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Résumé

Theéme : « Détermination in vitro de I’activité antifongique des huiles essentielles de trois plantes

aromatiques sur la croissance des champignons phytopatogénes »

Résumé

Cette étude a pour objectif de determiner in vitro I’effet antifongique des huiles essentielles de Laurus nobilis,
Mentha spicata et Thymus vulgaris sur la croissance de six champignons phytopathogénes. Les huiles essentielles de
M. spicata et de T. vulgaris sont caractérisées par la présence de carvone (52.23%) et de linalool (78.06%),
respectivement ; tandis que ’huile de L. nobilis a montré une dominance de 1,8-cinéole (45.58%). De plus, les
résultats de 1’activité antifongique montrent que I’huile essentielle de M. spicata a exercé une forte activité fongicide
contre les six champignons testés, comparée a 1’essence de T. vulgaris et de L. nobilis. Fusarium graminearum et
Penicillium expansum sont les espéces les plus sensibles aux huiles essentielles utilisées, par contre Aspergillus niger a
montré une résistance considérable a I’égard de I’huile de Thymus vulgaris (> 20 ul/ml). L’étude présente également
un grand intérét pour 1’industrie agroalimentaire car elle propose I’utilisation des huiles essentielles comme des
biofongicides afin de réduire la dépendance des fongicides synthétiques et de garantir une meilleures production
agricole.

Mots-clés : Mentha spicata ; Thymus vulgaris ; Laurus nobilis ; Huile essentielle ; Activité antifongique.

«In vitro determination of antifungal activity of three aromatic plants essential oils on the growth
of phytopathogen fungi »

Abstract

The aim of this study was to determine In vitro the antifungal effect of essential oils from Laurus nobilis, Mentha
spicata and Thymus vulgaris on the growth of six phytopathogen fungal strains. The essential oils of M. spicata and T.
vulgaris oils are characterized by the presence of carvone (52.23%) and linalool (78.06%), respectively, while L.
nobilis oil showed a dominance of 1,8-cineole (45.58%). In addition, the antifungal activity results showed that M.
spicata essential oil exerted strong antifungal activity against the six tested fungi, as compared to T. vulgaris and L.
nobilis. Fusarium graminearum and Penicillium expansum were the most sensitive to the activity of these oils,
whereas Aspergillus niger showed a considerable resistance against Thymus vulgaris oil (> 20 pl / ml). The present
study presents also a great interest for the food industry because it proposes the use of essential oils as biofungicides in
order to reduce dependence on synthetic fungicides and ensure better agricultural production.

Key words: Mentha spicata; Thymus vulgaris; Laurus nobilis; Essential oil; Antifungal activity.

" yaall Cily kil gai o Ay ghe cilil A (e daliiial) dpuludl) g3l puidall & cily pladll slaal) L& yaast

aile
gLl Laurus nobilis i) 4 ke Slils S e Aalitiull UV I FCIPURA| W FOA | s b phadll sliaall Jaliall apaath Al jall o328 Caags
Gl a5 yke 5l 5 gl 5l salall Sl pSall el Aa jee il ylad A sa3 3a (( Thymus vulgaris & _ie Y s Mentha spicata
L) g 30 il Ll sl Tl il (%45.58) Jsiams -1 08 et 3501 Cu ) selal Con 8 (%78.06)J sl s 5 (%52.23) G2 S
Fusarium o &y J) ddlayl a0 55 ke 3l Galdius ae 48l il Al il yhadll wa Jlad Llas jelal gliadll ¢y ) O
) olai) 35S e glia el Aspergillus niger o & sl eda dleldd 3l Y1 lauall Penicillium expansum s graminearum
e il Agapuda 4y 508 gl Al g 5 aladiuly i LY dgliadl cleliall 3 S 328 Laagl 4 jall 038 2385 (MI/pl 20 <) 5 e 3V

A o)) ) laa s A lilaa¥) 4y haill el Jlexia

by skl slae Llis bl <y 3 Thymus vulgaris ss4e it Laurus nobilis 2iJ/; Mentha spicata glsdll :4salidal) cilalsl)




Liste des abréviations

AOC : Appellation d"Origine Contrélée
AW : L’activité d’eau

CAS : Chemical Abstracts Service

CLSI : Clinicl and Laboratory Standards
CMF : Concentration Minimal Fongicide
CMI : Concentration Minimal Inhibitrice
CPG : Chromatographie en phase gazeuse
DL50 : Dose létale

DMSO : Dimethylsulfoxide

DO : Densité Optique

FAO: Food and Agriculture Organisation
GC: Chromatographie Gazeux

HE: Huile essenielle

IITA: International Institute of Tropical Agriculture

MOPS: [3-(N-morpholino)]-propanesulfonic acide

OMS: Organisation mondiale de la santé

PDA: Patato Dextrose Agar

RPMI: Roswell Park Memoaorial Institute Midium

S M : Spectrométrie de Masse

SAB : Sabouraud Dextrose Agar




Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableaun®1: Classification botanique de Laurus nobilis............................. 14

Tableaun®2: Classification de Mentha spicata................coovveviiiiiiinennnn.

15

Tableau n®°3: Classification botanique de Thymus vulgaris............cc.cccceo v e oe. 16

Tableau n®4 :  Les principaux mycotoxines dans le monde............................ 24
Tableaun®°5: Exemples de biopesticides développés pour le contrdle des

ennemis et competiteurs des plantes cultivées ........................ .

Tableau n°6 :  Origine et période de récolte de matériel végétal..................... 30

Tableau n®7: Composition chimique de I’huile essenticlle de Mentha spicata... 37

Tableaun®8: Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris.. 38
Tableaun® 9 : Composition chimique de I’huile essentielle de Laurus nobilis.... 39

Tableau n® 10 : Activité antifongique (CMI, CMF) des huiles essentielles de M.
spicata T. vulgaris et L. nobilis.................oooiiiiiiiiinn, 41

I1



Liste des figures

Figuren®1:

Figuren® 2 :
Figuren® 3:

Figuren® 4 :

Figuren®5:

Figuren® 6 :

Figuren® 7 :

Figuren® 8 :

Figuren°®9:

Figure n®10:

Figure n® 11 :

Figure n® 12 :

Liste des figures

Localisation des structures seécrétrices pour quelques plantes

1 0] 14 Lo [1 T PP 4
Extraction par entrainement alavapeur................coooviiiiiinnn.... 5
Appareillage utilisé pendant I’hydrodistillation d’huile essentielle..... 6
Schéma du montage de I’expression a froid ....................ocooenil. 7
Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus .................. 18
Caracteéres du thalle de genre Penicillium ............................ 20
Les cing approches de la protection des cultures .......................... 25
Dispositif d’hydrodistillation (photo originale)............................. 30
Les dilutions de I’agent antifongique insoluble dans l'eau................ 32

Préparation des tubes CMI de 1’agent antifongique insoluble dans
I'eau. 33
Préparation des suspensions fongiques (inoculum) pour la méthode de

macro-dilution en milieu liquide...................ooooii 34

Rendement des huiles essentielles. .........coovveee e, 36

I11



INTRODUCTION



Introduction

INTRODUCTION

Les moisissures constituent un agent de detérioration tres important. 1ls sont
omniprésents dans la nature et possédent un arsenal enzymatique trés varie, ce qui
leur permet de croitre sur divers substrats. Les moisissures diminuent la qualité
technologique (taux du gluten) et sanitaire ( allaergie, agents toxiques responsables de
graves intoxications humaines et animales: Mycotoxines), réduisant la valeur
nutritionnelle, modifiant 1’aspect organoleptique et enfin provoquant des problémes
économiques due aux colts de détoxification des grains ou les rejets des produits
contaminés. Avec la révolution dans le domaine agro-alimentaire, 1’étre humaine doit
maximiser sa production alimentaire afin d’assurer une alimentation adéquate pour la
population mondiale. Pour ce faire, il doit réduire 1’abondance des espéeces qui sont en
compétition alimentaire avec eux et mettre ces produits a 1’abri de toutes altérations
(Khelil, 1977).

En raison de son efficacité et de son application facile et pratique, I’utilisation
des produits chimiques constitue a I’heure actuelle la technique la plus utilisée pour
lutter contre les moisissures nuisibles (Magan et Olsen, 2004). Cependant, I’emploi
intensif et inconsidéré de ces produits a provoqué une contamination de la biosphere
et de la chaine alimentaire, une éradication des espéces non cibles telles que la faune
auxiliaire et 1’apparition des microorganismes résistants. La problématique
«pesticides » est a la fois d’ordre environnemental avec la contamination de la faune
et de la flore, elle est aussi d’ordre sanitaire. En effet, par leurs propriétés toxiques,
les pesticides représentent un réel danger pour I’homme lorsqu’ils ne sont pas utilisés
dans des conditions appropriées (Fillatre, 2011). Ces dangers ont conduit I’'OMS a
interdire I’usage de certains fongicides chimiques, d’autres vont étre prohibés dans un

futur proche (Khelil, 1977).

La tendance actuelle des consommateurs a chercher une alimentation plus
naturelle a incité la recherche, le développement et I’application de nouveaux produits
naturels ayant des activités antimicrobiennes et antifongiques (Bouguerra, 2012). Il
est devenu tres indispensable la recherche de molécules nouvelles en prenant en
compte d’autres critéres que 1’efficacité. Cette recherche s’est orientée vers la lutte
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biologique par I’utilisation de substances naturelles antibactériennes et antifongiques
pouvant constituer une solution alternative aux produits chimiques. Parmi les
méthodes de lutte biologique, les biopesticides occupent une place de choix car ils se
prétent souvent a la production de masse requise pour I’industrie et ils s’appliquent
avec un pulvérisateur conventionnel ce qui en facilite I’adoption par les producteurs
agricoles. lls sont généralement compatibles avec des méthodes de lutte biologique
classiques (ex. lachers de prédateurs ou de parasites), méme s’ils peuvent avoir des
effets néfastes sur les organismes utiles. Les biopesticides peuvent étre a base de
bactéries, champignons, virus, nématodes et d’extraits de plantes (Giroux et al., 1994;
Roger et al., 1995).

Dans ce sens, cette étude a pour objectif de determiner in vitro I’effet
antifongique des huiles essentielles de trois plantes aromatiques (Laurus nobili,
Mantha spicata et Thymus vulgaris) sur la croissance des champignons
phytopathogeénes. Elles sont parmi les plantes les plus utilisées dans le monde comme

source d’épices et d’extraits a qualité¢ médicale intéressante.

Le présent mémoire est structuré en trois parties. La premiére s’intéresse a une
recherche bibliographique sur les champignons phytopathogénes, les effets néfastes et
les différentes méthodes de lutte contre ces champignons et les huiles essentielles
avec ses propriétés biologiques ainsi que les plantes aromatiques sélectionnées pour
cette étude. La deuxiéme partie aborde la méthodologie utilisée pour 1’extraction et la
détermination de la composition chimique des huiles essentielles ainsi la méthode de
macro-dilution en milieu liquide utilisée pour 1’étude de I’activité antifongique, selon
la norme internationale M38-A préconisée par CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). La troisieme partie discute les résultats obtenus, enfin nous

achevons ce travail par une conclusion générale et des perspectives.
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Les huiles essentielles

1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés aromatiques des plantes, qui
sont extraites par distillation par la vapeur ou des solvants (Smallfield, 2001). Les huiles
essentielles (=essence=huiles volatiles) sont : «des produits de composition généralement
assez complexe renferment les principes volatils contenu dans les végétaux et plus ou moins

modifies ou cours de la préparation». (Bruneton ,1993).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les huiles essentielles ne
contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile
de tournesol, de mais, d'amande douce, etc.). Il s'agit de la sécrétion naturelle élaborée par le
végétal et contenue dans les cellules de la plante, soit dans les fleurs (ylang-ylang,
bergamotier, rosier), soit dans les sommités fleuries (tagéte, lavande), soit dans les feuilles
(citronnelle, eucalyptus), ou dans 1’écorce (cannelier), ou dans les racines (vétiver), ou dans
les fruits (vanillier), ou dans les graines (muscade) ou encore autre part dans la plante (Anton
et Lobstein, 2005).

Les huiles essentielles doivent donc étre designees par la dénomination scientifique
selon les regles linnéennes : exprimés en latin, le nom de genre, suivie de celui de I"espéce
puis I"initiale du botaniste qui I"a décrit la premiére fois, cela pose probléme des descriptions
concomitantes, compléte éventuellement de la sous espece ou de la variété, plante puis le mot
(Oil) qui rend compte du procédé d”extraction. Par ailleurs, pour une méme fraction de plante,
en fonction de plusieurs facteurs peut changer notablement, certains vois de biosynthése sont
favorisés et conduisent & des métabolites différents. On distingue pour une méme huile
plusieurs chémotypes différentes. Il a donc crée une appellation d origine contr6lée (AOC)

pour d”essence (Homsi, 2009).

1.1. Localisation des huiles essentielles dans les plantes aromatiques

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de
membranes spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés,
associés a des groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et donc de leur

perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement
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I’évaporation des huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (Bruneton, 1993 ; Anton

et Lobstein, 2005).

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se
forment dans le cytoplasme de certaines cellules végétales spécialisees (Charabot et al.,
1899). Elles peuvent étre stockées et emmagasinées dans diverses structures de la plante telles
que les poils sécréteurs ou les trichomes, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices
internes, les poches sécrétrices et les canaux sécréteurs. La figure n° 1 illustre la localisation
des cellules contenant les huiles essentielles pour quelques plantes aromatiques (Loupy,
2006).

Thym Menthe

Lavande Carvi

Figure n°® 1: Localisation des structures sécrétrices pour quelques plantes aromatiques (Loupy, 2006).

Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les
terpénoides qui possedent un role écologique lors des interactions végétales, comme agents
allélopathiques, c’est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des interactions

végétal-animal, comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes. Ils
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interviennent également, par leurs odeurs caractéristiques, dans 1’attraction de polinisateurs

(Thompson, Chalchat, Michet, Linhart, 2003; Ormeno, Fernandez et Mévy, 2007).

1.2. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention d’une essence végétale intervient de facon déterminante dans
la nature des produits d’extraction. Plusieurs procédés d’extraction des principes végétaux
sont connus et utilisés a ce jour, dont I’expression par solvant organique volatil (Bruneton,
1999), I’extraction a 1’eau surchauffée (Bruneton, 1999), I’extraction au CO, supercritique
(Bruneton, 1999), par ’entrainement a la vapeur d’eau et par 1’hydrodistillation (Bruneton,
1999). De tous ces procédés, ces derniers sont les plus employés a 1’échelle industrielle pour

la production d’huiles essentielles (Wang et al., 2008).

1.2.1. Distillation par entrainement a la vapeur

L'entrainement a la vapeur d'eau est I'un des procédés d'extraction les plus anciens et
I’une des méthodes officielles pour I’obtention des huiles essentielles (Cf. figure n° 2). Dans
ce systéme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action d’un flux de vapeur
descendant ou ascendant sans macération préalable. Le plus souvent, de la vapeur d’eau est
injecté au bas d’une charge végétale. Les vapeurs chargées en composes volatils sont
condensées avant d’étre décantées et récupérées dans un essencier (vase de décantation pour

les huiles essentielles) (Crouzet, 1996 et Peyron, 1992).

Condenseur
A
Réacteur ———»
**::
Matériel végétal 2 STES L
* ? 2 . ‘
* ** l«—— Huile essentielle

l———Phase aqueuse

Cohobe

Vase florentin
Chaudiere

Figure n° 2 : Extraction par entrainement a la vapeur (Crouzet, 1996 et Peyron, 1992).
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1.2.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste a immerger la matiére premieére dans un bain d’eau.
L’ensemble est port¢ a ¢ébullition et I'opération est généralement conduite a pression
atmosphérique. La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage communément appelé

cohobage.

Systemeé d'eau

pour refroidissement / /— Condenseur
-,

Huile

Figure n°® 3 : Appareillage utilisé pendant I’hydrodistillation d’huile essentielle (Bourrel, 1993).

Le montage de type SCHILCHER (Bourrel, 1993) (Cf. figure n° 3) est composé de
quatre parties principales :
e e réacteur, un ballon dans lequel on introduit la maticre végétale et I’eau ;
¢ la colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la phase
vapeur ;
o le réfrigérant dans lequel se recondensent les vapeurs ;
e le vase florentin ou vont se séparer la phase organique (huile essentielle) et la phase

aqueuse (eau florale).

Ce systeme peut étre équipé d’un recyclage ou cohobage : un principe de siphon
renvoie 1’eau florale du vase florentin vers le réacteur. Un simple robinet au bas du vase
permet de recueillir I’huile essentielle a la fin de la réaction. Le milieu réactionnel constitué
par la mati¢re végétale et 1’eau est porté a ébullition grace a un chauffe-ballon. La température

est limitée par la température d’ébullition de I’eau 100 °C. La composition chimique des
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huiles essentielles dépend largement de I’influence des conditions d’hydrodistillation sur

I’essence contenue dans la plante.

1.2.3. Expression a froid

L’expression a froid (Cf. figure n° 4) est une extraction sans chauffage réservee aux
agrumes. Le principe de ce procédé mecanique est fondé sur la rupture des péricarpes riches
en huiles essentielles. L huile essentielle ainsi libérée est entrainée par un courant d’eau. Une

émulsion constituée d’eau et d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation

(Dugo et al., 2002 ; Kimball, 1999).

Moteur
Aiguille

Collecteur

Figure n° 4 : Schéma du montage de 1’expression a froid (Ferhat, 2007).

L’utilisation de grandes quantités d’eau dans cette technique peut altérer les qualités
des huiles essentielles, par hydrolyse, par dissolution des composés oxygénés et par transport
de micro-organismes. C’est pour cette raison que les constructeurs cherchent a s’affranchir de
l'utilisation de 1’eau lors d’une telle extraction. Ainsi, pour éviter ces altérations, de nouveaux
procédés physiques usuels sont apparus. Ils sont basés sur I’ouverture des sacs ol€iferes par
éclatement sous 1’effet d’une dépression, ou I’utilisation du principe de 1’abrasion de 1’écorce

fraiche (Ferhat, 2007).
1.2.4. Extraction au CO, supercritique
Il s"agit du procédé le plus récent d”extraction a froid aux matieres premiéres végétales

utilisant le gaz carbonique ou CO,, Sous pression et a température supérieure a 31 °C. Le gaz

carbonique se trouve dans un état dit «supercritique » intermédiaire entre le gaz et le liquide.

Dans cet état, le CO, présente la particularité de dissoudre de nombreux composants
7
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organiques. Cette propriété a étre mise a profit pour extraire la matiere premiére végétale
intéressante pour la parfumerie. Pour cette application, I"extraction au CO, supercritique
présente de nombreuse avantage par rapport aux procédes d’extraction traditionnelle. Les
matieres premiéres ainsi obtenues sont proche du produits naturels origine et sans solvant
résiduel (Beneteaud, 2011).

Les méthodes varient selon la nature de la partie de la plante distillée (fleur, racine,
écorce, feuille ou baie) et selon les progres des techniques de I’industrie du parfum, pendant
de nombreuses années, les trois seuls méthodes utilisés furent la distillation pour les plantes
entiers, I’enfleurage pour les fleurs fragiles, comme le jasmin, la violette, la rose de mai ou
mimosa, et l’expression mécanique pour obtenir les essences d’agrumes pour usage
aromatique, seules les huiles essentielles obtenues par distillation a la vapeur lente et

expression mécanique satisfont aux normes stricte (Danielle et Olide, 2007).

1.3. Composition chimique des huiles essentielles

Leur composition chimique est déterminée par chromatographie gazeux (GC) et
spectrométrie de masse (SM). Elles sont composées de trois types (groupes) de composantes :
les terpenes, les composés aromatiques et les composées d”origines divers (Homsi, 2009).

1.3.1. Lesterpenes de formule(CsHg) n
Pour les huiles essentielles, il s"agit des terpenes les plus volatiles : monoterpénes et
terpenes sesquierpéniques, porteur de fonction dont le degré d oxydation est variable. Les

substances possibles sont nombreuses (Homsi, 2009).

a. Monoterpénes CoH ¢ (n=)

Ils peuvent étre acyclique, monocyclique (thymol), ou bicyclique. IlIs sont les
principaux constituants des huiles essentielles, qu’il présente avec un pourcentage de 90%,
sont considérés comme premier maillon dans la biosynthése et présents dans de nombreux

végétaux (Homsi, 2009).
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b. Sesquiterpenes (n=3)
Ils sont I’objet de nombreux cyclisation, de réarrangement, d’oxydation conduisant a
un trés grand nombre de sature. Celles-ci peuvent se présenter sous forme de 1’actone

facilement allergisantes (Homsi, 2009).

1.3.2. Les composés aromatique biosynthétises
Ces composés ne se trouvent que dans certaines huiles essentielles et présentent
généralement des odeurs trés marquées : anéthol de 1’anis ou de la badiane, aldéhyde
cinnamique de I’écorce du cannellier, eugénol du bouton floral (clou du giroflier) (Jean-

Marc, 2011).

1.3.3. Les composeés divers
Lors de la distillation, certaines composés aliphatiques (carbures, acides, alcools,
aldéhydes, esters) sont entrainé (Laurence, 2009). On peut citer dans ce groupe les composés

soufrés des moutardes, I’anthranilate de méthyle du bigaradier (Jean-Marc, 2011).

1.4.  Paramétres influencant la composition des huiles essentielles

Etant formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles présentent
une trés grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au plan du rendement des
plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs, que nous pouvons

regrouper en deux catégories :

1.4.1. Facteurs intrinseques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal (Bruneton,
1999).

L’influence du stade végétatif (Stefanini et al., 2006; Aprotosoaie et al., 2010), I’organe de la
plante (Chowdhury et al., 2009), les hybridations, les facteurs de mutation, la polyploidie
(Garnéro, 1991; Aprotosoaie et al., 2010) et le polymorphisme chimique « chimiotypes ou
formes physiologiques » (Garnéro, 1991; Belyagoubi, 2006) sont les principaux facteurs

intrinséques qui influencent la composition et le rendement des huiles essentielles.
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1.4.2. Facteurs extrinseques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles. La température, la quantité de lumiére, la pluviométrie et les conditions
édaphiques représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d’une plante aromatique donnée (Bruneton, 1999; Mohammad et al., 2009; Olle et
Bender, 2010; Aprotosoaie et al., 2010). Il n’y a pas eu mal des travaux ayant mis en
¢vidence I’influence de [’origine géographique de la matiére premicére (Barry, 2001;
Mohammedi, 2006; Marzoukia et al.,2009), les conditions culturales telles que la date de
semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires, I’emploi d’engrais, ainsi que les
techniques de récolte influencent aussi la composition et le rendement des huiles essentielles
(Barry, 2001; Lahlou, 2004; Stefanini et al., 2006; Benini, 2007; Aprotosoaie et al., 2010).

L’instabilité des constituants des huiles essentielles explique que la composition du
produit obtenu par hydrodistillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange
initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal. Au cours de 1’hydrodistillation,
I’eau, l’acidité et la température peuvent induire 1’hydrolyse des esters mais aussi des
réarrangements, des isomérisations, des racémisations, des oxydations, etc. (Silou, 2003;
Lucchesi, 2005).

La méthode d’extraction (Huang et al., 1987; Weinreich et Nitz, 1996; Bruneton,
1999; Mohamed, 2005; Abramson et al., 2007; Benini, 2007; Silano et Delbo , 2008) et
I’état du matériel végétal (Pinto et al., 2006; Hettiarachichi, 2008) influent aussi sur la
composition et le rendement des huiles essentielles. Il faut aussi signaler que le stockage des
matiéres premiéeres avant distillation peut également influencer la composition et le rendement

des huiles essentielles (Besombes, 2008).

1.5. Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur
le marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. La plupart du temps, sous
le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue d’évaluer le
risque que represente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les médicaments sont

aussi peu mentionneées (Pibiri, 2006).
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Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la littérature :
En regle générale, les huiles essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale
faible ou trés faible avec des DL50 supérieures a 5g/kg. En ce qui concerne la lavande la
toxiciteé est faible autour des 5g/kg (donnée observée chez 1’animal) (Bruneton, 1993). Chez
I’homme des intoxications aigues sont possibles. Les accidents graves, les plus souvent
observés chez les petits enfants, sont provoqués par l’ingestion en quantité importante
d’huiles essentielles.

Certains auteurs (Franchomme et al., 1990 ; Mailhebiau, 1994) se basent sur la
composition des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles biochimiques
auxquelles elles appartiennent.

Certaines huiles essentielles se révélent cytotoxique selon la phase dans laquelle elles
sont mises en contact (la toxicité du thym est augmentée par contact en phase liquide et

réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande (Inouye, 2003).

1.6.  Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également

des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

1.6.1. Activité antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il est
probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique,
mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002). De fagon générale, il
a été observé une diversité d’actions toxiques des HES sur les bactéries comme la perturbation
de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force motrice de proton, fuite d'électron
et la coagulation du contenu protéique des cellules (Davidson, 1997).

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire

un changement de conformation de la membrane (Cox et al., 2000; Carson et al., 2002). Une

11



Les huiles essentielles

inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a aussi été
rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les HEs peuvent aussi inhiber la synthese de
ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides (Cox et al., 1991).

1.6.2. Activité antiviral

De nombreuse familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirale et
parmi elle : les monoterpenols et les monoterpenals. Les virus sont genéralement fortement
sensibles aux molécules aromatiques et de nombreuses pathologies virales sévéres montrent
de I’amélioration importante avec leurs utilisations. ((Robert, 2004. Giordin et Kaloustin,

2006).

1.6.3. 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, 2002).

Les huiles essentielles les plus étudiées dans la littérature pour leurs propriétés
antifongiques appartiennent a la famille des Labiacae : thym, origan, lavande, menthe,
romarin, sauge, etc... Etant donnée la grande complexité de la composition chémotypique des
huiles essentielles, malgré de possibles synergies certains auteurs préférent étudier 1’effet d’un
composé¢ isolé pour pouvoir ensuite le comparer a I’activité globale de I’huile. Ainsi I’activité
fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la présence de certaines fonctions
chimiques (Voukou et al., 1988). lls concluent que les phénols (eugénol, chavicol 4-allyl-2-6-
diméthoxyphénol) sont plus antifongiques et que les aldéhydes testés (cinnamique et hydro
cinnamique). lls présentent également des propriétés fongistatiques trés marquées. Les
groupements méthoxy, a I’inverse, ne semblent pas apporter a ce type de molécules une
fongitoxicité significative.

Cette activité est estimée selon la durée d’inhibition de la croissance déterminée par
simple observation macroscopique. L’activité antifongique décroit selon le type de fonction

chimique: Phénols>Alcools>Aldéhydes>Cétones>Ethers>Hydrocarbures.

12
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Parmi les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif. En ce
qui concerne les composés phénoliques, [D’activité antifongique augmente avec
I’encombrement stérique de la molécule (p-n-propylphénol> thymol> isoeugénol> eugénol)
(Ultree et al., 2002).

L’addition de groupements alkyls au noyau benzéne du phénol augmente le caractere
antifongique. Par conséquent, un certain degré d’hydrophobicité des composés phénoliques
ou aldéhydes aromatiques parait donc requis pour exprimer une caractéristique antifongique
optimale. L’activité des terpenes des huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction
chimique. Les travaux de Chao et al. (2000), ont montré 1I’importance de la spécification du

genre et de I’espece, ainsi que de la variété de la plante d’ou provient I’extrait.

1.7. Les plantes aromatiques sélectionnées pour cette étude

Les plantes sont classées selon I'ordre alphabétique des noms scientifiques.

1.7.1. Laurus nobilis L.

Laurus nobilis L., membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et
environ 2000-2500 espéces (Cf. tableau n° 1) (Barla et al., 2007). Actuellement, la plante est
largement cultivée dans beaucoup de pays comme plante ornementale et pour la production
commerciale tels que la Turquie, I’ Algérie, la France, la Grece, le Maroc, I’ Amérique centrale

et les Etats-Unis Méridionaux (Demir et al., 2004; Barla et al., 2007).

Laurus nobilis, Arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10 m de haut a tige droite grise
dans sa partie basse et verte en haut. Ses feuilles sont alternés, coriaces, légérement ondulées
sur les bords, longues de 16 cm sur 8 cm de large, persistantes vert foncé et glacés sur leur
face supérieure et plus pale en dessous. Les fleurs sont dioiques (petites fleurs males et
femelles sur des pieds séparés), jaunes, groupées par 4 a 5 en petites ombelles. Le fruit est une
petite baie ovoide de 2 cm de longueur sur 1cm de largeur, noir vernissé a maturité (lserin,
2001 ; Demir et al., 2004 ; Beloued 2005) .

13
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Tableau n° 1 : Classification botanique de Laurus nobilis L.

Regne : Plantes Sous classe : Dialypétales
Sous regne : Plantes vasculaires Ordre : Laurales
Embranchement : spermaphytes Familles : Lauracée

Sous embranchement : Angiospemes | Genre : Laurus

Classe : Dicotylidones Espéce : Laurus nobilis L.

Source : Quezel et santa, 1962.

De nombreuses études ont été réalisees pour la détermination de la composition
chimique des feuilles de Laurus nobilis et plusieurs ont prouvé la richesse de ses feuilles en
substances actives. Par hydrodistillation les feuilles fournissent environ 10-30 ml/Kg (1-3%)
d’huile essentielle (Bruneton 1999, Demir et al., 2004) dont les constituants majoritaires
inclut : cinéol, a et B pinéne, sabinéne, linalol, eugénol, terpinéol, plus d’autres esters et
terpenoides, mais dont les proportions varient selon 1’origine géographique (Iserin 2001 ;

Sayyah et al.,2002 ; Demir et al., 2004).

1.7.2. Mentha spicata L.

Les menthes (lamiacées), ces plantes qui portent le nom nymphe grec que
métamorphosées en végétale, sont des lamiacées typiquement (Cf. tableau n° 2) (Bernard,
2001). Le nom Mentha dérivé de «Mintha», nom grec d’une nymphe, feuille de Cocyte que
Proserpine, jalouse, transformé en fleur (Bernard et Bénézra, 2002).

Quelque 30 espéces connus sont tous originaire des zones tempérées « Europe,
Afrique du nord, Asie occidentale et Amériques du nord », elles comprennent plus 200 sous
espéces, variétes, formes, races et hybride (Bernard et Bénézra, 2002). L’identification de ces
especes est difficile, la plus part susceptible de s’hybrider spontanément avec chacune des
autres. Ce sont des plantes herbacées et vivaces qui se caractérisent par des tiges
quadrangulaires, des feuilles simples opposes et de petites fleurs pourpres, roses ou blanche.
Ces fleurs sont réunis en inflorescences pouvant prendre trois aspects : soit en épi terminale
contenu formé de glomérules deux tres rapprochées les uns des autres (Mentha spicata L.),
soit en un seul glomérule terminal soit encore verticille a ’assaille des feuilles (Bernard et

Benézra, 2002).
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Tableau n°2 : Classification de Mentha spicata.

Régne : Plantes Sous classe : Dialypétales
Sous regne : Plantes vasculaires Ordre : Labiales
Embranchement : Spermaphytes Famille : Lamiacées

Sous embranchement: Angiospermes | Genre : Mentha

Classe : Dicotylidones Espéce : Mentha spicata

Source : Ermest, 2001.

Pendant les derniéres années, les chercheurs ont identifié l'usine en bon état de
plusieurs composes biologiquement actifs, le carvone identifiée et le menthol du Mentha
spicata. Ces deux produits chimiques sont le constituant principal de la menthe. Le
constituant en chef d'huile essentielle est le carvone (55-75%) et le limonene (jusqu'a 21.4%)
(Khare, 2007). Le rendement d'huile volatile des feuilles et des dessus débordants est environ
0.5% que I'huile contient le limonéne de I-carvone de 55% (le cumin et I'aneth contiennent le

d-carvone), phellandrene et un certain ester (Daniel, 2006).

1.7.3. Thymus vulgaris L.

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées,
avec pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Cf. tableau n° 3)
(Morales, 2002). L’espéce la plus connue est sans conteste Thymus vulgaris L. localement
connu zaatar. En francais et anglais par exemple, on emploie fréqguemment le nom du genre
(thym et thyme respectivement) pour désigner 1I’espéce Thymus vulgaris (Amiot, 2005). Cette
plante 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).
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Tableau n°3 : Classification botanique de Thymus vulgaris.

Regne : Plantes Sous classe : Dialypétales
Sous regne : Plantes vasculaires Ordre : Labiales
Embranchement : Spermaphytes Famille : Lamiacées
Sous embranchement : Angiospermes Genre : Thymus
Classe : Dicotylédones Espéce : Thymus vulgaris

Source : Morales, 2002.

Thymus vulgaris L. est un arbuste aromatique a tiges ramifiées, pouvant atteindre 40
cm de hauteur. 1l posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert foncés, et
qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent
I’huile essentielle majoritairement composée de monoterpenes. Ses petites fleurs
zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en

passant par le rose (Bruneton, 1999 et Morales, 2002).

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont
tres riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions
géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et
détection). La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition
fluctue selon le chémotype considéré (Bruneton, 1999) ; I’huile essentielle de Thymus
vulgaris a été analysée en utilisant la chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a une
spectrométrie de masse (SM), 30 composés ont été identifiés et caractérises, les plus abondant
sont respectivement : thymol (44,4 - 58,1 %), p-cymene (9,1 - 18,5 %), y-terpinene (6,9 - 18,0
%), carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %). La caractéristique d’huile essenticlle de
Thymus vulgaris était sa teneur élevée du thymol (Guillén et Manzanos, 1998 ; Balladin et
Headley, 1999 ; Hudaib et al., 2002 ; Bouhdid et al., 2006) .
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Les champignons phytopathogenes

2. Les champignons phytopathogene

Les champignons sont des contaminants fréquents de nombreux substrats végétaux et
de certains produits d’origine animale. Leur présence peut améliorer la qualité organoléptique
de produit ou, au contraire, I’altérer et conduire a 1’accumulation de métabolites secondires
toxiques : les mycotoxines.

Sur 11000 espéces fongiques, environ une certaine est potentiellement toxigénes et
une cinquantaine peuvent se rencontrer sur les aliments peu hydratés (Cahagnier, 1998. Du
champ au silo les espéces présentes dans les grains évoluent et 1’on distingue une flore du
champ, puis une flore intermédiaire & laquelle se substitue une flore de stockage. Certaines ne
présentent pas desnrisques sanitaires, les espéces a risque mycotoxinogénes sont
principalement les Fusaria au champ ainsi que les Aspergilli et les Penicillia au cours du
stockage (AFSSA, 2006).

Le genre Aspergillus appartient au phylum Ascomycota, la classe des Eurotiomycétes,
I’ordre des Eurotiales a la famille des trichocomaceaes. Ce genre comprend environ 185
especes réparties en 18 groupes morphologiquement, génétiqguement et physiologiquement
proches (Botton et al., 1990). De nombreusesespéces appartenant au genre aspergillus s ont
connus pour laur capacité a produire certaines mycotoxines parmi lesquels Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus et A. nomius sont les principaux producteurs d’afltoxines.

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, ils se développement sur la
matiére organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires, les
produits agricoles. De nombreuses especes d’aspergillus sont présentes dans 1’environnement
humain, notamment dans la poussiére et 1’air (Jarvis et al., 2005). Certaines espéces peuvent

étre directement pathogénes pour ’homme et les animaux.

2.1.  Principaux genres phytopathogenes

Les genres les plus importants de point de vue économique et médical sont les
Aspergillus, les Penicillium et les Fusarium qui représentent les contaminants les plus
fréquents des aliments. On les retrouve principalement dans les céréales, mais aussi dans de

nombreux autres produits végétaux et d’origine animale.
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2.1.1. Le genre Aspergillus

C’est un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré,
présente un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en
vésicule (Cf. figure n° 5) (Raper et Fennell, 1965). Les Aspergillus ont une large répartition
géographique, mais sont plus souvent associés aux régions a climat chaud (Castegnaro et
Pfohl-Leszkowicz, 2002); ils se développent sur la matiére organique en décomposition, dans
le sol, le compost, les denrées alimentaires, les céréales. De nombreuses espéces d’Aspergillus

sont présentes dans I’environnement humain, notamment dans la poussicre et I’air (Morin,

1994).

Conidies -
__ Phialides
_ Métules
TS Vésicule — |
|
/
\ “
\\ Conidiophore |
\ 4 (large. non cloisonné) — » \‘ \
E—— Cellule podale eSS P>
< 2=
Filament végétatif —
(fin, cloisonné)

Figure n° 5 : Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus (Morin, 1994).

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques
(gélose au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques. Apres 48 heures d’incubation, on
observe des colonies plates, formées de courts filaments aériens, blancs ; aprés 96 heures
d’incubation, les colonies vont prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune ou noire
selon les espéces. La majorité des Aspergillus poussent a 22-25°C ; les especes thermophiles
(A. fumigatus) se développent a 37-40°C est parfois jusqu’a 57°C (Badillet et al., 1987;
Morin, 1994).

Les Aspergillus forment des colonies souvent poudreuses ou granuleuses. La couleur

de colonies permet une orientation rapide dans I’identification d’espéces : gris-vert pour A.
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fumigatus, vert-jaune pour A. flavus et les espéces du groupe A. glaucus, vert foncé a chamois
pour A. nidulans, brun canelle pour A. terreus, chamois clair, jaune et rose pour A. versicolor,
jaune puis noir pour A. niger et blanche pour A. candidus. Le revers de la colonie est incolore
ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec 1’age (Chermette et Bussieras, 1993).

De nombreuses espéces appartenant au genre Aspergillus sont connues pour leur
capacité a produire certaines mycotoxines (Pitt, 2000). Aspergillus flavus et A. parasiticus
sont les principaux producteurs d'aflatoxines. L’aflatoxine B1 est classée comme cancérigene
chez I’homme et I’animal (IARC, 1993). Aspergillus fumigatus synthétise plusieurs
métabolites trés toxiques comme la fumagiline, I’acide helvolique, la gliotoxine, les dérivés
quinoniques, des alcaloides voisins de ceux de I’ergot de seigle. Aspergillus niger peut
produire de D’acide oxalique, des malformines et, certaines souches, des aflatoxines.
Aspergillus ochraceus est le principal producteur d'ochratoxine A. Il colonise lui aussi de trés
nombreux substrats. Aspergillus terreus élabore des substances antibactériennes, de toxicité
variable (flavipine, terréine, citrinine, erdine et molécules voisines, clavacine) (Botton et al.,
1990).

2.1.2. Le genre Penicillium

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des
Ascomycetes. Ce genre comprend environ 227 especes définies essentiellement d’apres les
caractéres du thalle, des peénicilles et des spores (Pitt, 1988). Les Penicillium sont des
champignons pour la plupart trés communs dans 1’environnement, polyphages, pouvant étre
responsables de nombreuses dégradations. Ils ont pour habitat naturel le sol, les denrées
alimentaires, les matiéres organiques en décomposition, le compost, les céréales. Les especes
du genre Penicillium se développent normalement dans des milieux ou ’activité de 1’eau est
plus élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus, a des températures plus basses.

Il s’agit de contaminants fréquents des régions tempérées.

Les Penicillium se développent rapidement et facilement sur les milieux de culture
utilisés en routine (géloses au malt, Sabouraud). lls se développent a des températures
modérées de 1’ordre de 20-27 °C. Apres 2 jours d’incubation, on observe des petites colonies

plates, formées de courts filaments aériens, habituellement blancs. Aprées 3-4 jours
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d’incubation, la sporulation va conférer aux colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons
vert, vert bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu mais aussi, pour certaines especes, jaune,
orange, chamois, rose, ou rouge. Cette couleur permet une premiére orientation dans

I’identification d’espéces (Cf. figure n° 6).

1 =

Velouté Laineux

2 Vil

Funiculeux Fascicule

Téte conidienne Téte conidienne

cylindrique lache

Figure n° 6 : Caractéres du thalle de genre Penicillium (Botton et al., 1990).

La majorité d’espéces du genre Penicillium sont capables de produire des
mycotoxines: 1’acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum), I’acide pénicillique
(Penicillium cyclopium) ; la patuline ou la clavacine (Penicillium expansum, Penicillium
griseofulvum), la citrinine (Penicillium expansum), I’ochratoxine A (Penicillium verrucosum)
(Pitt, 2000).

2.1.3. Le genre Fusarium

Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des
Deutéromycetes. Les formes parfaites ou téléomorphes de quelques espéces de Fusarium sont
connues, et appartiennent a la classe des Ascomycetes (ordre des Hyphocreales, famille des
Nectriaceae, genres Gibberella, Calonectria et Nectria). Sur le plan économique le genre
Fusarium est trés important parce qu’il regroupe beaucoup d’espéces phytopathogénes,
susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez de nombreuses plantes. De plus,
beaucoup d’espéces saprophytes sont capables de se développer en tant que pathogénes
secondaires sur des tissus vegétaux sénescents. Les espéces du genre Fusarium peuvent ainsi
attaquer les céréales (mais, blé, orge, avoine), des légumes, les plantes ornementales et

beaucoup d’arbres fruitiers.
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Les Fusarium poussent sur milieu Sabouraud, mais se développent mieux sur gélose
au malt ou sur milieu PDA (potato-dextrose-agar). Leur température optimale de croissance
est comprise entre 22 et 37 °C. Sur les milieux de culture, les Fusarium forment des colonies
duveteuses ou cotonneuses de couleur variable (blanche, créme, jaune, rose, rouge, violette ou
lilas) selon les espéces. Le revers peut étre créme, rouge a pourpre, lilas ou violet. Les
pigments diffusent souvent dans la gélose (Chermette et Bussieras, 1993). Le genre Fusarium
comprend des especes capables de produire de nombreuses mycotoxines : les trichothécénes,
la zéaralénone et les fumonisines.

- Fusarium poae, F. sporotrichioides, F. crookwellense, F. culmorum, F.

graminearum produisent des trichothécenes de types A et B ;

- Fusarium verticillioides (moniliforme) et F. proliferatum synthétisent les

fumonisines ;

- Fusarium culmorum, F. graminearum F. oxysporum et F. sporotrichioides

produisent de la zéaralénone (Pitt, 2000).

2.2. Facteurs de développement des champignons

Les facteurs qui contribuent au premier lieu a la biodétérioration (dont fait partie le
développement de moisissures) d'un écosysteme sont I'humidité, la température et les
ravageurs (FAO, 2003). Le développement de moisissures dépend de plusieurs facteurs :
I’humidité, la température et la présence de spores et d’¢léments nutritives. La température et
I’humidité conditionnent leurs proliférations, il est généralement admis que, a température
ambiante, les moisissures ne peuvent proliférer que si ’humidité relative locale dépasse 80%
pendant plusieurs semaines. L humidité relative locale dépend de I’humidité absolue de 1’air
intérieur et de la température locale (Claude, 2004). Les moisissures se développent le mieux
dans une atmosphére chaude et humide. Elles se développement méme a basse température si
I’humidité relative de I’air est élevée, ¢’est-a-dire si I’air contient beaucoup de vapeur d’eau.
Une atmosphere seche prévient la germination des spores et par conséquent le développement
de moisissures. Cependant, elle ne tue pas les spores qui sont trés résistante aux conditions
seches (Inge, 2004).

La prolifération des moisissures dépend de la teneur en eau des grains, de leurs
températures et de I'importance des dommages physiques qu’ils causent. Dans certaines

circonstances, le developpement de mycotoxines peut constituer un danger particulier (FAQ,
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1995). L’humidité et la température favorisent le développement des moisissures secrétant des
mycotoxines qui constituent actuellement un probleme de santé public (Abdoulayye, 2012).
Dans les céréales, les moisissures utilisent la vapeur d'eau présente dans les interstices entre
les grains dont la concentration est déterminée par I'équilibre entre I'eau libre contenue dans le
grain (la teneur en eau du grain) et lI'eau présente sous forme de vapeur autour du grain. La
concentration de I'eau interstitielle est désignée soit par les termes d’humidité relative
d'équilibre (exprimée en pourcentage), soit par ceux de facteur d’humidité (FAO, 2003).

Les moisissures se disséminent également par D’intermédiaire de leurs spores
transportées par l’air ou véhiculées par les insectes. Les mycotoxines se concentrent
volontiers dans ces spores, contaminants 1’air respirable, adsorbées sur des particules
organiques ou par la poussiéere (Pierre, 2000 ; Zaid et Pierre, 2011). Enfin, les moisissures
peuvent servir de nourriture pour les insectes et les mites, mais, dans certains cas, étre pour
eux des agents pathogénes (FAO, 2003). L'autre facteur susceptible d'influer sensiblement sur
le développement des moisissures est la proportion de grains brisés se trouvant dans un lot de
céréales. Ces grains, endommagés par la moisissure ou les insectes (FAO, 2003), et les
différents impuretés (poussieres, farines, pailles) et les grains briser sont plus facilement
attaques par les moisissures et les insectes et constitue pour les stocks des foyers d’infestation

privileges (Aliou et Cruz, 1989).

2.3. Les problemes phytosanitaires liés a ces agents phytopatogénes

2.3.1. Les maladies

La pourriture racinaire, la pourriture de pied et la pourriture commune, sont des noms
qui se rapportent a une méme maladie d’origine fongique (Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum, Fusarium avenaceun, Cochlibolus sativus) et qui peut affecter le blé et 1’orge.
La pourriture racinaire est répandue dans toutes les régions du Maghreb. Des réductions en
rendement de grain, en poids de grains, en émergence des plantules, en nombre de talles et
d’épis, sont souvent rapportées (Sayoud et al., 2008).

La maladie striée causé par (Helminthosporium gramineum, Pyrenophora graminea)
étant une maladie transmise uniquement par la semence, elle est 13, ou la désinfection de la

semence ne se fait pas. Elle est d’incidence négligeable au Maroc et en Tunisie, alors qu’en

Algérie est considerée comme la maladie des céréales la plus répandue avec une incidence
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atteignant les 80%. C’est une maladie trés destructive du fait que les plantes infestées ne
produisent quasiment aucune graine (Sayoud et al., 2008).

Les grains de céréale forment également un excellent milieu de culture pour les
moisissures. Pendant le stockage, les céréales subissent généralement une perte de qualité,
assurée par une infection des mycétes, des insectes et des acariens. Cette détérioration est
caractérisée par une diminution de la germination, une décoloration, des changements
chimiques et nutritionnels, un durcissement et de mauvais goUts qui ont comme conséquence

le rejet du produit (Mills, 1990). L’activité fongique méne également aux pertes de matiere
séche et de la valeur nutritive ainsi qu’ a des problémes de santé dus a la formation des

mycotoxines et des spores allergéniques (Olsson, 2000).

2.3.2. Mycotoxines

Les mycotoxines sont des substances élaborées par des champignons dont la toxicité
ne s’exerce sur la plante hote, mais sur les consommateurs (Royer, 1990). En générale, les
mycotoxines transférées dans la chaine alimentaire sont en quantité trés faibles, de 1’ordre du
nanogramme par kilogramme (ng/kg) (Zaid et Pierre, 2011). On distingue deux types
d’accidents : les accidents aigus font suites a I’ingestion d’une grande quantité de
mycotoxines et une maladie chronique qui fait généralement suit a I’ingestion de mycotoxine
en faible quantité mais sur une long période, cette chronique provoque un affaiblissement du
systeme immunitaire (Gury, 1997), a des effets délétéres sur le systeme nerveux central,
I'appareil cardiovasculaire et I'appareil respiratoire, ainsi que sur l'appareil digestif. Elles
peuvent aussi avoir des effets cancérogenes, mutagenes, tératogénes et immunosuppresseurs
(FAO, 2003).

Les mycotoxines peuvent étre produites par cing genres de champignons: les
Aspergillus, les Penicillium, les Fusarium, les Claviceps, les Altenria. Plus de trois cents
mycotoxines, dont la structure chimique est identifie, ont été produites artificiellement a partir
des 350 types de moisissures (Moll et Moll, 1995). Le Tableau ci-dessous (Cf. tableau n°® 4)

représente les principales mycotoxines dans le monde.
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Tableau n° 4 : Les principaux mycotoxines dans le monde

Espece de moisissure Mycotoxines engendrées Les denrées

Aspergillus parasiticus | Aflatoxines B1, B2, G1, G2 Oléagineux, pastiches, épices, mais,
sorgho, grains de coton,

Aspergillus flavus Aflatoxines B1, B2 Oléagineux, pastiches, épices, mais,
sorgho, grains de coton,

Fusarium Trichothécenes (Toxine T-2, DON...) | BIé, Orge, mais, riz, seigle, avoine

sporotrichioides

F.poae,F.tricinctus

Fusarium graminearum | Déoxynivalénol (ou nivalénol), Blé, Orge, mais, riz, seigle, avoine
Zéaralénone
Trichothécenes (Toxine T-2, DON...)

Fusarium moniliforme Fumonisine B1 BIé, Orge, mais, riz, seigle, avoine
(F. verticillioides)

Fusarium culmorum Zéaralénone BIé, Orge, mais, riz, seigle, avoine

Fusarium crookwellense | Trichothécenes(Toxine T-2,DON...)

Aspergillus niger Ochratoxine A Oléagineux, pastiches, épices, mais,
Fumonisine B2 sorgho, grains de coton,

Penicillium verrucosum | Ochratoxine A Oléagineux, pastiches, épices, sorgho,

Aspergillus ochraceus céréales, café

Aspergillus carbonarius

Claviceps Alcaloides de 1’ergot Blé et dérivés, seigle

Pithomyces bakeri Sporidesmine Divers graminées

(Sporidesmium)

Acremonium sp. Une neurotoxine

Penicillium islandicum Lutéoskyrine Riz et autres céréales

Alternaria Alternariol, Fruit (pomme et tomate) et legumes.

acide tenuazonique

P.expansum, A.clavatus, | Patuline

Source : Guy, 2007 ; Christine, 2010 ; Royer,1990 ; FAO,2003 ; Keon et proost, 2002

La présence de moisissures sur les graines ne signifie pas nécessairement la formation
de mycotoxines (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Il existe des souches produisant des mycotoxines
et des souches qui n’en produisent pas ou peu. La plus dangereuse de ces mycotoxines est
I’aflatoxine B1 (AFB1) a cause de ces dégats pathologiques sévéres, elle est produite par

Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus (Godon et Loisel, 1997).

2.4. Lutte contre les champignons phytopathogénes

La protection des plantes peut étre divisée suivant cing approches (Cf. figure n°

7).Une proportion largement majoritaire des denrées agricoles est produite a I’intérieur de
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systéemes ou la protection des plantes repose sur la lutte chimique. Les facteurs humains
interviennent pour limiter le recours aux produits chimiques ou pour ’encourager. Par
exemple, en raison de normes de commercialisation aux exigences drastiques, en particulier
celles liées a I’apparence des produits agricoles, sans égard équivalent pour les qualités
diététiques objectives de ces produits, les agriculteurs doivent recourir & des moyens
performants de lutte contre les organismes nuisibles ce qui, dans le contexte actuel, encourage
le recours aux pesticides chimiques.

La lutte biologique et les biopesticides constituent des outils facilitant 1’implantation
de programmes de lutte offrant un équilibre plus acceptable entre le besoin impératif de
protéger les cultures et le respect des exigences écotoxicologiques. Dans la méme optique, la
protection des végétaux faisant appel a des techniques de lutte physique, autant au niveau de
la production que de la conservation, présente un intérét accru. En effet, la plupart des
techniques de lutte physique n’ont pas d’impact sur I’environnement. Lorsqu’il y a un impact,
il est généralement circonscrit a un espace restreint et au moment de I’application du
traitement. De plus, les techniques de lutte physique ne font intervenir aucune substance
chimique ou biologique et ne peuvent donc pas laisser de résidus indésirables sur les denrées

destinées a la consommation humaine ou animale (Vincent et al., 2000).

Lutte chimique Lutte physique
Herbicides (atrazine, paraguat...) Mécanique (sarclage, barriéres...)
Insecticides (organochlorés, carbamates...) ~ Pneumatique (aspiration, soufflage)
Fongicides (bénomyl, mancozébe...) Electromagnétique (uondes, électrocution,...)
Acaricides (dicofol, cyhexatine...) Chaleur (basse et haute température)
T 4
<>
Biopesticides / \ Facteurs humains
Extraits de plante (azadirachtine) Expertise
Bactéries et virus pathogénes Lutte biolodi Réglementation, lois
Nématodes utte biologique Standards de qualité
Parasites, prédateurs )
. Quarantaine
Plantes résistantes PO .
- Sécurité alimentaire
Plantes transgénigues (OGM) e
Innocuité
Perception des consommateurs

Figure n° 7: Les cing approches de la protection des cultures (Vincent et al., 2000).

2.4.1. Lutte physique

La lutte physique en protection des plantes regroupe toutes les techniques de lutte dont
le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique ou biochimique.
L’utilisation de méthodes de lutte physique doit s’inscrire dans une démarche de lutte
intégrée. En effet, comme toute méthode de lutte, les méthodes physiques ont leurs forces et
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leurs faiblesses et certaines sont susceptibles d’avoir des effets secondaires sur la faune et la
flore. De plus, il n’existe pas de technique de lutte physique ayant le potentiel de devenir la
seule technique nécessaire (ou suffisante) pour tous les traitements phytosanitaires sur une
culture donnée. Il convient de distinguer deux types fondamentaux de méthodes en lutte
physique : les méthodes actives et les méthodes passives. Les méthodes actives utilisent de
I’énergiec au moment de 1’application pour détruire, blesser ou stresser les ennemis des
cultures, ou pour les enlever du milieu. Ces méthodes n’agissent qu’au moment de
I’application et ne présentent pratiquement pas de rémanence. Les méthodes passives
procedent par une modification du milieu et ont un caractére plus durable. On peut aussi
classer les méthodes physiques selon le mode d’utilisation de 1’énergie (Vincent et al., 2000).
En phytopathologie, on retrouve moins de travaux scientifiques concernant la lutte
physique. Par exemple, 1’utilisation des films de polyéthyléne ayant des propriétés filtrantes a
I’égard de parties spécifiques du spectre de lumiére solaire. C’est donc une technique passive
faisant appel a une barriére physique. Le traitement des semences de blé a 1’aide de micro-
ondes pour le contréle de Fusarium graminearum a été évalué (Reddy et al., 1996). Des
essais similaires ont été réalisés par ces auteurs pour 1’inactivation d’Ustilago nuda sur des
graines d’orge. Dans la culture de la pomme de terre, on utilise souvent un fongicide en
complément du défoliant chimique comme mesure sanitaire prévenant la transmission de
I’infection par Phytophthora infestans a la prochaine production. Le défanage thermique, qui
remplace la défoliation chimique, réduit significativement la viabilité de P. infestans présent
dans les feuilles au moment du défanage (Désilets et al., 1996). Les usages de la lutte
physique en post-récolte se sont développés a travers les procédés de contrdle des conditions
physiques dans les masses de grain stockées (température et teneur en eau), les chocs
thermiques ou mécaniques. De plus, les méthodes physiques les plus accessibles pour cette
lutte raisonnée, comme les traitements par la chaleur seche ou la conservation hermétique
sous gaz inerte, devraient étre bénéfiques sur le plan de la réduction du risque secondaire de
détérioration des denrées brutes par les moisissures de stockage, ce qui n’est pas le cas de la

lutte chimique (Vincent et al., 2000).

2.4.2. Lutte chimique

Les traitements chimiques sont largement utilises pour combattre les maladies

fongiques et bactériennes. Le chiffre d’affaire mondial des produits phytosanitaires avoisine
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les 23 milliards d’euros avec une part pour les fongicides de 18 % et de moins d’1% pour les
produits antibactériens. Les quelques 120 matiéres actives antiparasitaires disponibles sont
principalement des molécules organiques de synthese, avec toutefois quelques substances
minérales dont le soufre élémentaire et les produits cupriques, ainsi que les antibiotiques. La
plupart des molécules antibactériennes et/ou antifongiques utilisables en agriculture agissent
directement sur les agents pathogénes. Selon 1’action exercée au niveau du cycle parasitaire
de base, un fongicide posséde une activité préventive ou antipénétrante, curative ou
antisporulante. En fonction de son comportement, le fongicide peut étre de surface (ou de

contact), pénétrant, translaminaire ou systémique (PIP/COLEACP, 2011).

2.4.3. Lutte biologique

La lutte biologique contre les agents pathogénes des plantes est définie comme
’utilisation de processus biologiques pour diminuer la densit¢ d’inoculum des agents
pathogenes dans le but de réduire leur capacité a induire la maladie. Les principaux critéres de
sélection d’un agent de lutte biologique contre des agent pathogénes des plantes sont : la
stabilité génétique de la souche, son efficacité a faible concentration et le grand nombre
d’agent pathogenes, ses faibles exigences nutritionnelles, sa capacité d’adaptation et de suivre
aux conditions environnementale, la possibilité de production de masse a faible cout, son
absence de toxicité sur d’autres organismes, sa résistance aux pesticides et sa compatibilité

avec d’autre traitement (Cf. tableau n° 5) (Lydide, 2010).

Tableau n° 5 : Exemples de biopesticides développés pour le contr6le des ennemis et compétiteurs des plantes
cultivées (Vincent et al., 2000).

Bactéries entomopathogeénes Bacillus thuringiensis

Mycopesticides Metarhyzium anisopliae et M. flavoviride
Beauveria bassiana, B. brognardtii, etc.

Virus entomopathogénes Baculovirus (carpovirusine)

Bioherbicides Colletotrichum sp (Waage, 1995)

Microorganismes antagonistes de maladies  Trichoderma viridae ; Gliocladium sp :
Pseudomonas sp.

Nématodes entomopathogénes genres Steinernema et Heterorabditis

En pratique, 1’application de la lutte biologique repose souvent sur une multitude

d’actions et d’informations complexes et fines. La lutte biologique est séduisante sur le plan
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scientifique et écologique et son image plait au grand public. On distingue plusieurs stratégies
d’application en lutte biologique. La premicre stratégie, 1’exploitation de biocides inertes, est
I’approche « biopesticide ». La seconde stratégie est 1’exploitation de biocides autonomes,
que I’on peut relacher selon une stratégie de lutte classique, inoculative ou inondative. Il est
également possible de favoriser la lutte biologique en intervenant sur le milieu. La variation
entre les organismes est une caractéristique inhérente et fondamentale des organismes
biologiques et constitue une des limites importante de la lutte biologique (Vincent et al.,
2000). Parmi les méthodes de lutte biologique, les biopesticides occupent une place de choix
car ils se prétent souvent a la production de masse requise pour 1’industrie et ils s’appliquent
avec un pulvérisateur conventionnel ce qui en facilite I’adoption par les producteurs agricoles.
IIs sont généralement compatibles avec des méthodes de lutte biologique, méme s’ils peuvent
avoir des effets néfastes sur les organismes utiles (Giroux et al., 1994 ; Roger et al., 1995).
Les biopesticides peuvent étre a base de bactéries, champignons, virus, nématodes et
d’extraits de plantes. Il y a plusieurs fagons d’améliorer I’efficacité des biopesticides. On peut
trouver des souches plus virulentes. On peut aussi travailler a des formulations prolongeant la
rémanence au champ ou incorporant des produits synergistes qui, étant eux-mémes non
toxiques aux doses utilisées, augmentent de beaucoup 1’effet toxique du biopesticide (Bernard
et Philogene, 1993). Certains champignons hyperparasites d’agents pathogénes font
¢galement 1’objet de recherches intensives : Ampelomyces quisqualis, Tilletiopsis, Verticillium
lecanii et Stephano ascus, pour ne citer que les plus répandus. Des mutants résistants a la
sécheresse sont également recherchés pour favoriser 1’action de ces hyperparasites sur les
champignons pathogenes. Les réductions de 1’'usage des fongicides peuvent étre de 1’ordre de
50 % sachant qu’il est impossible de concevoir la lutte contre les mycopathogenes de la vigne
par exemple avec moins de 5 a 8 applications de fongicide dans la phase de végétation de la
plante (Vincent et al., 2000).

Récemment, des études fondamentales (in vitro) ont également montré que la phase
volatile des huiles essentielles (alcools et lactones sesquiterpiniques) provoque un effet
fongistatique par inhibition de croissance, ce qui permettrait le contréle de la prolifération et
surtout de dissémination des champignons opportunistes allergisants. On pourrait alors

envisager une utilisation préventive d’huile de I’atmospheére des locaux (Daniel et al, 2008).

28



Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel fongique

Les six champignons utilisés dans ce travail sont des especes fongiques responsables des
dégéts considérables qu’ils causent aux cultures des céréales et des fruits et des légumes. Les
quatre champignons sont des souches de référence proviennent de la collection BCCM
(Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms) :

e Fusarium graminearum MUCL 53452

e Fusarium verticillioides (moniliforme) MUCL 53645
e Penicillium citrinum MUCL 31475

e Penicillium expansum MUCL 29192

Les autres moisissures sont isolées et partiellement identifiées au niveau du Laboratoire de
phytopathologie-Département d’agronomie-Université de Laghouat :
e Alternaria sp.

e Aspergillus niger

1.2. Matériel végétal

Les huiles essentielles de trois plantes aromatiques Laurus nobilis, Mentha spicata, Thymus
vulgaris sont utilisées comme des agents antifongiques, les extraits des huiles essentielles des
deux plantes Laurus nobilis, Thymus vulgaris ont été obtenus I’anneé précedente

La récolte des parties aériennes (feuilles et tiges) de mantha spicata a été réalisée, en
Septembre 2013 (Cf. tableau n°® 6). Le matériel végétal est séché a la température ambiante et
a I’abri de la lumiére dans un endroit sec et aérer pendant deux mois. Aprés le séchage, la
plante est recupérée dans des sacs propres pour servir ultérieurement a I’extraction des huiles

essentielles.
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Tableau n° 6: Origine et période de récolte de matériel végétal

Plante Origine Dates de prélevement | Dates d’extraction
Laurus nobilis Laghouat Février 2013 2013
Mentha spicata El Bayedh Septembre 2012 2014

Thymus vulgaris Blida Septembre 2013 2013

1.2.1. Procédé d’extraction des huiles essentielles

Aprées le séchage du matériel végétal, I’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par

hydro-distillation dans un appareil de type Clevenger (Cf. figure n° 8). 150 grammes du

matériel végétal sont mises dans un ballon a fond rond et additionnés a I’eau distillé¢ (1500

ml), puis sont portés a 1’ébullition pendant 4 h (Kalamouni, 2010). L huile essentielle est alors

entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par le condensateur. Le

liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a la surface qui sera par

la suite séparée, apres repos du liquide. L’huile extraite est conservée a 4°C dans 1’obscurité.

Réfrigérent

Ballon

Chauffe ballon

Figure n° 8: Dispositif d’hydrodistillation(Originale)
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1.2.2. Calcule du rendement

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traité.

Rd % = (m; x100)/m, my : masse en gramme de la matiere végeétale seche
m; : masse en gramme d’huile essentielle

Rd : Le rendement en huile essentielle.

1.2.3. Détermination de la composition chimique des huiles essentielles par la méthode

(CG) couplée a la Spectrométrie de masse (SM)

Les échantillons ont été envoyés au Laboratoire de chimie analytique, Faculté des péches,
Université de Cukurova, Turquie, pour la détermination de la composition des huiles
essentielles sur la Chromatographie en phase gazeuse (CG) couplée a la Spectrométrie de
masse (SM) de type Perkin Elmer Clarus 500(CG - SM), équipé d’une colonne SGE (60 m.
0.25mm ID. BPX5 0,25um, USA). L’appareil comprend deux injecteurs capillaires
améliorées, split/ splitless (PSS) et sur colonne (POC). La température de la colonne est
programmée de 60 a 250 °C pendant 10 min a raison d’une montée de 4 °C. La température
d’injection est réglée a 240 °C. Le gaz utilisé est I’hélium avec un débit de 1.5 ml/mn. La
fragmentation est effectuée par impact électronique a 70 eV. La gamme de masse scannée est
de 35-425 m/z. L appareil est relié a un systéme informatique gérant une bibliothéque de
spectre de masse Nist et Wiley. L’huile essentielle est diluée dans du n-hexane (1%, v/v)

avant de procéder aux analyses CG/SM. Le volume injecté est 1 pl.

1.3. Détermination de la CMI et CMF:

1.3.1. Préparation des dilutions de I’agent antifongique

L’activité antifongique des huiles essentielles de Thym, laurier et menthe a été évaluée selon
la méthode de macro-dilution en milieu liquide M38-A préconisée par CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) (Espinel-Ingroff et Canton, 2007). Les dilutions de 1’agent
antifongique insoluble dans I'eau doivent étre préparées a 1’aide d’un solvant de type DMSO

(Sigma 34943).
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Il est important de préparer la solution mere et les dilutions de I’huile essentielle dans le
solvant DMSO selon le protocole décrit ci-dessous (Cf. figure n° 9):

a) étiqueter 10 tubes de 2 a 11.

b) ajouter des quantités appropriées de DMSO dans chaque tube comme suit:

-ajouter 0.5 ml de DMSO aux tubes (3), (6) et (9) ;

-ajouter 0.75 ml de DMSO aux tubes (4), (7) et (10) ;

-ajouter 1.75mL de DMSO aux tubes (5), (8) et (11) ;

c) étiqueter le tube de la solution stock (2000 pl/ml) entant que le tube (2) ;

d) transférer a partir du tube (2) 0.5 ml au tube (3) et 0.25ml aux tubes (4) et (5) ;

e) transférer a partir du tube (5) 0.5 ml au tube (6) et 0.25ml aux tubes (7) et (8) ;

f) transférer a partir du tube (8) 0.5 ml au tube (9) et 0.25ml aux tubes (10) et (11) ;

g) enfin, jeter 1ml du tube 11.

Aprés la préparation des dilutions de D’antifongique, on constate que tous les tubes

contiennent 1 ml. Mélanger bien au vortex avant de chaque étape de transfert.

|-
3
‘> -]
=05 M’ ©
1000 pyL/mL
—4
]
|
- 0.25 mL N _4)
] k= 0.75 mL*
2000 uL/mL < =
/))( 500 pL/mL
-]
- -
& - L
-] 025™M > | Jo75mLr
— 75 mi~225 o
" ~n (8 0 7.82 pUml
250 pLimL T = 175 mL* "9\50; L2
¢ ﬁj V1 mL
31.25 plL/mL —
=4 1.75 mL*
* le volume de DMSO avant les étapes de dilution de I'antifongique 4 pl/mL

Figure n° 9: Les dilutions de I’agent antifongique insoluble dans I'eau (Espinel-Ingroff et Cantén, 2007)

32



Matériel et méthodes

1.3.2. Préparations des tubes CMI de I’agent antifongique

Placer les tubes contenant les dilutions de I’antifongique (1 ml) d'une maniére
organisée, de la concentration la plus élevé vers la plus bas, et de les ranger en étiquetant 10
nouveaux tubes avec la concentration de 1’antifongique finale de 20 a 0.04 ul/ml. RPMI 1640
(avec de la glutamine, sans bicarbonate, et avec un indicateur de pH, Sigma R6504) est le
milieu recommandé par la norme M38-A (Espinel-Ingroff et Cantén, 2007) pour les tests de
sensibilité des moisissures (cf. I’Annexe n° 3). Le milieu doit étre tamponné avec MOPS
(Sigma M3183) (0.164 mol/l).

Préparer une dilution 1:10 en ajoutant 0,9 ml de RPMI 1640 au 0.1 ml de chaque
dilution de I’antifongique, et mélanger bien au vortex. Notons, que neuf séries de tubes CMI
peuvent étre préparées avec ces volumes. Enfin, a I'aide d'une pipette, distribué a nouveau 0.1
ml de chaque concentration dans le fond de chaque tube & essai stérile en commengant par la
plus faible concentration. En suite, chaque tube est ensemencé avec 0.9 ml de l'inoculum

correspondant, et la concentration finale de DMSO est de 1% (Cf. figure n° 10).

JEEEEEEEEE
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RPMI — RPMI
+ +
Yo DMSOl 1 2% DMSO
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E_j Dil.1:10

0.1 mL of 10)( drug dilutions

:lllllllll

= 4)@@ - = = b EE Dil.1:10
= & g s O s A e v s

Add0.9 mL of inoculated RPMI to each tube

l

Concentrations finales aprés inoculation 20 & 0.04 pl / ml

| & ':,' —
| o Iﬂl «—
| i

|

Figure n° 10: Préparation des tubes CMI de 1’agent antifongique insoluble dans I'eau
(Espinel-Ingroff et Cantén, 2007)
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1.3.3. Préparation des suspensions fongiques

Pour chaque champignon, 1’inoculum doit étre préparé a partir d'une culture de 7 jours en
milieu PDA a 25°C. Récupérer les spores en imbibant un écouvillon stérile avec du Tween 20
et de le transférer dans 3 ml de solution saline stérile 8.5%. Pour empécher I'agglutination des
spores, mélanger vigoureusement a 1’aide d’un vortex la suspension de spores pendant 15-20
secondes, puis transférer le surnageant dans un tube stérile et ajuster la densité optique (DO) a
I'aide d'un spectrophotometre (Jenway, 6405 UV/VIS) a 530 nm pour obtenir une suspension
de stock de 0.4-5x106 spores/ml. La DO a laquelle I'inoculum doit étre réglé varie en fonction
de la taille des spores (cf. Annexe n°2). Enfin, préparer une suspension de travail en diluant la

suspension mére 1:100 spores dans le milieu d'essai RPMI 1640 (Cf. figure n° 11).

PDA at 35°C (7days)

Tween 20 Apend conidia

Collect upper suspension E _
—_

SS

Adjust to adequate OD
stock suspension
(0.4-5 x 108 CFU/mL)

Vortex 156-20 s and
allow to settle
3-5 min

Macrodilution
1:100
Working suspension

(0.4-5 x 104 GFU/mL)

SS: Solution saline 8.5%

Figure n° 11 : Préparation des suspensions fongiques (inoculum) pour la méthode de macro-dilution en milieu

liquide (Espinel-Ingroff et Cantdn, 2007).

1.3.4 Inoculation des tubes CMI

Les tubes de I’antifongique devraient €tre organisés avant la préparation de l'inoculum dans

I'ordre croissant, comprenant deux témoins, positif (contrdle de croissance) et négatifs

34



Matériel et méthodes

(contréle de stérilité) pour chaque isolat. Commencer a inoculer les tubes CMI de la plus
faible concentration de I’antifongique pour arriver a la plus forte concentration, y a compris
les témoins positifs. Ajouter 0.9 ml de la suspension de travail sur les tubes CMI ; mélanger
cette suspension a 1’aide d’un vortex avant 1'étape d'inoculation. Notons que, chaque essai est

répété deux fois afin de minimiser I’erreur expérimentale.

1.3.5. Incubation et lecture

Les tubes CMI sont incubés a 35 °C (sans agitation) dans des conditions d’aérobiose pendant
72 heures. Le témoin de croissance doit avoir une croissance suffisante. Si la croissance
adéquate n'est pas présente, les tubes doivent étre re-incuber une deuxieme fois.

Cette croissance dépendra de I'espéce fongique testée. Enfin, déterminer le point final CMI
par une lecture visuelle, en comparant la croissance a celle du témoin. La CMI est définie
comme la plus faible concentration de 1’antifongique pour laquelle aucune croissance n'est

visible (détection visuelle) comparativement au témoin.

1.3.6. Détermination de la CMF

Pour determiner la CMF, inoculer en surface 20 pl de chaque tube CMI (sans agitation) sur le
milieu Sabouraud Dextrose Agar (SAB) (Eur-Pharm, 1024.00), y a compris tous les tubes qui
ont montré une inhibition visuelle compléte. Apres incubation des boites a 35 °C pendant 72
heures, la CMF est considérée comme la concentration la plus faible d’antifongique qui
indique soit une croissance nulle, soit une croissance de moins de trois colonies pour obtenir

une activité fongicide d’environ 99 a 99.5%.
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2. Résultats et discussion
2.1. Rendement et composition chimique des huiles essentielles

Selon la Figure ci-dessous le rendement le plus élevé en huile essentielle est
celui de M. spicata avec 2.3% suivi de T.vulgaris (1.5%). Le L.nobilis présente le plus
faible rendement avec 1.1%. Aggarwa et al. (2002) et Kokkini et al. (1997) ont
rapporté que I’huile essentielle des feuilles et des tiges de Mentha spicata varie entre
0.16 a 3.35% de la matiere végétale séche. En ce qui concerne I’huile de Thymus
vulgaris, le thym séché donne environ 1-2.5% d'huile essentielle par distillation a la
vapeur. La plupart des matiéres volatiles détectées dans I'huile de thym appartiennent
au groupe de monoterpene avec du thymol, un monoterpéne phénolique, en tant que
représentant principal (30-55%) (Stahl-Biskup et Venskutonis, 2004). Le rendement
des feuilles de laurier en huile essentielle varie entre 1 a 3% (Simon et al., 1984). Le
constituant principal est le cinéol, qui représente environ 70% (Raviv et al., 1983). Il
existe, parfois, des similarités ou de différences entre nos résultats et ceux dans
d'autres études en fonction de la qualité de matiére végétale utilisée (Zekovic et al.,
2009).

Rendement des huiles essentielles %

1,5 -

SHIGOL SInET

BRI BYltia
suebina Ay}

Figure n°12 : Rendement des huiles essentielles

36



Résultats et discussion

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles ont permis
d’identifier 32 composés qui présentent environ 99.40% pour M. spicata, contre 20

composés (99.83%) pour T. vulgaris et 29 composés (98.62%) pour L. nobilis (voir

Tableaux 7, 8, et 9).

Tableau n° 7 : Composition chimique de I’huile essentielle de Mentha spicata

N°  Temps de rétention % Composés CAS

1 15,43 1,18 a-pinéne 80-56-8

2 17,89 0,74 sabinene 3387-41-5
3 18,26 1,32 B-pinene 127-91-3

4 18,65 0,87 B -myrcene 123-35-3

5 21,12 21,56 D- limonene 5989-27-5
6 21,56 8,28 1,8-cinéole 470-82-6

7 22,46 0,35 o-terpinene 99-85-4

8 23,61 0,96 trans-sabinene hydrate ~ 17699-16-0
9 24,7 0,13 iso-pinocamphenol 27779-29-9
10 28,39 0,70 a-terpineol 98-55-5

11 28,62 1,14 4-terpineol 562-74-3
12 28,86 0,19 Borneol 10385-78-1
13 29,6 0,64 dihydrocarvone 5948-04--9
14 29,82 2,26 Carveol 38049-26-2
15 30,78 0,48 trans-carveol 1197-07-5
16 31,93 52,23 Carvone 99-49-0

17 32,73 0,07 Ledol 577-27-5
18 32,8 0,05 oxyde de carvone 36616-60-1
19 33,5 0,50 5-elemene 339154-91-5
20 33,7 0,17 acétate de dihydrocarvyl 20777-49-5
21 33,85 0,03 acétate de myrtenyl 1079-01-2
22 34,99 0,09 trans- acétate de carvyl  1134-95-8
23 35,29 0,02 berbenone 80-57-9

24 35,58 1,16 B -bourbonene 5208-59-3
25 35,67 0,90 B —elemene 515-13-9
26 36,84 0,47 2-cyclopenten-1-one 488-10-8
27 36,98 2,29 caryophyllene 87-44-5

28 39,09 0,15 germacrene-D 23986-74-5
29 40,49 0,07 Calamenene 483--77-2
30 40,81 0,10 o--Muurolene 31983-22-9
31 43,58 0,13 Torreyol 19435-97-3
32 44,93 0,17 a-cadinol 481-34-5
Total 99.40
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Tableau n° 8 : Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris

N°  Temps de rétention % Composés CAS

1 15,45 1.29 o-terpinene 99-85-4

2 16,66 1,00 camphene 79-92-5

3 18,65 0,45 -myrcene 123-35-3

4 19,07 1,04 1-octen-3-ol 3391-86-4
5 21,05 3,79 Cymene 25155-15-1
6 25,25 78,06 linalool 78-70-6

7 27,68 0,59 camphor 76.22.2

8 29,36 0,40 o-terpineol 98-55-5

9 30,52 1,83 acétate de linalyl 115-95-7
10 31,52 0,94 Carvon 99-49-0

11 33,22 5,73 thymol 89-83-8

12 36,96 2,99 trans-caryophyllene 87-44-5

13 38,23 0,10 o-humulene 6753-98-6
14 39,05 0,27 germacrene-D 23986-74-5
15 40,77 0,10 acenaphthylene 83-32-9

16 42,37 0,07 germacrene D-4-ol 72120-50-4
17 42,74 0,87 oxyde de caryophyllene 1139-30-6
18 43,98 0,14 a-Selinene 473-13-2
19 4491 0,13 a-cadinol 481-41-5
20 45,33 0,03 veridiflorol 552-02-3
Total 99.83
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Tableau n° 9 : Composition chimique de I’huile essentielle de Laurus nobilis

N° Temps de rétention % Composés CAS

1 15,52 1,29 a-pinéne 80-56-8

2 17,99 2,98 Sabinene 3387-41-5

3 18,34 2,06 B-pinene 127-91-3

4 21,04 0,86 D- limonéne 5989-27-5

5 21,69 45,58 1,8-cinéole 470-82-6

6 24,88 8,53 Linalool 78-70-6

7 28,63 1,90 4-terpineol 562-74-3

8 29,41 2,76 a-terpineol 98-55-5

9 32,35 1,18 aceteate de bornyl 76-49-3

10 34,65 11,00 o-acetate de terpinenyl 80-26-2

11 35,44 2,69 Eugenol 97-53-0

12 37,08 14,04 Methyleugenol 93-15-2

13 38,28 0,12 a-carophyllene 6753-98-6

14 38,66 0,15 Cyclodecene 935-31-9

15 38,73 0,22 cis-3-methylene-cyclononene 66135-92-0

16 38,83 0,06 trans-a.-bergamotene 13474-59-4
100762-46-

17 39,55 0,33 bicyclogermacrene 7

18 40,39 0,66 Aromadendren 489-39-4

19 41,55 0,58 Elemicin 487-11-6

20 42,74 0,39 oxyde de caryophyllene 1139-30-6

21 43,1 0,21 B —selinene 17066-67-0

22 43,36 0,14 Ledol 577.27.5

23 4391 0,03 o--bisabolol 515-69-5
999189-20-

24 44,67 0,05 a-copaen-15-ol 6

25 44,9 0,23 a-cadinol 481-34-5
900150-05-

26 45,04 0,18 Epiglobulol 1

27 45,25 0,21 Valerenol 84249-42-3
999188-91-

28 45,58 0,07 d-epoxy-elemene 4

29 45,9 0,12 cis-a-copaene-8-ol 58569-25-8

Total 98.62

Les constituants majoritaires de 1’huile essentielle de M. spicata sont : le
carvone (52,23%), le D-limonene (21.56%) et le 1,8-cinéole (8.28%). D’autres
composés sont également présents dans 1’huile de menthe, mais a des teneurs moins
importantes. Selon Khare (2007) les principaux constituants de d'huile essentielle de
M. spicata étaient
al.(2006), germacrene-D (1.5%) et 1,8-cinéole (4.0%). Sokovic et Griensven (2006)
ont également rapportés que le carvone (49.52%), le menthone (21.92%), le limonéne

le carvone (55-75%), le limonéne (jusqu'a 21.4%). kofidis et

(5.77%) et le 1,8-cinéole (3.06%) sont les principaux composés identifies dans 1’huile
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de Mentha spicata de Monténégro. D’apres les résultats obtenus il existe plus de
similarité dans la composition chimique de cette huile avec ceux déja trouves dans la

littérature.

L’huile essentielle de Thymus vulgaris est composée principalement de
linalool (78.06%), de thymol (5.73 %) et de cymene (3.79 %) accompagnés d’autres
constituants a des teneurs relativement faibles. De nombreuses études ont révélé que
les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés riches en plusieurs constituants dont
la teneur varie selon la variabilité des conditions geographiques, climatiques, de
séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et détection). L hybridation
facile de 1’espéce méne a une grande variabilité intraspécifique, qui affecte
I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimique
(Balladin et Headley, 1999 ; Amiot, 2005). Les biochimistes ont différenciés 6
chémotypes reposant sur les proportions fluctuantes de leurs constituants aromatiques:
le carvacrol, le géraniol, le linalool, le terpineol, le thymol, le thuanol (Bernard,
1997).

Le Laurus nobilis contient comme principaux constituants le 1,8-cinéole
(45.58%), le methyleugenol (14.04%), le a-acetate de terpinenyl (11%) et le linalool
(8.53%). Les principaux composés actifs de I’huile de laurier entrainé appartenance
les monoterpénes et les terpénes. Les constituants majeur 1,8-cinéole (24.84%), le
linalol (14.46%), 1’acétat de terpinéol (12.36%) et de 1’eugénol de méthyle (10.09%)
(Caredda et al., 2002). Putievsky et al. (1984) ont trouvé que le pourcentage le plus
¢levé de 1,8 cinéole est atteint au printemps et le plus faible en été, mais d’autres
produits chimiques comprennent I'eugénol, linalool, I'eugénol méthyle, le géraniol, le
geranyl et I’esters eugényle, le terpineol, le pinene, et le B-phellandrene sont
également présents mais a des teneurs moins importantes (Farrell, 1985). On
remarque, alors que nos les résultats sont proches aux certaine travaux réalisé sur la

méme plante.

2.2. Effet antifongique des huiles essentielles
Le Tableau ci-dessous montre les résultats de 1’activité antifongique des huiles

essentielles de M. spicata, T. vulgaris et L. nobilis contre les champignons testés
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Tableau n° 10 : Activité antifongique (CMI, CMF) des huiles essentielles de M. spicata T. vulgaris et

L. nobilis
) Mentha spicata Thymus vulgaris Laurus nobilis
Souches fongiques
CMI* CMF~ CMI* CMF~ CMI* CMF~
Fusarium graminearum
2.5 2.5 10 10 10 10
MUCL 53452
Fusarium moniliforme
2.5 2.5 10 20 10 20
MUCL 53645
Penicillium citrinum
5 10 10 20 20 20
MUCL 31475
Penicillium expansum
2.5 2.5 10 10 10 10
MUCL 29192
Aspergillus niger 5 10 20 >20 20 20
Alternaria sp. 10 10 10 20 20 20

* la CMI (concentration minimale inhibitrice) et la CMF (concentration minimale fongicide)
sont déterminées par la méthode de macro-dilution en milieu liquide et exprimées en pl/ml
(V/v)

Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle de Mentha spicata a
exercé une forte activité antifongique. La concentration de 10 pl/ml (v/v) est
suffisante pour inhiber la croissance de 1’Alternaria sp. et la concentration 5 pl/ml
(v/v) est suffisant pour inhiber la croissance de 1’Aspergillus niger et Penicillium
citrinum. Alors que, Fusarium graminearum, Fusarium moniliforme et Penicillium
expansum sont plus sensibles pour une concentration inhibitrice de 2.5 pl/ml (v/v).
L’effet fongicide de cette huile est détecté a la concentration 10 ul/ml (v/v) pour
Penicillium citrinum, Alternaria sp et Aspergillus niger. Fusarium graminearum,
Fusarium moniliforme, Penicillium expansum sont des espéces plus sensible a I’huile

de Mentha spicata ou la concentration fongicide égale 2.5 ul/ml (Cf. Annexe 1).

Tres peu d’études ont examiné 1’activité antifongique des huiles essentielles de
Mentha spicata contre les diverses maladies fongiques. Cependant, le Carvone (p-
mentha-6, 8-dien- 2-one) est le constituant principal de Metha spicata. Il a des
utilisations potentielles pour inhiber la croissance des bactéries (Helander et al.,
1998), des champignons (Smid et al., 1995), et en tant que repulsif contre les insectes
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(Lee et al., 1997). Dans la présente étude, le carvone (52.23%) caractérise la
composition de I’huile essentielle de Mentha spicata avec d’autres composés comme
D-limonene (21.56%) et 1,8-cinéole (8.28%). Cette huile a exercé une forte activité
antifongique contre Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum, Penicillium
expansum (2.5 pl/ml). Par contre la concentration de 10 pl/ml (v/v) de I’huile de
menthe est suffisante pour exercer un effet fongicide contre les souches Penicillium
citrinum, Aspergillus niger et Alternaria sp. Similairement, Bader et al. (2007) qui
ont déclaré que le carvone est le principe actif qui montre une meilleure activité
antimicrobienne de I'ensemble de I'huile. Adam et al (1998) ont également signalé
une forte activité antifongique de carvone et de carvéol. Cependant, d’autres huiles
essentielles de Mentha spicata ont exercé des degrés variables d'activité antifongique
contre les champignons phytopathogénes (Muller-Riebau, 1995) et kératinophyles
(Kishore et Mishra, 1993). Ocak et al. (2012) ont rapporté que 1’huile essentielle
d’Origanum hypericifolium est active contre 14 champignons isolés de noisettes et de
noix qui sont completement inhibés (100 %) au bout de 3-6 jours. Cette activité
inhibitrice est en corrélation avec la présence de composants aromatiques, tels que

monoterpenes, le carvacrol, le thymol et le p- cymeéne.

L’huile essentielle de Laurus nobilis est moins active par rapport a I’essence
de Mentha spicata. La concentration de 20 ul/ml (v/v) est suffisante pour inhiber la
croissance d’Alternaria sp, Aspergillus niger et Penicillium citrinum. Alors que
Fusarium graminearum, Fusarium moniliforme, Penicillium expansum sont plus
sensible pour une concentration de 10 pl/ml. L’effet fongicide de cette huile est
détecté a la concentration 20 upl/ml pour 1’Alternaria sp, Aspergillus niger,
Penicillium citrinum et Fusarium moniliforme. Fusarium graminearum et Penicillium
expansom sont les especes les plus sensibles a I’huile de laurier ou la concentration
fongicide égale 10 pl/ml (Cf. Annexel). L’activité antifongique de L. nobilis est
fortement liée a la présence de 1,8 cinéole et eugénol dans la composition d'huile.
Dans cette étude, 1’huile essentielle de Laurus nobilis contient comme principaux
constituants le 1,8-cinéole (45.58%), le methyleugenol (14.04%). De nombreuses
études ont montré que les propriétés antimicrobiennes des principaux constituants le
carvacrol, le trans-anéthol et le 1,8-cinéole sont capable de supprimer plusieurs
champignons phyto-pathogenes. Les feuilles de laurier fournissent environ 10-30
ml/Kg (1-3%) d’huile essentielle (Bruneton 1999, Demir et al., 2004) dont les
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constituants majoritaires inclut : cinéol, o et B pinene, sabinene, linalol, eugénol,
terpinéol, plus d’autres esters et terpenoides, mais dont les proportions varient selon
I’origine géographique (Iserin 2001 ; Sayyah et al., 2002 ; Demir et al., 2004).
Atanda et al. (2007) ont rapporté que I’huile des feuilles de laurier stimule In vitro la
croissance des mycéliums d’A. parasiticus CFR 223, mais réduit la concentration de
son aflatoxine de 55.21%. Récemment, Fawzi et al. (2009) ont testé in vitro cing
extraits de plantes contre les champignons pathogénes Alternaria alternata et
Fusarium oxysporum et qui ont constaté que L. nobilis peuvent étre utilisés avec
succes pour le contréle antifongique. Ils ont conclu que l'utilisation d'extraits de
plantes pour lutter contre les champignons pathogénes peuvent réduire la dépendance
des fongicides synthétiques. Tirkdlmez et Soylu (2014) ont montré que la croissance
du mycélium de Rhizoctonia solania est, cependant, complétement inhibée par I'huile
essentielle L. nobilis a une concentration relativement élevée (200 pg / ml dir).
Parmi les especes de champignons testées, Macrophomina phaseolina est I'agent

pathogéne fongique la plus sensible a I’huile essentielle de L. nobilis.

L’huile essentielle de Thymus vulgatis présente la plus faible activité
antifongique contre Aspergillus niger par rapport a I’essence de Mentha spicata et
Laurus nobilis. L’Aspergillus niger a été inhibé a partir d’une concentration de 20
u/ml (v/v), donc I’huile de Thym n’est montré aucun effet fongicide sur ce
champignon (CMF >20 ul/ml). Fusarium gramenearum, Fusarium moniliforme,
Penicillium expansum, Penicillium citrinum et Alternaria sp, sont plus sensible pour
une concentration inhibitrice de 10 pl/ml (v/v). L’effet fongicide de cette huile est
détecté a la concentration de 10 pl/ml pour Fusarium graminearum, Penicillium
expansom. Par contre la concentration 20 ul/ml est suffisante pour exerce un effet
fongicide sur Alternaria sp., Fusarium moniliforme, Penicillium citrinum. Cependant,
I’Aspergillus niger montre une résistance considérable a 1’égard de cette huile (Cf.
Annexel). La caractéristique d’huile essentielle de Thymus vulgaris était sa teneur
élevée du thymol (Guillén et Manzanos, 1998 ; Balladin et Headley, 1999 ; Hudaib et
al., 2002 ; Bouhdid et al., 2006) . 1l s’est avéré que le thym (carvacrol 80%) a montrée
une activité inhibitrice particulierement élevée contre la croissance fongique et la
sporulation d’Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, Penicillium expansum (inouye
et al., 1998). Selon les travaux de Nguefack et al (2004), I’huile essentielle de

Thymus vulgaris réduit de 81% la croissance de Fusarium moniliforme a 0.2 ul/ml
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(VIV) et I’Aspergillus flavus a 0.3 ul/ml (v/v). La différence de concentration minimale
inhibitrice (CMI) de la méme plante sur la méme espéce du champignon peut étre due
a une différence de la composition chimique d’huile essentielle. Les activités élevées
des huiles d'origan et de thym due a la présence de thymol et de carvacrol (Baratta et
al., 1998), tandis que l'activité des huiles telles que la coriandre et le romarin peut étre
attribué aux composants non- phénoliques avec un antibactérien actif connu tels que
le linalool et le 1,8- cinéole (Maruzzella et al., 1960). Selon Robet (2004), la
composition chimique peut étre variee en fonction du chemotype. Il est donc trés
important de bien définir le chemotype d’huile essentielle de la plante. L’efficacité
d’huile essentielle dépend de leurs composition chimique qui elle-méme varie avec
chaque espéce. Des études réalisées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS,
1999) ont montré que le thymol posséde une forte activité antifongique et
antibactérienne contre de nombreuses espéces, y compris Aspergillus sp. En outre,
Markovic et al. (2012) ont montré que le thymol et le carvacrol sont des antifongiques
potentiels avec une grande efficacité sur la croissance des Aspergillus sp et des
Penicillium sp. Bouddine et al. (2011) ont également montré que la croissance
d’Aspergillus niger est complétement inhibée par le carvacrol et le thymol a une
concentration de 0.025 %. Par contre, les résultats de nos travaux expliquent le faible
pouvoir antifongique de I’extrait de Thymus vulgaris (linalool 78.06%) observé dans
cette étude particulierement contre Aspergillus niger (>20 pl/ml). Cette huile a
présenté la plus faible activité antifongique contre Aspergillus niger comparée a
I’essence de Mentha spicata et de Laurus nobilis. Selon les travaux de Paster et al.
(1995), les huiles essentielles de Origanum vulgarire (thymol 54%, carvacrole 5%) et
de Coridothymus capitatus (thymol 41%, carvacrol 4%) ont été appliquées pour 24
heures comme fumigeénes contre les mycéliums et les spores d’A. flavus, d’A. niger et
d’A. ochraceus dans une enceint de 3.4 litres. La CMI de I’huile d’origan capable a
empécher la croissance mycélienne est de 2.0 pl/l. Par contre, I’huile essentielle de
Thym est moins efficace car la croissance est observée méme a 4.0 pl/l. La variabilité
des résultats est due a l’influence de plusieurs facteurs tels que les méthodes
d’analyse, les microorganismes testés et les huiles essentielles utilisées (Pattnaiks et
al., 1996).
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Les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles des trois plantes
aromatiques en milieu liquide montrent que 1’Aspergillus niger est le champignon le
plus résistant par rapport aux autres champignons. L’huile essentielle Mentha spicata
a exercé une forte activité fongicide contre 1’Aspergillus niger, suivi de Laurus nobilis
et de Thymus vulgaris pour des concentrations de 10, 20, >20 ul/ml (v/v),
respectivement. Fusarium graminearum et Penicillium expansum sont les espéces les
plus sensibles aux huiles essentielles utilisées. L’effet fongicide sur ces deux
champignons est détecté a la concentration de 2.5 pl/ml pour huile de menthe et de 10
pl/ml (v/v) pour les autres huiles. La concentration de 20 pl/ml (v/v) de chaque huile
est suffisante pour exercer un effet fongicide contre le reste des souches fongiques

testées.

La bioactivité des huiles essentielles est influencée par leur composition
chimique, qui est variable selon la saison, les méthodes d’extraction, les états
écologiques (Isma et al., 2007), et la partie de la plante utilisée ainsi que 1’age de la
plante et la période du cycle végétatif, ou méme les facteurs génétiques (Kokkini et
al., 1997 ; Russo et al., 1998 ; Thompson et al., 2003 ; Karousou et al., 2005). De
plus, les travaux de Sefidkon et al.(2008) ont confirmé I’effet des facteurs climatiques
et les techniques de I’extraction sur la variation de la composition chimique d’huile

essentielle de la méme plante.

En présence d’huile essentielle, la diminution de la croissance de champignon pourrait
expliquer par la présence dans ces huiles des composeés terpéniques, qui possédent une
activité antifongique. Le mécanisme d’action des huiles essentielles contre des
mycetes, jusqu'a maintenant, n’est pas totalement élucidé, mais quelques auteurs ont
donné plusieurs suppositions selon leurs observations (Kwouzou et al., 2009). La
plupart des études sur le mécanisme d’action des huiles essentielles se sont accentuées
sur leurs effets sur la membrane cellulaire (Bouguerra, 2012). Ourain et al, (2005) ont
montré qu’a cause de la complexit¢ de la composition chimique des huiles
essentielles, il est difficile de donner une idée précise sur le mode d’action. Donc,
chagu’un des constituants d’une huile essentielle a son propre mécanisme. Par
conséquent, I’huile essentielle de Citrus sinensis, qui présente une forte richesse en
limonéne (84,2 %), antifongique exercé une forte activité contre Aspergillus niger par

la destruction de ses parois cellulaires mycéliens (Sharma et Tripathi, 2008). De plus,
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Plusieurs auteurs, notamment de Sharma et Tripathi (2008), Billerberk et al. (2001) et
Mares et al. (2004) ont constaté que les huiles essentielles peuvent causer des
changements morphologiques comprenant 1’insuffisance de sporulation, la perte de
pigmentation, le développement anormal des conidiophores et la déformation des
hyphes.

Enfin, L’effet antifongique des huiles essentielles est di essentiellement a la
nature de leurs composés majeurs mais en partie a la nature de leurs composés
mineurs. Des phénomenes de synergie entre les différents constituants peuvent étre a
I’origine d’une activit¢é beaucoup plus prononcée que celle prévisible par les

composés majoritaires (Senhaji et al., 2006).
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CONCLUSIONS

L’étude de la composition chimique et de 1’activité antifongique des huiles
essentielles de trois plantes aromatiques Mentha spicata, Thymus vulgaris et Laurus
nobilis nous a permis d’identifier 32 composés qui représentent environ 99.40% pour
Mentha spicata, contre 20 composés (99.83%) pour Thymus vulgaris et 29 composés
(98.62%) pour Laurus nobilis. Les composés majoritaires de 1’huile de M. spicata et
de T. vulgaris sont respectivement le carvone (52,23%) et le linalool (78.06%), tandis
que I’huile de Laurus nobilis a montré une dominance de 1,8-cinéole (45.58%).

De plus, les résultats de I’activité antifongique des huiles essentielles des trois
plantes aromatiques en milieu liquide montrent que 1’Aspergillus niger est le
champignon le plus résistant par rapport aux autres souches fongiques testées. L huile
essentielle de Mentha spicata a exercé une forte activité fongicide contre 1’ Aspergillus
niger, suivi de Laurus nobilis et de Thymus vulgaris pour des concentrations de 10,
20, >20 pl/ml (v/v), respectivement. Fusarium graminearum et Penicillium expansum
sont les espéces les plus sensibles aux huiles essentielles utilisées. L’effet fongicide
sur ces deux champignons est détecté a la concentration de 2.5 pl/ml pour I’huile de
menthe et de 10 pl/ml (v/v) pour les autres extraits. La concentration de 20 pl/ml (v/v)
de chaque huile est suffisante pour exercer un effet fongicide contre le reste des
souches fongiques testées.

L’étude présente également un grand intérét pour I’industrie agroalimentaire
car elle propose d’une part ’utilisation des huiles essentielles dans ce secteur comme
des biofongicides afin de réduire la dépendance des fongicides synthétiques et de
garantir une meilleures production agricole, et d’autre part la création des pépinieres
pour la valorisation des plantes aromatiques et la disponibilité des biofongicides sur le
marché des fongicides. De plus, elle suggere également l'application d'une
combinaison de deux ou plusieurs huiles essentielles comme des antifongiques
naturels dans [l'industrie agroalimentaire, car chaque extrait de plante inactive

efficacement une souche fongique spécifique.
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Enfin et pour faire suite a cette étude, plusieurs pistes de travail peuvent étre

envisagées comme perspectives :

» Etudier in situ I’effet antifongique des huiles essentielles sur la croissance des
moisissure phytopathogenes ;

> Réaliser des études toxicologiques sur les huiles essentielles avant leur
application comme des biofongicides dans les cultures agricoles ;

» Etudier D’effet insecticide des huiles essentielles sur le developpement des
insectes responsables de la détérioration des céréales, des legumes et des
fruits ;

» Appliquer in planta les essences végétales pour le traitement de la maladie du

Bayoud causée par Fusarium oxysporum sp. Albedinis.
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ANNEXE 1 : Les CMF des huiles essentielles contres les sept champignons testés

Mentha spicata (CMF=10ul/ml) Laurus nobilis (CMF=10ul/ml) Thymus vulgaris (CMF=>20ul/ml)

Photo 1 (originale) Aspergillus niger

Mentha spicata (CMF=10ul/ml) Laurus nobilis (CMF=20ul/ml) Thymus vulgaris (CMF=20ul/ml)

Photo 2 (originale) Alternaria sp

Mentha spicata (CMF=2.5ul/ml) Laurus nobilis (CMF=10ul/ml) Thymus vulgaris (CMF=10ul/ml)

Photo 3 (originale) Fusarium graminearum
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Mentha spicata (CMF=2.5ul/ml) Laurus nobilis (CMF=20ul/ml) Thymus vulgaris (CMF=20ul/ml)

Photo 4 (originale) Fusarium moniliforme

Mentha spicata (CMF=5ul/ml) Laurus nobilis (CMF=20ul/ml) Thymus vulgaris (CMF=20ul/ml)

Photo 5 (originale) Penicillium citrinum

Mentha spicata (CMF=2.5ul/ml) Laurus nobilis (CMF=10ul/ml) Thymus vulgaris (CMF=10ul/ml)

Photo 6 (originale) Penicillium expansum
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ANNEXE N°2 : Les plages de la densité optique et la taille de I’inoculum pour les

moisissures communes et rares

Species

A. nidulans

A flavus

A. fumigatus

A. rerreus

Bipolaris hawaiiensis

B. spicifera
Cladophialophora bantiana
Dactilaria constricta
Fusarium oxysporum

F. solani

Paecilomyces lilacinus

P. variorii

Scedosporium apiospernum
R. arrhizus

S. prolificans

S. schenckii

Trichoderma longibrachiatum
Wangiella dermatiridis

OD Range (%T)*

0.09-0.11 (80-82)
0.09-0.11 (30-82)
0.09-0.11 (80-82)
0.09-0.11 (80-82)
02-0.3
0.2-0.3
0.15-0.17 (68-70)
0.15-0.17 (68-70)
0.15-0.17 (68-70)
0.15-0.17 (68-70)
0.09-0.13
0.09-0.11 (80-82)
0.15-0.17
0.15-0.17
0.15-0.17
0.09-0.11
0.09-0.11
0.15-0.17

10¢ CFU/mL Range

1.1-2
044
0.6-5
0.9-5
0.07-04
0.3-3
04-3.1
04-1
0.8-5
05-5.9
0.8-23
ND
04-32
04-26
0.6-1.7

0.7-23
1.2-3.7

3 %T = percent transmission.

Source : Espinel-Ingroff et Cantén, 2007



ANNEXES

ANNEXE N°3 : Composition du milieu de culture RPMI-1640, Sigma R6504

Composé g/L
L-Arginine [Free Base] 0.2
L-Asparagine [Anhydrous ] 0.05
L-Aspartic Acid 0.02
L-Cystine-2HCI 0.0652
L-Glutamic Acid 0.02
L-Glutamine 0.3
Glycine 0.01
L-Histidine [Free Base] 0.015
Hydroxy-L-Proline 0.02
L-Isoleucine 0.05
L-Leucine 0.05
L-Lysine-HCI 0.04
L-Methionine 0.015
L-Phenylalanine 0.015
L-Proline 0.02
L-Serine 0.03
L-Threonine 0.02
L-Tryptophan 0.005
L-Tyrosine-2Na-2H20 0.02883
L-Valine 0.02
Biotin 0.0002
Choline Chloride 0.003
Folic Acid 0.001
myo-Inositol 0.035
Niacinamide 0.001
D-Pantothenic Acid Hemicalcium 0.00025
PABA 0.001
Pyridoxine-HCI 0.001
Riboflavin 0.0002
Thiamine-HCI 0.001
Vitamin B12 0.000005
Calcium Nitrate-4 H20 0.1
Magnesium Sulfate [Anhydrous] 0.04884
Potassium Chloride 0.4
Sodium Chloride 6.0
Sodium Phosphate Dibasic [Anhydrous] 0.8
D-Glucose 2.0
Glutathione, Reduced 0.001
Phenol Red-Na 0.0053

Préparation du RPMI 1640:
-10.4 g de poudre RPMI 1640,
-34.53 g de Tampon MOPS,
-1 L d'eau distillée,

-Ajuster le pHa 7.0
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