés (Teisseire, 1991).

1.1.6.2. Les composes aromatiques

Les composés aromatiques dérivent du phénylpropane (C6-C3). lls sont moins fréquents
que les terpénes, Ce sont, trés souvent, des allyl- et propénylphénols ; parfois des aldéhydes
On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés C6-C1 tel que la
vanilline (assez fréquente) ou I’anthranilate de méthyle. Les lactones dérivées des acides
cinnamiques (les coumarines) étant, au moins pour les plus simples d’entre elles, entrainables

par la vapeur d’eau. Elles sont également présentes dans certaines huiles essentielles
(Bruneton, 2009).

1.1.6.3. Composés d’origines diverses

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
entrainables par la vapeur d’eau. Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras,
de terpénes. D’autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. On peut
trouver dans les concretes des produits de masses moléculaires plus importantes non

entrainables a la vapeur d’eau, mais extractibles par les solvants (Bruneton, 2009).
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1.1.7. Activité antifongique

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-
Balchin, 2003). Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure
en inhibant la croissance des levures et la germination des spores, 1’¢longation du mycélium,
la sporulation et la production de toxines chez les moisissures. Le pouvoir antifongique est
attribué a la présence de certaines fonctions chimiques dans la composition des huiles
essentielles. L'action antifongique de ces composées est due a une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du

contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al., 2000).

En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément leurs
groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes
membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Knobloch et al., 1989).
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11.1.7. Matériel végétale

Afin de contribuer a la valorisation des plantes médicinales locales réputées pour leurs
vertus thérapeutiques, ce travail a pour objectif d’évaluer 1’activité antifongique de 1’extrait
des feuilles de Thym (Thymus vulgaris L.) sur certains champignons du genre Fusarium et de
vérifier la stabilite de cette huile dans le temps, sachant qu’elle a été extraite en 2017.

La sélection de cette plante est fondée sur les criteres suivants :

+ Elle représente récemment un sujet de recherche scientifique cité dans des ouvrages et
des journaux spécialisés

+ Parmi les plus populaires plantes aromatiques utilisées dans le monde entier.
+ Son utilisation fréquente dans le domaine culinaire et dans la médecine traditionnelle.
+ L’huile essentielle extraite de cette plante contient plusieurs composés bioactifs dont

le Thymol, le Carvacrol.

11.1.1. Généralités sur la famille des lamiacées

La famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées en raison de la corolle en deux
levres de ses petites fleurs (Couplan, 2000).L une des familles les plus larges dans le régne
végeétal, comprend approximativement 240 genres et 7200 especes (Harley et al., 2010 in
Benmadi et Abida, 2018).Elle est divisée en sept sous-familles : Ajugoideae, Lamioideae,
Nepetoideae, Prostantheroidea, Scutellarioideae, Symphorematoideae et Viticoideae (Harley
et al., 2004).

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie
alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est ’'une des familles les plus utilisées
comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti-

inflammatoire et antioxydant (Ghermanet, 2006 in Benmadi et Abida, 2018).

Les genres les plus cités de cette famille dans la littérature sont : Salvia, Mentha,
Origanum, Thymus, Rosmarinus, Ocimum et Lavandula (Simpson, 2006).

Le genre Thymus est I’un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées,
Largement retrouvé dans le monde (tels que I’Europe, 1I’Afrique, I’Asie, le Groenland, le
Canada, le Chili et la nouvelle Zélande, mais ce genre est principalement répandu dans la
méditerranée (Morales, 2002).
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Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques.
L’espéce la plus connue est sans conteste Thymus vulgaris L (Amiot, 2005).Le nom
"Thymus" dérive du mot grec « Thymos » qui signifie parfumer a cause de 1’odeur agréable

que la plante dégage (Pariente, 2001).

11.1.2. Origine et distribution de la plante

Thymus vulgaris L. est indigéne de 1I’Europe du sud, on le rencontre depuis la moitié
orientale de la péninsule ibérique jusqu’au Sud-Est de I’Italie, en passant par la facade

méditerranéenne (Ozcan et Chalchat, 2004 in Amiot, 2005).

Le Thymus vulgaris se présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines,
comme la lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages (Kaloustian et
al., 2003). Cette plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et

ensoleillés des bords de la mer a la montagne (Poletti, 1988).

11.1.3. La description botanique de la plante étudiée (Zaatar El djebel)

C’est une plante herbacée, souvent velue. C’est un petit sous-arbrisseau vivace, touffu dont
les rameaux sont tres aromatiques, de 7 & 30 cm de hauteur qui ont un aspect grisatre ou vert
grisatre avec des racines pivotantes (Assouad et Valdeyron, 1975). Elle a des tiges ligneuses,
dressées ou ascendantes, non radicantes, tortueuses, formant un petit buisson tres serré ;
rameaux tomenteux-blanchatres tout autour. Ses feuilles sont trés petites ; lancéolées-
rhomboidales ou linéaires, obtuses, enroulées par les bords, non ciliées a la base, couvertes en
dessous d'un tomentum dense et court. Et ses fleurs sont rosées ou blanchétres, en tétes
globuleuses ou en épis a verticilles inférieurs écartés ; calice velu, a tube un peu bossu en
avant a la base (Baba Aissa, 2011). Alors que ses fruits : Le fruit sont des tétrakenes brun clair
a brun foncé qui renferment a maturité 4 minuscules graines (1 mm) (Teuscher et al., 2005 in
Bruneton, 2009). L’odeur est thymoleé, la saveur est chaude, aromatique, légérement amére
(Delille, 2010).
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La figure ci-dessous représente deux thyms A : Plante séche , B: Plante verte

Figure 2 :Thymus vulgaris (Bengana, 2018).

11.1.4. Domaines d’utilisations

Cette plante est connue pour étre utilisée dans 1’assaisonnement des aliments et des
boissons, elle est aussi considérée comme antiseptique, désinfectant dermique et un
spasmolytique bronchique dont il est indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires
supérieures. Les principaux constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et
vermicides (Bazylko et Strzelecka, 2007). Aussi bien que des propriétés antivirales,
antifongiques, antiinflammatoires, antibactériennes et également des propriétés
anthelminthiques (Jiminez-Arellanes et al., 2006 in Bouab et Bouchelil, 2018 ; Al-Bayati,
2008). De plus, le Thymus vulgaris posséde des propriétés antioxydantes (Takeuchi et al.,
2004 in Golmakani et Rezaei, 2008) en raison de ces propriétés, le thym est utilisé comme un
conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons (Selmi et Sadok, 2008).
la commission européenne de la Santé et les consommateurs approuvent 1’usage de I’HE des
feuilles de Thymus vulgaris en cosmétique comme agent antimicrobien, antioxydant et

conservateur et celui de 1’hydrolat pour I’entretien de la peau (Bonnafous, 2013).
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11.1.5. Classification botanique

Tableau 1 : Classification botanique de Thymus vulgaris L (Zeghib, 2013).

Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Tableau 2 : Différentes appellations de I’espéce étudiée (Zeghib, 2013).

Noms vernaculaires de Thymus

Latin Thymus vulgaris thymoliferum

Arabe daall yie )

Anglais Common thym, Garden thyme, Winter thyme

Francais Thym vulgaire, Thym des jardins, farigoule, Thym commun,
Thym cultivé

11.2. Description du matériel fongique

11.2.1 Généralités sur les champignons phytopathogenes

Les champignons phytopathogénes sont des espéces de champignons parasites qui
provoquent des maladies cryptogamiques, chez les plantes. Ces champignons appartiennent
aux différents groupes du regne des Eumycétes ou « Champignons vrais » : ascomycetes,
basidiomycetes, chytridiomycétes, zygomycetes et deutéromycetes (champignons imparfaits)
(Deacon, 2005). Les champignons phytopathogenes provoquent plusieurs maladies, ils sont

responsables d'environ 70 % des maladies des plantes cultivées (Deacon, 2005).

On estime entre dix mille et quinze mille espéces de champignons ou pseudo-champignons

susceptibles d'infecter les plantes : Ils sont capables d’infecter n’importe quel tissu a
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n’importe quel stade de croissance de la plante, en suivant un cycle biologique complexe qui
peut comporter des stades de reproduction sexuée ou asexuée (Garrido, 2012). Ce qui induit
des pertes de rendement pour de nombreuses cultures économiquement (Hamdani et Allem,

2015). (Contre une cinquantaine susceptible d'infecter I'hnomme) (Francisco et al., 2014).

11.2.2. Les espéces fongiques sélectionnées

Les souches fongiques testées dans cette étude sont du genre Fusarium qui tire son nom
du latin (fusus) car ses spores sont en forme de fuseau. La premiére et véritable description du
genre Fusarium a été réalisée par Link en 1809, ce dernier a créé le genre pour des espéces
présentant des spores cloisonnées, fusiformes, formées sur des stromas ; ses descriptions sont
basées de I’observation d’un « Fusarium roseum », mais aujourd'hui l'espéce type est F.
sambucinum. (Champion, 1997 in ALEM et AMROUCHE, 2016).

Les espéces du genre Fusarium produisent trois types de spores : macroconidies,
microconidies et chlamydospores. Les macro conidies cloisonnées peuvent étre produites sur
les monophialides et polyphialides ou dans le mycélium aérien, mais aussi sur monophialides
courtes dans des structures spécialisées appelées sporodochies (Moretti, 2009).

Les champignons du genre Fusarium sont capables de produire des métabolites
secondaires toxiques, les mycotoxines, dont la présence augmente 1’incidence de la maladie
sur les productions agricoles. Les mycotoxines peuvent étre toxiques pour I’homme et les

animaux supérieurs, mais aussi cancerigénes, neurotoxiques (Sral auvergne, 2010).
Fusarium culmorum

Ce champignon ne présente aucune forme de reproduction sexuée (Caron, 2000) ou bien
n’a pas encore été identifiée (Des jardins, 2006 in Kristensen et al. 2005). Les microconidies
sont absentes, mais les macroconidies sont abondantes (Wiese, 1987). Elles sont hyalines,
épaisses (paroi épaisse) et faiblement arquées. Elles possedent généralement 3 a 5 cloisons
distinctes et mesurent 30-60 x 4-7 um. La cellule apicale est courte et pointue (en forme de
bec) par contre la cellule basale est souvent arrondie (Zillinsky, 1983).

Les chlamydospores sont abondantes, lisses ou rugueuses, globuleuses, terminales ou
Intercalaires, en chaines, en paires ou isolées, formées sur I’hyphe ou sur les macroconidies
(Zillinsky,1983 in Leslie et Summerell, 2006). Ce champignon peut se conserver dans le sol

Sous forme de chlamydospores (Rapilly et al. 1971).
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Le mycélium est généralement blanc mais souvent jaune a brun ou orange a brun rouge.
Les sporodochies apparaissent au fur et & mesure que la culture vieillit (Wagacha et Muthomi,
2007).

Fusarium graminearum

F. graminearum est classé au quatrieme rang mondial des champignons phytopathogéne
majeurs (Dean et al., 2012 in ballois, 2012). Ce champignon peut se trouver sous les deux
formes de reproduction : sexué ou téléomorphe dont le représentant est Gibberella zeae
(Schwein.) Petch. Cette forme se manifeste par la formation de périthéces et la production
d’ascospores.

Le mode asexué ou anamorphe se manifeste par la production de conidies et de
chlamydospores, produit uniquement des macroconidies pluricellulaires en forme de
croissant, les microconidies étant absentes (Leslie et Summerell, 2005 in Merhej, 2010).

Fusarium graminearum est la seule espéce de Fusarium qui est homothallique. ; Le
thalle est rose, grisatre ou rouge a pourpre devenant brun vineux, floconneux les
macroconidies sont fusiformes, courbes, septées, a cellule terminale, longue et pointue
(Botton et al., 1985 in Bey et Sonne, 2018).
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Les tableaux 3 et 4 ci-dessous représentent la classification, codes et origines des souches
fongiques étudiées :

Tableau 3: Classification de Fusarium culmorum et Fusarium graminearum (Goswami et Kistler,
2004 ; Scherm et al., 2013).

Régne Champignons

Embranchement Ascomycota

Classe Sordariomycetidae

Ordre Hypocreales

Famille Nectriaceae

Genre Fusarium
Fusarium
culmorum

Espece Fusarium

graminearum
Gibberella zeae

Tableau 4 : Codes et origines des souches fongiques étudiées.

F. graminearum 91 Mycothéque TOUATI-HATTAB Sihem

F. culmorum BTCR MycSA INRA bordeaux France

11.3. Méthodes expérimentales

11.3.1. Procédé d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de notre plante a été effectuée par hydrodistillation a
I’aide d’un appareil du type Clevenger. L’hydro distillation est la méthode la plus utilisée
pour I'obtention des composés aromatiques du fait qu'elle produit des substances volatiles et
exigeant une technologie relativement simple, donc un col(t plus bas ainsi qu'une

reproductibilité facilement contrélable (Benjilali, 2004).
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L'opération dure trois heures, elle consiste a introduire 100 g de masse végétale séchée
dans un ballon en verre, et ajouter 1L d'eau distillée. Le mélange est porté a ébullition a I'aide
d’un chauffe ballon. Les vapeurs hétérogenes sont condensées, refroidies, sur une surface
froide, puis décantées. Par la suite, I’huile essenticlle est séparée par différence de
densité(Figure6) (Bruneton, 2009 ; Verdan, 2002).

Colonne

Refrigérant

Ampoule &
décanté

Balon

Figure 3 : Appareil de I’hydrodistillation de type Clevenger (Bengana, 2018).

11.3.2. Les conditions opératoires de la CPG

Les analyses chromatographiques des composés volatils ont été effectuées, au
Laboratoire de recherche des Sciences Fondamentales a I'université de Laghouat, a I’aide d'un
appareil de la chromatographie en phase gazeuse de type GC-5400 équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme (FID) et une colonne capillaire en silice fondue de type DB-5 (30 m x
0,32 mm, épaisseur du film de 0,10 pum).

Le gaz vecteur utilisé est I’hydrogéne avec un débit de 1 ml/min. La température de la
colonne est programmée a raison d’une montée de 5°C/min de 50°C a 250°C. Elle a été fixée
de 250°C a 280°C respectivement. Les solutions des HEs sont préparées, en dissolvant 10ul

de chaque HE dans 1 ml du solvant organique pentane.
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Les indices de rétention linéaire des constituants sont calculés par rapport a une série
d’alcane (C8 a C20) analysée dans les mémes conditions opératoires que celles des

échantillons.

11.3.3. Identification des composés

L’identification des constituants des huiles essentielles a été réalisée sur la base de la
comparaison de leurs indices de rétention, calculés par rapport a une série d’alcanes (C8-C20)

en appliquant la relation suivante :

IRL = 1000 + 100 x(X=TM ) Babushok et al., 2011).
Trx2-Trnl

n : Nombre de carbones d’alcane.
Trx : Temps de rétention de constituant d’huile essentielle.
Trnl : Temps de rétention de 1’alcane lui-méme.

Trx2 : Temps de rétention de 1’alcane suivant.

11.4. Evaluation de ’activité antifongique

Nous avons utilisé la méthode de contact direct qui évalue le pouvoir antifongique des
huiles essentielles pour déterminer le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles contre les

champignons phytopathogénes (Hamrouni et al., 2014 ; Messgo-Moumene et al., 2015).

11.4.1. La pré culture des souches fongiques

Afin d’ensemencer les milieux de culture solides, nous avons mis en place deux
implants de chaque souche fongique BTCR et 91 a partir d'une culture pure préalablement
préparée dans des boites de Pétri, qui contiennent des milieux PDA (Potato dextrose agar);
Iincubation a été effectuée a 25°C dans I'obscurité pendant 7 jours de facon a ce que la

croissance mycélienne atteigne les bords des boites de Pétri (Figure7).
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Figure 4 : Repiquage des souches fongiques.
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11.4.2. Evaluation de la croissance de deux souches

A partir des deux souches pures F. graminearum (91) et F. culmorum (BTCR),la
cinétique de la croissance a éte évaluée en mesurant les diametres durant 6 jours a la méme
heure. Les boites de pétri dont les concentrations ayant montré une absence totale de la
croissance ont été sélectionnées pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices et

les concentrations fongicides.

11.4.3. Détermination de I'activité antifongique par la méthode de contact direct

e Principe de la méthode

Une mise en émulsion de I’huile essentielle a été préalablement réalisée ; en utilisant
une solution d’agar a 0,2 % a cause de la non miscibilité¢ a I’eau et donc aux milieux de
culture (Remmal et al.,1993 in Satrani et al., 2007). Cette pratique permet d’obtenir dans le
milieu une répartition homogéne des composés et augmenter au maximum le contact entre le

germe et les composés.

e Le mode opératoire

Dans des tubes a essai contenant chacun 13,5 ml du milieu solide PDA gélose,
stérilisés a I’autoclave pendant 20 min a 121 °C et refroidis a 45 °C. nous avons ajouté 1,5 ml
de chacune des dilutions de fagon a obtenir les concentrations finales de 0,25, 0.5, 1, 2 et 4, 10
ul/ml. Par la suite les tubes ont été agités a I’aide d’un vortex afin de bien disperser 1’huile
essentielle dans le milieu de culture avant de le verser dans les boites de Pétri. Des témoins,
contenant le milieu de culture et la solution d’agar a 0,2 % seule, sont également préparés. Le
mélange de 15 ml (PDA + HE + agar) est coulé dans des boites pétris (diametre 85 mm),
aprés le refroidissement et la solidification de ce mélange, Des disques mycéliens d’une
culture de 7 jours de Fusarium culmorum, Fusarium graminearum de 5 mm de diametre ont
été mis au centre de chaque boite, a raison d’un disque par boite, puis les boites sont incubées
a une température de 25 °C. Les témoins ont été réalisés dans les mémes conditions sans

huiles essentielles, et ont été inoculés en suivant le méme procédé.
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Nous avons déterminé I’action antifongique en comparant la croissance apres le

traitement avec celle du témoin, en utilisant la relation suivante :

o6y = (DK =DO)
| 0) = == =

x100 (Changetal., 1999 in Cheng et al., 2008).

Dk : diamétre de la colonie mycélienne témoin, en centimetre.
DO : diamétre de la colonie mycélienne dans 1’expérience.

| : taux d’inhibition de la croissance du mycélium (en %).

11.5. Analyse statistique

Dans ce travail, le logiciel Microsoft office 2010 (EXCEL STAT), a été utilisé pour
calculer les pourcentages d’inhibitions et pour tracer les courbes et les histogrammes
nécessaires.

Toutes les expériences ont été répétées trois fois. Pour chaque résultat, nous avons calculé

la moyenne et I’écart type qui ne doit pas dépasser 5% de celle de la moyenne.
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I11. Résultats et discussions

I11.1. La teneur en huile essentielle

La teneur en huile essentielle exprimée en pourcentage a été calculée a partir du poids de
I’huile essentielle par rapport a la biomasse 100g de la partie aérienne pour 1’espece Thymus

vulgaris utilisée pour I’extraction.

Les résultats des étudiantes (Djaber et al., 2019) (Abdi et moulai, 2018). (Bengana, 2018)..
sont regroupés dans le tableau 5 ci-dessous qui rapporte les différentes teneurs de thymus

vulgaris.

Tableau 5: La teneur en huile essentielle.

Espece Duree Teneur% (m/m)  Teneur (ml/kg)  Région de récolte

9 .
Thymus vulgaris d’extraction (h)

1 3 2,5 25 Aflou, Laghouat (2019)
2 3 2,38 25.7 Aflou, Laghouat

(Juin 2017)
3 3 1,61 17 Aflou, Laghouat (2018)

Les valeurs de rendements résumés dans le tableau 5 présentent une légere différence entre
elles a savoir 2,1% (25 ml/kg), 2,38% (25.7ml /mg) et 1,61% (17ml/mg).Les teneurs en huiles
essentielles varient entre les échantillons, méme si elles proviennent d'une méme famille,

méme espece et avec les mémes conditions d’extraction.

(Benabed, 2011). a obtenu une teneur proche de ces résultats 1,34 % pour un échantillon

de Thymus vulgaris d’Aflou.

La moyenne des trois teneurs est proche a celui obtenu par (Cheurfa et al., 2013) qui est de
(2 %) pour la région Madjaja de Chlef, en Algérie. Et un taux plus faible de (1,58 %) a été
enregistré dans la région de Blida au Sud-Ouest d’Alger par (Bouguerra, 2019).

Le rendement de I’huile essentielle de Thymus vulgaris est relativement supérieur a celui
trouvé par (EIAkha et al., 2014) qui est égale a 1% au Maroc. Par contre, (Choumbougnang et
al., 2009). Ont déterminé une teneur de 0,95 % assez inferieur pour I’échantillon de la région

du Cameroun.
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Ces différences observées au niveau des rendements pourraient étre attribués aux facteurs
intrinséques génétiques de 1’espéce végétale, et aussi extrinseques : la zone, la période, la
méthode de récolte, la nature du sol, le climat et le stade de developpement de la plante
(Degnon et al., 2016).

I11.2. La composition chimique en huile essentielles

La composition chimique de notre HE a ét¢ déterminée a I’aide d’une chromatographie en

phase gazeuse (CPG).

Tableau 6 : La composition chimique de I’huile essentielle analysée par CPG

N°  Les composés Air de pics T. Vulgaris IRL
1 Non identifié - 924.89
2 a-Pinéne 2,48 930
3 comphéne 0.17 941
4 Sabinéne 0.19 974
5 B-Myrcene - 990
6 Ethyl hexanoate 1,583 996
7 a-phellandréne 0.17 1003
8 Non identifié - 1008.751
9 a-Terpinene 1.24 1015
10 P-Cyméne 6.73 1023
11 Trans- B —Ocimeéne 0.041 1045
12 y-terpinéne 9.102 1056
13  Cis-Sabinéne hydrate 0.052 1068
14  Terpinoléne 0.06 1089
15  Cis-Thuyone 3.16 1106
16  Borneol - 1163
17 Terpinén-4-ol 0.33 1173
18  Carvone 0.90 1241
19 Non identifié - 1265.07
20  2-Hydroxypipéritone 5.849 1310
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21  Carvacrol 63,42 1324.03
22 Non identifié - 1396.80
23 Non identifié - 1404.977
24 Non identifie - 1419.151
25  Non identifié - 1445.084
26 Non identifie - 1480.403
27 Non identifié - 1501.896
28  Non identifié - 1514.124
29  Oxyde de Caryophylléne 0.33 1565
Total 95.81

Dix-sept composés ont ¢été identifiés pour L’huile essentielle Thymus vulgaris,
représentant 95,81 % de ’ensemble de cette HE, Les composés majoritaires sont: le
Carvacrol (63,42%), suivi par 1’y-Terpinéne, le P-Cymene, le 2-Hydroxypipéritone et le Cis-
Thuyone avec des pourcentages respectivement de 9,10%, 6,73%, 5,84% et 3,16% . D’autres
constituants présents en quantités moins importantes ont été identifiés, comme le a-Pinéne

(2,48 %), I’a-Terpinene (1,14 %), le Carvone (0,9 %) et le Terpinen-4-ol (0,33 %).

(Thompson et al., 2003) et (Hudaib et al., 2002), Ont étudié la composition des huiles
essentielles de plusieurs chémotypes. Et ont trouvé que ceux du Thymol et Carvacrol
contiennent des pourcentages élevés en y-Terpinene et P-Cymene. Bien que le Carvacrol et le
Thymol aient le méme précurseur y-Terpinéne, nous avons révélé un manque de Thymol,
parmi les raisons qui peut expliquer ce manque est que le cycle végétatif n’est pas fini, La

preuve est la teneur élevée du y-terpinene 9,102%.

En comparant nos résultats avec ceux de (Abdi et Moulai, 2018), (Bengana, 2018), Une
similarité des composés majoritaires a été observée avec une légere différence du nombre des
composes identifiés sachant que ’analyse chromatographique était faite dans les mémes

conditions opératoires.

Ainsi,nous pouvons dire alors que la composition chimique de notre extrait Thymus

vulgaris est trés stable durant les trois derniéres années.
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(Giordani et al., 2008).0nt étudié la composition chimique des huiles essentielles des
échantillons de Thymus vulgaris de la région de Souk Aharas , le composé majoritaire était le
Thymol (25,57%) et le P-Cymeéne (26,36%), ce dernier est présent dans notre huile avec un

pourcentage de (6,73%).

L’analyse de I’huile essentielle de Thymus vulgaris de (Taforalt) I’est du Maroc, qui a été
étudiée par (Imelouane et al., 2009). Etait marquée par la présence du Camphre (39,39%), le
Camphéne (17,57%), I’a-Pinéne (9,55%), le 1,8-Cinéole (5,57%), le Bornéol (5,03%) et le B-
Pinéne (4,32%).

Une autre étude effectuée par (Kaloustian et al., 2008). Dans la région Provence-Alpes-
Cote d'Azur (France) sur ’huile essentielle de Thymus Vulgaris a permis d’identifier le p-
Clyméne (10,6%), le y-Terpinene (13,5%) et le Carvacrol (73,7%) comme COMpPOSES

majoritaires.

Cette différence en composition peut étre due a plusieurs facteurs: 1’origine
géographique de la plante, a la technique d’extraction, au moment de la récolte, aux facteurs

climatiques et aux facteurs génétiques (Figueiredo et al., 2008).

111.3. L’évaluation de I’activité antifongique

Le pouvoir antifongique de I’HE a été évalué par la méthode de contact direct qui est
utilisée pour déterminer I’activité et I’efficacité de notre extrait en évaluant les taux

d’inhibition mycélienne.
111.3.1. La cinétique de croissance des souches étudiées

La cinétique de la croissance fongique des souches sélectionnées en présence de
différentes concentrations d’HE a montré des sensibilités variables.Les résultats des témoins
ont montré que la croissance mycélienne augmente avec le temps d’incubation. Cependant,
en général, le diamétre des mycéliums diminue considérablement avec I’augmentation de la

concentration des huiles essentielles.

Le suivi quotidien de la croissance mycélienne des deux souches traitées avec extrait
d’HE de Thymus vulgaris, nous a permis d’établir les courbes de la cinétique fongique. Les

résultats obtenus sont présentes dans la figure ci-dessous.
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Figure 5: La cinétique de la croissance mycélienne des deux souches fongiques, en présence de
différentes concentrations de 1’extrait de Thymus vulgaris

La figure 5 qui représente la cinétique de croissance mycélienne de F. graminearum et F.
culmorum en fonction du temps et en présence de différentes concentrations d’huile
essentielle de Thymus vulgaris, montre que les diameétres de croissance mycélienne de

Fusarium graminearum (91) sont nuls a toutes les concentrations de (0,25 a 10 pl/ml.).

Alors qu’avec Fusarium culmorum (BTCR), aucune croissance mycélienne n’a été
observée a I’exception de la concentration 0.25 pl/ml ou la croissance mycélienne a

commence au bout de six (6) jours d’incubation.

Donc, Fusarium culmorum s’est montré relativement moins sensible que Fusarium

graminearum vu sa croissance mycélienne a la concentration 0.25ul/ml.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris a une forte activité antifongique vis-a-vis les deux

souches.

(Abdi et Moulai, 2018). Ont utilisé les mémes souches, leurs résultats montre des
diametres de croissance mycélienne nuls a toutes les concentrations de 0,25 a 4ul/ml avec
Fusarium graminearum . Par contre chez Fusarium culmorum . les diametres de croissance

mycelienne nuls ont commencé a partir de 1pul/ml.
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Par ailleurs, (Djaber et al., 2019). Ont travaillé avec d’autres souches fongiques du genre
Fusarium : Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici et
Fusarium oxysporum f.sp. pisi. Leurs résultats ont montré des diamétres de croissance
mycélienne nuls a toutes les concentrations de 0,25 a 4 pl/ml. Donc les trois souches étudiées

sont trés sensibles a cette Huile essentielle.

Nous constatons que cette huile essentielle Thymus vulgaris possede une forte activité
antifongique. La propriété de I’activité antifongique de 1’Huile essentielle de Thymus
vulgaris est stable dans le temps, cette stabilité est peut étre due a la bonne conservation,
sachant qu’il est bien connu que les huiles essentielles sont des extraits trés stables par rapport

aux autres métabolites secondaires.

10pl/ml

Figure 6: L’effet de I’HE de T. vulgaris sur la croissance mycélienne de F. graminearum en présence
de différentes concentrations apres 6 jours d’incubation

10ul/ml

Figure 7: L’effet de I’HE de T.vulgaris sur la croissance mycélienne de F. culmorum en présence de
différentes concentrations aprées 6 jours d’incubation.
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II1.3.2 Le taux d’inhibition

La Figure 8 représente les taux d’inhibition mycélienne des souches fongiques
sélectionnées en presence de différentes concentrations 1’huile essentielle de Thymus vulgaris

testées au sixiéme jour d’incubation.

Taux d'inhibition %

B grami 91 BTCR culmo

93,9 93,9 93,9 93,9 93,9
93,83 93,83 || 93,83 | 93,83 | 93,83 | 93,83 |

2,68 ' ' ‘ ’ ' \
)

0,25 pi/ml 0,5 pl/ml 1 pul/ml 2 ul/mi 4 pl/mil 10 pl/ml

Figure 8: Taux d’inhibition des deux souches en présence de différentes concentrations d’huiles
essentielles de Thymus vulgaris.

Les résultats des taux d’inhibition mycélienne des deux souches fongiques testées, en
présence de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris ont révélé un pourcentage d’inhibition
important  pour toutes les concentrations de 0,25 pl/ml a 10 pl/ml.Un pourcentage
d’inhibition trés fort de (93,83 %) pour toutes les concentrations de 0.25 pl/ml jusqu’a

10ul/ml a été enregistré contre Fusarium graminearum (91)

La deuxiéme souche Fusarium Culmorum (BTCR). a révélé un pourcentage d’inhibition
moins important de (92.86 %) pour la plus faible concentration 0.25 pl/ml, par rapport aux
autres concentrations qui ont un taux similaire de (93.90%).

En comparant nos résultats avec d’autres études, (Abdi et Moulai, 2019 ; Djaber et al.,
2019) qui ont étudié d’autres souches du genre Fusarium, nous avons remarqué que la
croissance du mycélium diminue avec 1’augmentation de la concentration en HE de Thymus
vulgaris, les résultats obtenus avec les différentes concentrations de I’extrait ont révélé que

I’activité inhibitrice croit au fur et a mesure avec 1’augmentation de la concentration.
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Notre expérience montre que I’huile essentielle de Thymus vulgaris a des activités
antifongiques importantes et trés prometteuse vis-a-vis des especes de Fusarium

graminearum et Fusarium culmorum.
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Conclusion

L’Algérie grace a sa situation géographique, son climat et son immensité territoriale
présente une richesse spécifique végétale et animale trés intéressante.

Ce travail s’intégre dans le cadre de la mise en valeur des ressources végétales. Il
constitue une contribution a 1’étude de I’huile essentielle du Thymus vulgaris. Nous avons
déterminé sa composition chimique et évalué son pouvoir antifongique vis-a-vis de deux
espéces de champignons phytopathogénes du genre Fusarium.

L’analyse chimique par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). Nous a permis
d’identifier dix-sept des constituants de cette huile. Le composé majoritaire caractérisant
I’huile essentielle de Thymus vulgaris est le Carvacrol (63.42%), Une similitude pour la
plupart des composés identifié a été enregistrée entre nos résultats et ceux trouvés les trois
derniéres années.

La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antifongique de I’extrait vis-a-vis des souches testées. En effet, I’activité antifongique des
huiles essentielles de Thymus vulgaris s’est avérée tres efficace sur les deux souches
(Fusarium graminearum et Fusarium culmorum pour les concentrations d’huile essentielle.

L’ensemble des résultats montre que 1’huile a un effet inhibiteur prometteur contre les
champignons (Fusarium graminearum et Fusarium culmorum). En effet, la sensibilité des
souches fongiques a I’huile essentielle suggére leur possible utilisation en agroalimentaire
comme alternative naturelle aux agents fongicides synthétiques dont le spectre d’action est en
réduction continu.

Les résultats d’analyse chromatographique et le test du pouvoir antifongique confirment

que notre extrait de Thymus vulgaris est stable dans le temps.

Au terme de notre étude, les résultats préliminaires nous encouragent a passer a des

étapes plus approfondies :

®,

% mener une grande étude comparative plus étendue de la famille lamiacée, et
élargir le nombre de la plante étudiée et les stations de collecte.

% Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études
complémentaires de ’activité anti fongique de I’huile essentielle étudiée.

% Appliquer cette huile essentielle en tant que biofongicide afin de réduire la

dépendance aux fongicides synthétiques et de garantir la sécurité et la qualite

des aliments.
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Annexe

Composition De milieu de culture

1. Potatoes dextrose Agar (PDA : pour les champignons)

Pomme de terre pelées..................... 200g/1
L'eaudistillé..........c.cooeiiiiiin. 1L
GlUCOSE. .. 20g/1

AQar.. o 20 g/l

Figure 9:Dispositif de préparation de milieu de culture.

2. Solution d’Agar 0,2%
Agar-agar - 29
Eau distillée 1L
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Figure 10: Profils chromatographiques des alcanes obtenus par CPG.
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Figure 11: Profils chromatographiques des huiles essentielles de Thymus vulgaris obtenus par CPG.
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