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Résumeé :

Les plantes médicinales aromatiques sont connues depuis un longtemps comme étant une
source naturelle prometteuse d’agents antimicrobiens. Ce travail vise I’étude de I’effet
d’huiles essentielles de Artemisia campestris et de Alpinia officinarum extraites par hydro
distillation contre Fusarium culmorum. La teneur moyenne en huile essentielle de Artemisia
campestris et Alpinia officinarum sont respectivement 0.24 et 0.51% par rapport a la matiére
séche des deux plantes. L’huile essenticlle de Artemisia campestris a une activité
fongistatique plus élevée par rapport a I’huile essentielle de Alpinia officinarum.

A une concentration de 0.26 mg/ul, seule I’huile essentielle Artemisia campestris inhibe
totalement la croissance mycélienne du champignon Fusarium culmorum.

L’huile essentielle de Artemisia campestris peut étre donc considérée comme source d’agent
antifongique qui pourra étre utilisé pour le traitement de la fusariose des céréales en
particulier le blé.

Mots clés : huiles essentielles, Artemisia campestris, Alpinia officinarum, fusariose,

antifongique, Fusarium culmorum.
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Introduction

Les pays nord-africains appelés aussi pays du Maghreb Arabe, le Maroc, 1’ Algérie,
la Tunisie et la Libye, qui font partie du pourtour méditerranéen présentent une
multitude de paysages et de milieux diversifiés avec une grande richesse en termes de
biodiversité faunistique et floristique. Ils renferment de nombreux types
d’écosystémes : cOtiers, insulaires, montagneux, désertiques, oasiens et de zones
humides (Khia et al., 2014). En effet, 1’Algérie, de par sa situation géographique,
constitue un cadre naturel tout a fait original offrant une gamme compléte de
bioclimats méditerranéens favorisant une flore riche et variée avec un endémisme trés
marque.

Parmi toutes les espéces végétales, seulement 10% sont dites aromatiques. Les
huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, ils sont
presque exclusivement de 1’embranchement des Spermaphytes, les genres qui sont
capables de les élaborer sont rassemblés dans un nombre restreint de familles comme
les : Lamiaceae, Lauraceae, Asteraceae, Rutaceae, Myrtaceae, Poaceae, Cupressaceae,
Piperaceae (Srifi et al., 2013).

Environ 80 % de la population mondiale profite des apports de la médecine
traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétres (EL Rhaffari et Zaid., 2004).

Différentes espéces de végétaux sont connues depuis longtemps pour leurs effets
antimicrobiens. Les plantes aromatiques et medicinales constituent une richesse
naturelle trés importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance des
propriétés a mettre en valeur.

Les propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de la présence
d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques (Ouraini et
al., 2005; Ouis., 2015).Ces propriétés, dues souvent a la fraction d’huile essentielle,
peuvent étre mises a profit pour traiter certaines maladies infectieuses d’origine
bactérienne et d’origine fongique, comme les dermatophytes les moisissures
allergisantes ou les champignons opportunistes pour lesquelles les antibiotiques de
synthese deviennent de moins en moins actifs ou dans la préservation des aliments
contre l'oxydation comme alternatives aux produits chimiques de synthése
((Maurice., 1997 ; de Billerbeck., 2007 ; Ouis., 2015). L’usage des huiles
essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de processus

de synthese organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique.
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Introduction

Les huiles essentielles sont considérées comme un Vvéritable réservoir de molécules
de base qui sont irremplagables. L’activité antifongique des huiles essentielles des
plantes aromatiques a été donc confirmée par de nombreux auteurs (Ouraini et al.,
2005).

La fusariose est une des maladie phytopatogéne causé par la champignon du genre
Fusarium qui provoque le plus souvent des pertes économiques dans la production
agricole. Le Fusarium culmorum est 1’agent principal responsable de la fusariose des
produits céréaliers tels que I’orge, le mais et le blé.

Actuellement, [’utilisation des pesticides pour lutter contre ce pathogene c’est
avéré inefficace et parfois limité vue I’apparition des souches fongiques résistances
ainsi que leur toxicité pour le consommateur. Les antifongiques de synthése sont aussi
des polluants environnementaux a cause de leur dégradation lente dans le sol. Pour
cela, il serait intéressant d’utiliser les produits naturels comme moyen de lutte contre
la fusariose.

Dans notre étude, nous avons évalué 1’activité des huiles essenticlles de deux
plantes aromatiques, le petit galanga (Alpinia officinarum) et 1’armoise rouge
(Artemisiacampestris L.) extraites par hydro-distillation, sur le Fusarium culmorum
qui est responsable du piétin fusarien observé chez les plantes céréalieres. Cette étude
va nous permettre aussi de justifier l'usage traditionnel de ces deux plantes par les
populations locales.

Notre travail présenté dans ce manuscrit est réparti en trois parties :

La premiére partie est scindée en deux chapitres réservés a un rappel
bibliographique sur le Fusarium et les huiles essentielles des plantes étudiées
(Artemisia campestris et Alpinia officinarum).

Dans la deuxiéme partie, il sera question de I'extraction des huiles essentielles de
I’armoise rouge et du petit galanga ainsi que de la détermination de leurs propriétés
physico-chimiques et de leurs effets sur le Fusarium culmorum.

La troisiéme partie est consacrée a la discussion des résultats d’une part des
rendements d’extraction et des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

isolées et d’autre part a la mise en évidence de leur activité antifongique.
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I. Généralités sur les moisissures
I.1. Définition

Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes : certains vivent en
symbiose avec des végétaux, d'autres sont des parasites des végétaux ou des animaux, d'autres
encore sont des saprophytes qui se développent sur des déchets organiques ou contaminent les
produits alimentaires (Meyer et al ., 2004).

Les moisissures peuvent étre :

- Nuisibles, car agents d’altérations d’aliments ;

- Utiles, car intervenant dans la production d’aliments, d’antibiotiques, d’enzymes et dans
diverses fermentations (Leyral et Vierling., 2007).

Ce sont des organismes hétérotrophes et jouent un role essentiel dans la décomposition de
la matiere organique. Les sources de carbone les plus utilisées sont les glucides. La flore
glucidolytique dans de nombreuses denrées se développe dans un premier temps aux dépens
d’oses et ultérieurement a partir des polyosides : I’amidon, la cellulose, la chitine etc. sont
dégradés, par I’action d’enzymes glucidolytiques exocellulaires (Leyral et Vierling., 2007).

Certaines moisissures ne se développent que sur substrat humide et d’autres peuvent
proliférer sur des substrats dont I’humidité est trés faible (Leyral et Vierling., 2007). La
végétation maximale est produite entre 20°C et 30°C. Certaines espéces sont tres résistantes a la
chaleur (supérieur a 50°C). A 1’opposé, il existe des moisissures psychrophiles supportant des
températures basses et méme négatives (Leyral et Vierling., 2007).

La plupart des moisissures sont aérobies strictes, ¢’est-a-dire qu’elle sont besoin d’oxygéne pour
se développer. Les moisissures vont donc croitre préférentiellement en surface des aliments.
Néanmoins, certaines souches sont micro aérophiles : elles sont capables de se développer méme a
de tres faibles taux d’oxygene résiduel.

De telles souches sont donc aptes a se développer dans la masse. Certaines peuvent méme
supporter une anaérobiose tres stricte (Dela charlerie et al., 2008).

Les moisissures sont extrémement tolérantes aux différents pH puisqu’elles sont susceptibles de
se développer dans une gamme de pH allant de 2 a 9, avec un optimum de 4 a 6,5 (Dela charlerie
et al., 2008).

I.2.Caractéristiques morphologiques
La structure des moisissures repose sur leur appareil végétatif appelé thalle, constitu¢ d’hyphes

ou cellules allongées en forme de filaments tubulaires de 2 a 10 um de diametre. Ces hyphes

¢
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comprennent les organites classiques d’une cellule : noyau, mitochondrie, cytoplasme, vésicules. lls
peuvent étre cloisonnés ou non et leur association forme le mycélium (Figure 01).

Comme pour tout substrat, la colonisation des supports papiers est réalisée par extension et
ramification des hyphes parfois visibles sous forme de petites taches colorées a leur surface. Les
hyphes puisent I’eau et les substances organiques dans les différents substrats qu’ils colonisent pour

leur développement.

cloison

paroi
cellulaire

Figure 01 : Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium,
(Chabasse et al., 2002).
1.3.Le genre Fusarium
1.3.1 Historique

La premiere et véritable description du genre Fusarium a été réalisée par Link en 1809. Il
doit son nom du latin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses macroconidies fusiformes et
cloisonnées. C'est en 1809 que Link décrit le genre Fusarium pour la premiere fois. Le genre
Fusarium tient son nom du latin Fusus, car ses spores sont en forme de fuseau.
1.3.2. Habitat

Les champignons du genre Fusarium sont tres répandus et peuvent étre isolés de la plupart
des sols , des insectes, de l'eau courante, des racines, graines et autres tissus d'une grande
variété de plantes herbacées et ligneuses sauvages ou cultivées. Ces organismes sont retrouveés

aussi bien sous les climats tempérés que sous les climats sub-tropicaux. Certaines especes
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s'attaquent plus particuliérement aux céréales et sont plus frequemment rencontrées sur les

cultures francaises.

1.3.3. Morphologie

Les Fusarium ont un thalle a croissance généralement rapide, blanc a créme, jaune
brunatre,rose, rouge, violet ou lilas. Les conidiophores parfois tres ramifies forment sur le
thalle des coussinets (sporodochies) et portent des masses de spores d'aspects graisseux
(Figure 2).

\ -

)

Figure 2: Mycélium,sporodochie et spores de Fusarium sp. (*2500) (Champion.,1997).

Les phialides sont plus ou moins allongées et peuvent produire deux types de conidies:

- des macro conidies fusiformes, souvent courbées, pluri septées, avec une cellule basale
pédicellée, portant une sorte de talon ,

- des micro conidies petites, généralement septées, piriformes, fusiformes ou ovoides.
Certaines espéces produisent les deux types de spores, d'autres ne forment que des

macro conidies.Les chlamydospores sont présentes ou absentes, terminales ou intercalaires,
différenciées parle mycélium ou par les conidies (Botton et al.,1985).

Le Fusarium culmorum n’as pas une forme parfaite connue. Le thalle est a croissance
rapide, d'abord blanc a jaunatre ou rose puis oc racé a rouge brunétre avec un revers rouge a
pourpre .Les microconidies sont absentes. Les phialides sont courtes et larges formées sur le
mycélium aérien ou groupées en sporodochies. Les macro conidies sont fusiformes, courbes,
septées, a cellule apicale courte et pointue. Le chlamydospores sont intercalaires ou
terminales, formées par le mycélium ou par les conidies sub-globuleuses, brunétre, lisses ou
verruqueuses (9-14 um de diameétre) (Botton el al.,1985). Dans le Figure 3 sont présentés les

principaux caractéres morphologiques de Fusarium Culmorum (Tabuc., 2007).
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Figure 3:Observation par microscope photonique du Fusarium culmorum (Botton el al.,
1985), (x75) : (a)macrophialides et macroconidies; (b)macroconidies; (c) chlamydospores
(Tabuc., 2007).

1.3.5. Taxonomie des Fusarium

La taxonomie des Fusarium a longtemps été confuse et soumise a controverse (Messiaen et
Cassini., 1968) et les Fusarium ont fait I'objet de nombreuses tentatives de classification aux
cours du 20°™siécle. La taxonomie des Fusarium débute par la publication du systéme de
classification de Wollenweber et Reiking en 1935. Ils définirent 16 sections et 65 espeéces
(Wollenweber et Reiking., 1935). La séparation en section reposait sur des caractéres
morphologiques assez simples, mais la différenciation des espéces a l'intérieur des sections
étaient moins aisée. En effet, elle reposait sur des caractéres culturaux sujets a variations donc
aléatoires. Finalement, cette classification ne fut pas reconnue par la suite.

En 1940, Snyder et Hansen proposérent de regrouper plusieurs sections en une méme
espéce, mais cette modification fut lI'objet de controverse de par les études réalisées par la
suite. Le genre Fusarium appartient a la division des Ascomycetes et a la famille des
Nectriacées. A I’heure actuelle, le classement le plus couramment est celui de Nelson et al.,
(1983) qui regroupe les Fusarium dans 15 sections. Ce classement a été amendé par Burgess
et al. (1994), puis par d'autres chercheurs grace a I’utilisation des techniques de biologie
moléculaire (Leslie et Summerell., 2006). De nombreuses especes fusariennes ont été
identifiées dans la nature dont les principales capables d’induire la fusariose de 1’épi de blé:F.
tricinctum, F. poae, F. langsethiae, F. graminearum, F. culmorum, F. arthrosporioides, F.
avenaceum, F. sporotrichioides,, F. equisetiet F.crookwellense (Xu et Nicholson., 2009). Les
champignons du genre Fusarium sont capables de produire des métabolites secondaires

toxiques, les mycotoxines, dont la présence augmente l’incidence de la maladie sur les

productions agricoles.
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Sur le plan économique le genre Fusarium est trés important ; il regroupe beaucoup
d'espéces phyto pathogénes, susceptibles d'induire des maladies chez de nombreuses plantes
(Fusariose).La majorité de ces espéce sont susceptibles de produire des mycotoxines et sont
ainsi impliquées dans des intoxications.

I.4.Fusarium culmorum

Le Fusarium culmorum est une espéce de champignon ascomycéte de la famille des
Nectriaceae. C’est un agent phyto-pathogene responsable de divers tels que la font de semis,
la pourriture racinaire la fusariose de I'épi la pourriture de la tige ...etc. (Figure 04). Chez de
nombreuses especes de plante mono- et dicotylédones en particulier chez les céréales surtout
le blé et I’orge(Tabuc.,2007 ; Scherm et al., 2013).

Figure 04:Les symptdmes de la fusariose observées chez le blé (Scherm et al., 2013).
I.4.1Taxonomie
Régne:fungi
Division:Ascomycota
Classe:Sordariomycetes
Sous-classe : Hypocreomycetidae

Ordre:Hypocreales

O o o o o o

Famille:Nectriaceae
1 Genre:Fusarium (Link, 1809).
1.4.2. Caractére culturaux
Le genre Fusarium pousse rapidement sur geélose PDA et au malt. Les clonies sont
duveteuses, d'abord blanches a jaunatres ou rose puis ocracées a rouge brunatre. Le revers est

rouge a pourpre (Tabuc, 2007).
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I1. Généralités sur les plantes aromatiques étudiées
I1.1. Artemisia campestris
L’armoise champétre ou auronne-des-champs (Artemisia campestrisL.,) est une plante
appartenant a la famille des Astéracées. Elle est assez commune sur les sols siliceux et les
bords des riviéres jusqu'a 1500 m. Les feuilles de cette plante sont largement utilisées dans la
médicine traditionnelle comme anti-venin, anti-inflammatoire (Le Floc'h., 1983). Artemisia
campestris L. a des propriétés allélo chimiques inhibant la croissance et la germination de
certaines plantes qui l'entourent (Neffati., 1984). Cette plante est appelée en arabe Allala ou
Tgouft.
11.1.1. Description botanique
Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30 a 80

cm. cette plante possede des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou coniques, a
involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de rouge, et a
pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles d’Artemisia campestrissont
glabres de couleur verte foncee, les inférieures dipinnati séquées, les supérieure spinnati
séquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la base striée (David,
Hervé., 1994 ; Ozenda., 1983 ; Quezel et Santa., 1962).
11.1.2. Systématique
Selon Caratini., 1971, la plante Artemisia campestris est classée comme suit :

Régne:Plantae

Sous regne:Tracheobionta

Embranchement:Spermatophyta

Sous embranchement:Magnoliophyta

Classe:Magnoliopsida

Sous classe:Asteridae

Ordre:Asterales

Famille:Asteraceae

Sous famille:Asteroideae

Tribu:Anthemideae

Sous Tribu:Artemisiinae

Genre:Artemisia

Espéce:Artemisia campestris L.

|
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Figure 05 : photo représente la plante Artemisa campestris.

11.2.Alpinia officinarum
Le Petit galanga est un plant annuel bien connue dans la région de Sud-Est d’Asie (Hans.,
2007) et largement cultivée dans le sud de la Chine (Xusheng et al., 2012), Taiwan (Hisashi.,
2009) en Inde, le Vietnam et la Thailande (Griangsak et al., 2010). Il est I'un des importants
médicaments chinois traditionnels (Zhao et al., 2010 ; Ling et al., 2010), appartient a la
famille des Zingiberaceae, qui comprend d'autres plantes médicinales importantes comme
Curcuma longa et Zingiber officinale avec des propriétés médicinales bien documentés
(Krishnan et al., 2009). Cette plante est appelée par la communauté arabe « Khorjlane ».
11.2.1. Description botanique

Grande plante herbacée, vivace pouvant mesurer jusqu’a 1.5 m, annuel (Hans., 2007 ; Ken
et al., 2008 ; Jisuk et al., 2009) avec des fleurs blanches, veinées de rose, a long filet (Paul
et Ferdinand., 2010) en forme de lance (Iserin et al., 2001) staminal. Rhizome noueux
entouré de bandes circulaires de coloration plus claire (Paul et Ferdinand., 2010). Il ya
environ 46 espéces de ce genre en Chine (Bei-Bei et al., 2010)dont on utilise le rhizome

qu’est piquant et aromatique (Griangsak et al., 2010 ; Tram et al., 2008).

111.2.2. Systématique
Regne : Plantae
Embrochement : Angiospermes

Sous embronchement : Monocotylédones

O o o o

Ordre : Zingiberales
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1 Famille : Zingiberaceae
1 Genre : Alpinia
1 Espece :Alpinia officinarum (Arti et al., 2015 ; Ghosh et Rangan., 2013).

http://www.choicenature.com/

Figure 06:photo représente la plante de Alpinia officinarum

I11. Les huiles essentielles
111.1. Définition

Les huiles essentielles (HEs) sont des substances organiques aromatiques liquides qu’on
trouve naturellement dans diverses parties des arbres, des plantes, des épices, etc. Elles sont
aussi tres concentrees, volatiles, non huileuses et sensibles a la décomposition sous 1’effet de
la chaleur (Piochon., 2008). Les HEs ne contiennent pas de corps gras (lipides) (Hamdani.,
2012 ; Khenaka., 2011).La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit 1’huile essentielle
comme : un produit obtenu a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la
vapeur, soit par des procedes mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont Séparés
de la phase aqueuse par procédes physiques (Garnero., 1996).
I11.2. Répartition et localisation

Les HEs se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment dans le
cytoplasme de certaines cellules végétales spécialisées (Tseng et al., 1997).Elles peuvent étre
stockées dans tous les organes végeétaux : fleurs, feuilles, des écorces, des bois, des racines,
des rhizomes, des fruits, des graines (Figueredo., 2007).

La synthese et I’accumulation sont généralement associées a la présence de structures
histologiques spécialisées, souvent localisées a la surface de la plante : cellules a huiles
essentielles des Lauracée ou des Zingibéracée, polis sécréteurs des Lamiaceae, des poches

sécreétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des Apiaceae ou des Asteraceae
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(Bruneton., 1993), Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément

chez une méme espéce, voire dans un méme organe (Figure 7) (Fahn., 1979, 1988).

Source : www.apoticarius.com

Figure 07 : structures histologiques sécrétrices spécialisées : (a,b) canaux sécréteurs ()

poches sécrétrices (d) cellules épidermiques.

111.3. Propriétés physico-chimiques

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un

groupe tres homogene (Bernard et al.,1988 ; Bruneton., 1993).

111.3.1. Les propriétés physiques

o o o O

Liquides a tempeérature ambiante.

Elles sont volatiles, ce qui les oppose aux huiles grasses

Leur densité est en genéral inférieure a celle de I'eau

Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels
(Bruneton.,1999).

Elles ne sont que trés rarement colorées, en général, elles sont de couleur jaune,
mais Certains se distinguent : I’huile essentielle de camomille allemande est bleu,
celle de sarriette est rouge, la bergamote est d’une trés jolie verte pale, I’inule est

vert émeraude..une belle palette de couleurs (Bruneton., 1999 ; Daniele., 2007).

111.3.2. Les propriétés chimiques

Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composees différentes,

appartenant deux groupes caractérises par des origines biogénétiques spécifiques : les terpenes

et les dérives du phénylpropane bio synthétisé essentiellement & partir de 1’acide shikimique

(Bruneton., 1993). L’ensemble de leurs constituants se caractérise par un faible poids
moléculaire(Girard., 2010).
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I11.4. La composition chimique
111.4.1. Les composés terpéniques

Les terpénes sont des dérives de I'isopréne C5H8 (2-methylbutadiene) et ont pour formule
de base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (C5H8), (Mondello et al., 2003).Les mélanges
de terpénes (ou terpenoides) et leurs dérives sont généralement responsables de la
caractéristique aromatique de la matiere vegétale (Lamarti et al.,1994; Reverchon et al.,
1995). Les terpénes peuvent étre considéres comme des dérives de l'isopréne, sont des
isoprenoides(Guignard.,2000). Selon le nombre d'unité sisopréniques qui les constituent, on
distingue : les terpenes proprement dits ou mono terpenes en C10, les sesquiterpénes en C15,
les di terpenes en C20, les tri terpenes (C30) (ex. stéroides), les tetraterpenes (C40) (ex.
caroténoides), et les polyterpenes (Guignard, 2000 ; Liao et al.,2006). Les constituants
d'huile essentielle sont principalement les mono- et sesquiterpéenes (Julsing et al.,2006); les
terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire est faible (Bruneton,
1999).
111.4.2.Les monoterpenes

Les mono terpenes sont constitués par 10 atomes de carbone ou deux unité sisopreniques.
Ils sont volatils, entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable étre présentent la
majorité des constituants des huiles essentielles (Lamarti et al.,1994).0nt pour formule
C10H16 (Mondello et al.,2003).Les monoterpenes sont synthétises par un monoterpene
synthétase. Souvent, cette enzyme catalyse la production des composes multiples, incluant les
mono terpenes de types acycliques, monocycliques, et bi cycliques (Yamasaki et AKimitsu.,
2007).A ces terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions

chimiques spéciales, surtout alcool et aldéhyde (Figure 8).(Hernandez Ochoa., 2005).

Myrcene +}-B-Pinéne y-Terpinéne (+}-Camphéne Geéraniof a-Terpinéol

Figure 08: Exemples de structures de monoterpénes(Piochon., 2008).
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111.4.3.Les sesquiterpénes

Ce sont des hydrocarbures de formule C15, soit une fois et demi (sesqui) La molécule des
terpénes (en C10H16) (figure 9). Les variations structurales dans cette série sont de méme
nature que dans le cas précédent, carbures, alcools, cétones étant les plus fréquents
(Bruneton., 1999).

)

B-Caryophyliéne f-Bisaboléne o-Humuléne o-Bisabolol Acétate de cédryle

Figure 09: Exemples de structures de sesquiteerpenes (Piochon., 2008).

111.4.4. Les composés aromatiques

Les phenyl propanoides sont beaucoup moins fréquents que les précédents, mais quelques
plantes peuvent en avoir des proportions significatives. Le terme"phenylpropanoides” se
rapporte a des composes avec une chaine a trois carbones lies a un anneau aromatique de six
carbones. Les phénylpropanoides dérivent principalement de la phénylalanine synthétisé par
la voie métabolique de shikimate, qui est spécifique des micro-organismes et des plantes
(Calsamiglia et al.,2007).0n peut également rencontrer dans les huiles essentielles des
composes en C6-Clcomme la vanilline (assez fréquente) ou comme 1’eugénol (Figure 10)
(Bruneton., 1999). Les phenylpropanoides sont moins répondu dans I’HE que les terpenes,
néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles d’Apiaceae (anis,

fenouil, persil, (eugénole, myristicine, asarones, cinnamaldehyde)) (Bruneton., 1999).

)

Z cHO
!
i
HaCO HaCO
OH OCH, GH
Eugénol trans-Anéthole Vaniliine

Figure 10 : Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane (Piochn.,
2008).
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I11.5. Extraction
L'extraction est un procede chimique qui permet de séparer un compose d'un mélange ou
d'une solution (Djabau., 2006). L’extraction des HEs de la matiére végétale peut étre réalisée
au moyen de plusieurs méthodes, base sur les techniques anciennes, qui se pratiquent en
fonction de la partie végétale choisie, dont :
"1 L’expression a froid ;
1 L'extraction a I’eau surchauffée ;
"] L’extraction par fluide supercritique (SFE), qui utilise du gaz carbonique
(Bruneton., 1999 ; Malecky., 2008)
1 L’extraction par microondes (Lucchesi et al.,2007) ;
"1 L’extraction par I'enfleurage (Moro Buronzo., 2008) ;
1 L’extraction par l'entrainement a la vapeur d’eau et par 1’hydro
distillation(Bruneton., 1999).
111.5.1.La distillation
Cette technique implique la condensation de la vapeur et la récupération des fractions
liquides résultantes(Hernandez Ochoa., 2005). L'entrainement & la vapeur d'eau est I'un des
procedes d'extraction les plus anciens et 1’'une des méthodes officielles pour I’obtention des
HE. Les parties de plante choisies soit placées dans une premiére cuve, traversee par de la
vapeur d'eau. La vapeur qui provient de la premiere cuve traverse la deuxiéme en entrainant
avec elle les principes actifs de la plante. Ensuite, la vapeur se refroidit en passant dans un
long tube pour arriver dans la troisieme cuve, ou elle redevient de I'eau (Moro Buronzo.,
2008).Selon Piochon (2008), il existe trois différents procédes utilisant le principe de la
distillation : I’hydro distillation, 1’hydro diffusion et I’entrainement a la vapeur d’eau.
111.5.2. L'expression
L'expression aussi appelée (pression a froid)ou grattage. Est souvent utilisée pour extraire
les HE des agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a
rompre mécaniquement les poches a essences. L'HE est séparé par décantation ou
centrifugation. D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent
directement I’HE, ce qui évite les dégradations liées a I'action de I'eau (Hemat., 2009).
111.5.3.L enfleurage
L'enfleurage et I’extraction donnent des essences destinées a ’industrie de la parfumerie.
(Grosjean., 1993). Les plantes sont disposées a température ambiante sur des plaques de

graisse qui ont pour but d'absorber le parfum.
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Une fois la plaque Bien imprégnée, la matiére grasse est separée de I’huile essentielle a
l'aide d'un solvant. Grace a cette methode, on obtient des huiles essentielles de grande
qualité(Moro Buronzo., 2008).

111.5.4. L'extraction par solvants chimiques

Cette méthode est pratiquée au niveau industriel et utilise des produits chimiques (Moro
Buronzo., 2008), Les solvants les plus utilises a I’heure actuelle sont 1’hexane, le
cyclohexane, 1’éthanol moins fréquemment le di chloro méthane et 1’acétone (Le grand.,1993
; Dapkevicius et al., 1998 ; Kim et Lee., 2002).

I11.5.5. L'extraction au CO, supercritique

IT s'agit d’une technique moderne, trés couteuse : du dioxyde de carbone a haute pression
est employée pour faire exploser les poches végétales contenant I'essence, qu'il est alors
possible de récupérer(Moro Buronzo., 2008).

I11.6.Activités biologiques

L'activité biologique d'une huile essentielle est & mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants, les plus célébres sont la
réduction de la compétition avec les autres especes de plante (allelopathie) par inhibition
chimique de la germination des graines, la protection contre la flore microbienne infectieuse
par les propriétés fongicides et bactéricides et la protection contre les herbivores par gout et
effets défavorables sur le systeme nerveux (Porter., 2001 ; Lahlou., 2004).

Certains auteurs pensent que la plante utilise I’huile pour repousser ou attirer les insectes,
dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considerent I’huile comme source
d’énergie facilitant certaines réactions chimiques et permettant la conservation de I’humidité
des plantes dans les climats désertiques (Belaiche., 1979).Les huiles essentielles ont des
propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales et antiparasitaires.

Du leurs vaste utilisation dans les domaines pharmaceutique, alimentaire, cosmétique.
Néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations a la fois (Laib.,2011).
111.6.1.Activité anti oxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développe comme substitut dans la conservation
alimentaire : ils ont été montre que I’incorporation des huiles essentielles directement dans les
aliments (viandes hachées, légumes haches, purées de fruit, yaourts...) ou I’application par
vaporisation en surface de 1’aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes

entiers.) contribuent préserver 1’aliment des phénomeénes d’oxydation (Laib., 2011).
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111.6.2.Activité antibactérienne

Le mode d’action des HEs depend 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. Les bactéries a Gram positif sont plus
sensibles a I’action des HEs, par rapport aux bactéries a Gram négatif (Khenaka., 2011). Les
HEs peuvent aussi inhiber la synthése de DNA, ARN, des protéines et des polysaccharides
des bactéries (Laib., 2011).
111.6.3.Activité antifongique

L’activité fongistatique des composés aromatiques semble étre liée a la présence de
certaines fonctions chimiques, Cette activité est estimée selon la dure d’inhibition de la
croissance. L’activité antifongique décroit selon le type de fonction chimique : Phénols)
alcools >aldéhydes>cétones>éthers> hydrocarbures (Laib., 2011).

111.6.4 .Activité antivirale

Les huiles essentielles renferment des substances antivirales (Herman., 1993).Les virus
sont genéralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des HEs telles que les
mono terpenols et les mono terpenals. De nombreuses pathologies virales séveres traitées
avec des HEs ont montrées des améliorations importantes. L’effet antiviral de I’HE de
Mentha piperita a éte étudié (in vitro. contre les virus de Herpés Simplex (HSV-1 et HSV-2),
une inhibition de 50% est obtenue avec des concentrations entre 0,002% et0,008%
(Schumachet et Reichling., 2003).

I11.7.Propriétés alimentaires

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le gout, aromatiser et
colorer les aliments (Aprotosoaie et al.,2010).D’autre part, les huiles essentielles possedent
des profils de composition chimique différents permettant de les utiliser comme agents
naturels de conservation des aliments (Holley et Patel., 2005).

Des études de I’équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’Alimentation (RESALA) de I’'INRS-IAF, ont montré que I’incorporation des huiles
essentielles ou ’application par vaporisation en surface des aliments, contribue a les préserver
des phénomeénes d’oxydation (Caillet et Lacroix., 2007).

111.8. Mode d’action des huiles essentielles dans I’activité antifongique
La plupart des études sur le mécanisme d’action des huiles essentielles se sont accentuées

sur leurs effets sur les membranes cellulaires. En fait, les composes actifs attaquent la paroi et
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la membrane cellulaire, affectant de ce fait la perméabilité et le dégagements des constituants
intracellulaires, en interférant également avec la fonction de la membrane (Rasooli et Owlia,
2005; Pinto et al.,2006; Carmo et al.,2008). En outre, 1’activité antifongique des huiles
essentielles pourrait également étre liée a l'interférence des composants de I'huile essentielle
dans des réactions enzymatiques de la syntheéses de la paroi cellulaire, qui affecte la
croissance fongique (Carmo et al.,2008). Sharma et Tripath (2007) ont constaté que les
huiles essentielles peuvent causer des changements morphologiques comprenant
I’insuffisance des sporulation, la perte de pigmentation, le développement anormal des
conidiospores et la déformation des hyphes. D’autres recherches sont penchées sur
I’évaluation de l'interférence de I'huile essentielle dans la synthéses de mycotoxines par
quelques espéces toxico genes (Carmo et al.,2008).
111.10.Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se généraliser avec I'émergence de nouvelles
pratiques thérapeutiques telle que l'aromathérapie. Généralement, les huiles essentielles
ingérées par voie orale ont une toxicité aigie faible. Certaines huiles essentielles sont
dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles
riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles riches en cinname aldéhyde (Smith et
al.,2000) ou photo toxique (huiles de citrus contenant des fur coumarines (Naganuma et al.,
1985).D'autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique. Les cétones comme I'a-thujone
sont particulierement toxiques pour les tissus nerveux (Franchomme et al.,1990). Elle
engendre des effets secondaires plus ou moins néfastes dans 1’organisme (allergies, coma,
épilepsie, etc.) principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et

allaitantes, personnes agées ou allergiques) (Degryse et al..1996).
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I. Matériels

I.1. Matériels végétales
Le matériel végétal retenu pour 1’étude correspond a deux plantes aromatiques :Alpinia
officinarum et Artemisia campestris. Ces deux plantes ont été achetées du marché local
chez un herboriste de la région de Laghouat.

1.2. Matériels fongique

La souche fongique Fusarium culmorum est un champignon phytopathogéne et
mycotoxinogéne a été fournie par Docteur Touati HATTAB du département d’ Agronomie
de I’Université de Laghouat.
Il. Méthodes

I11.1.Procédé d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles des deux plantes aromatiques, Alpinia officinarum et Artemisia
campestris sont extraite par hydro distillation a 1’aide d’un appareil de type Clevenger
durant deux heures a raison de 200 g de matériel végétal broyé pour 1000 ml d’eau
distillée. Enfin, les huiles essentielles sont récupérées a I’aide d’une pipette pasteur aprés
centrifugation des tubes ceci afin d’éliminer les traces d’eau. Les huiles ainsi obtenues sont
stockées dans des tubes en verre bien fermé a une température de 4 °C a 1’abri de la

lumiére jusqu’au moment de leur utilisation.

Sortie d'eau tiede
Réfrigirant a eau
Entrée d'eau froide
tube de mesure
Ballon matériel végétal

Chauffe ballon

Figure 11 :Photo représente le dispositif Clevenger.
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11.2. Calcul du rendement d’extraction en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est exprimé par le volume d’huile en millilitres obtenu

pour la masse de 100 gramme de matiére végétale seche par la relation suivante :

RAt(%) = (%) x 100
Rdt (%) : rendement en huiles essentielles.
V : volume d’huiles essentielles recueilli (ml).
ms : masse vegetale seche (g).
11.3. Calcul de la densité de I’huile essentielle
La détermination de la densité des huiles essentielles des plantes étudiées est réalisée a
I’aide d’un flacon d’une capacité de 1 ml pour calculer les masses volumiques des huiles

ensuite la densité de chaque huile a été calculée a partir de la relation suivante :

MV
~ MVgp

d

d :densité d’HE.
MV : masse volumique d’HE.
MVep : masse volumique d'eau distillée.

I11.4. Préparation des milieux de culture

Le PDA (Potato Dextrose Agar) est le milieu de culture utilisé pour I’entretien de
souche fongique et la réalisation des tests antifongiques comme un milieu solide. Le milieu
PDA est utilisé comme milieu de référence pour la description macroscopique de la zone
d’inhibition. La préparation du milieu PDA consiste a bouillir sous agitation 39 gramme de
poudre de PDA déshydratée dans un litre d’eau distillée dans une erlénmeyer placée sur
une plaque chauffante. Apres ajustement du pH a 7.0, le milieu est stérilisé par autoclavage
a 120°C pendant 20 mn. Le milieu stérilisé est conservé a 4°C jusqu’a son utilisation
ultérieure.

I11.5. Etude de I'activité antifongique
Les huiles essentielles sont diluées dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) comme solvant.
Ce choix a été fait, parce que, le DMSO est capable de solubiliser parfaitement I’huile
essentielle dans le milieu de culture et n'a aucun pouvoir antifongique(
Mohammedi., 2006 ; Ownagh et al., 2010).
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Des concentrations comprises entre 0.09 et 0,89 mg/ul ont été préparées pour chaque
I’huile essentielle dans des tubes ependorph en utilisant le DMSO comme solvant.
A I’aide d’un écouvillon, 100 ul de chaque dilution d’huile essentielle est étalées sur une
boite de pétri contenant le milieu PDF solidifié. Ensuite un disque de 6.0 mm de diamétre
d’une culture de 5-7 jours du champignon Fusarium culmorum est déposé en surface.
Apres 7 jours d’incubation des boites de pétri a 27°C le diamétre de la zone d'inhibition
autour de chaque disque est mesuré a l'aide d'un pied a coulisse sur le fond de la boite.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance myceélienne est exprimé par 1’index

antifongique (Derwich et al., 2010), cet index est calculé par la formule suivant :

c_De

14 (%) = ( )x1oo

Cc

IA : index antifongique.
Dc: diamétre des disques mycéliens témoins.

De : diametre des disques mycéliens avec 1’huile essentielle.

La CMI correspond a la plus petite concentration de 1’huile essentielle pour laquelle
aucune croissance mycélienne n’est visible a 1’ceil nu. Pour les boites qui ne présentent pas
de croissance, le disque de mycelium est transfere sur un milieu PDA neuf pour confirmer
s’il s’agit d’un effet fongistatique ou fongicide sur le Fusarium Culmorum. La fongicide
(CMFc) ont été définies comme étant les plus faibles concentrations de 1’agent pour
lesquelles il y a absence totale de croissance mycélienne en comparaison avec les témoins
apres 3 jour de culture a 27°C. Par contre le redémarrage de la croissance mycélienne chez
les restes concentration classez comme des concentrations fongistatiques (CMFs)
(Derwich et al.,2010).
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111.1. Rendement d’extraction en huile essentielle

Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage, est calculé par le rapport de la
quantité d’HE extraite sur la quantité de la plante.
D’aprés la Figure (12), on constate que 1’huile de Artemisia campestris est plus

jaunatre par rapport a celle obtenu a partir de Alpinia officinarum.

HE d’Alpinia officinarum o .
HE d’Artemisia campestris

Figure 12: Aspect des huiles essentielles de Artemisia campestris et Alpinia

officinarum.

Les résultats de calcul des rendements obtenus lors de 1’hydrodistillation sont

présentés dans le Tableau (1).

Tableau 1 : Les propriéetés physico-chimiques des huiles des plantes étudiées.

- Rendement
Plante Couleur  Aspect odeur Densité
(%)
Alpinia officinarum  Jaune Liquide et épicée 0.89 0.51+0.08
claire mobile
Artemisia campestris jaunatre  Liquide et épicée 0.89 0.24+0.03
mobile

Le rendement de I’huile essentielle de Alpinia officinarum est supérieur a celui de
Artemisia campesstris. Ceci pourrait s’expliquer par les poches de sécrétion et un
pouvoir sécrétoire plus importants chez Alpinia officinarum. Artemisia campestris
présente un rendement trés faible en huile essentielle. 1l a fallu plusieurs

hydrodistillations pour obtenir une quantité a analyser.
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Houicher et al., (2016) ont trouvé un rendement d’extraction en huile essentielle
de 0.71% (v/p) chez Artemisia campestris.

Le rendement d’extraction en huile essentielle dépend de I'age de la plante, au
mode d’extraction, a la période et a I'endroit de récolte, a la partie de la plante utilisée
sans négliger la nature méme de cette plante aromatique.

111.2. Etude de I'activité antifongique des huiles essentielles

Nous avons pu mis en évidence 1’effet antifongique des huiles essentielles
obtenues a partir de deux plantes aromatiques, Artemisia campestris et Alpinia
officinarum, sur Fusarium culmorum qui est I’'un des champignons phyto pathogénes
et mycotoxino genes responsables des maladies des céréales. Le DMSO qui été utilisé
pour la solubilisation des HE dans le milieu de culture PDA n’a aucun effet sur la

croissance mycélienne sur la souche de Fusarium culmorum (Figure 13).

Figure 13 : Effet de DMSO sur le Fusarium culmorum.

Les deux huiles essentielles testées ont marqué une activité antifongique
intéressante contre la croissance de la souche fongique Fusarium culmorum. Cette
activité est traduite par une inhibition de la croissance mycélienne. D’aprés les
Figures (14) et (15), on remarque que le pourcentage d’inhibition de la croissance
fongique varie en fonction de I’huile essentielle testée mais également de la

concentration en huile essentielle dans le milieu de culture.

Figure 14 : Résultats de I’effet de I'huile essentielle d 'Alpinia officinarum sur

Fusarium culmorum.




Résultats et a’iscussions‘

Figure 15: Résultats de I’effet de I’huile essentielle d'Artemisia campestris sur
Fusarium culmorum.

D’apres les résultats indiqués dans la Figure (16), I’huile essentielle de Artemisia
campestris posséde le pouvoir antifongique le plus puissant et provoque une
inhibition totale de la croissance du Fusarium culmorum a partir d’une concentration
de 0.26 mg/pul.

En présence de I’huile essentielle de Alpinia officinarum, cette méme concentration

provoque seulement un taux d’inhibition de I’ordre de 71.4%.

B Artemisia campestris Il Alpinia officinarum
100

80

60

40

20

Pourcentage d'inhibition de la coissance mycélienne radiale (%PIC)

0,09 0,26 0,44 0,62 0,89

Huile essentielle (mg/pl)

Figure 16 : Effet des huiles essentielles d’Alpinia officinarum et d’Artemisia
campestris sur I’inhibition de la croissance radiale de Fusarium culmorum aux
différentes concentrations.

De plus, nous avons pu trouver que 1’effet des huiles essentielles sur la souche

fongique est seulement fongistatique.
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Houicher et al., (2016) ont trouvé que I’huile essenticlle obtenu a partir de
Artemisia campestris est capable d’inhiber la croissance du champignon Fusarium
culmorum. Ces mémes auteurs ont attribué cette activité aux a-pinéne, B-pinéne, -
myrcéne, et germacréne D qui sont les composés majoritaires de cette huile.

D’apres les travaux de Charles et al., (1992), I’huile essentielle obtenue a partir de
la racine de Alpinia officinarum est riche en myrcéne et 1,8-cineole. Par conséquent,
ces deux composés peuvent étre responsables de 1’activité antifongique de cette huile

essentielle.
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Actuellement, les plantes aromatiques et médicinales possedent un atout considérable
grace a la découverte progressive des applications de leurs huiles essentielles et leurs extraits
végétaux dans la médecine, le cosmétique ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines
d'intérét économique. Dans cette optique, 1’objectif de cette présente étude était la valorisation
des huiles essentielles de deux plantes aromatiques comme source de nouveaux agents
antifongiques pour étre utilisés contre la fusariose des céréales.

Le rendement d’extraction en huile essentielle obtenu a partir de Alpinia officinarum est
supérieur a celui obtenu pour Artemisia campestris. Les huiles essentielles de ses deux plantes
aromatiques sont pourvues d’activités antifongiques contre Fusarium culmorum. L’activité
antifongique se traduit par une diminution de la croissance mycélienne du champignon dans le
milieu de culture.

L’huile essentielle de Artemisia campestris a le pouvoir antifongique le plus élevé par
rapport a I’huile essentielle de Alpinia officinarum. L’activité antifongique des huiles
essentielles est plutdt fongistatique que fongicide.

Les propriétes antifongiques des huiles essentielles étudiées semblent étre intimement liées
a leur composition chimique et de leur composant majeur. La valorisation de ces résultats en
plein champ constitue une perspective alléchante et prometteuse quoique 1’application et
I’exploitation de ces caractéristiques et propriétés susmentionnées sont tributaires de
I’absence d’effets indésirables vis-a-vis de la faune, du sol et du respect de 1’environnement.

Comme perspectives, il serait envisageable de faire un analyse de la composition chimique
des huiles essentielles et d’étudier surtout pour 1’huile essentielle de Artemisia campestris

d’autres propriétés antimicrobiennes.
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Annexe

Composition de milieude culture PDApotato dextrose Agar

Dextrose ........ccccevvveeviveeinnn, 20.0g
Infusion from potatoes........... 200g
Bactenological .............. Agar 15.0g

(o ) 1000 Eau distillée

Le pH du milieu PDA est ajusté a 7.0 avec une solution de soude ou acide

chlorhydrique diluées.




Résumé. Les plantes médicinales aromatiques sont connues depuis un longtemps comme étant une source
naturelle prometteuse d’agents antimicrobiens. Ce travail vise 1’étude de ’effet d’huiles essentielles de
Artemisia campestris et de Alpinia officinarum extraites par hydro distillation contre Fusarium culmorum.La
teneur moyenne en huile essentielle de Artemisia campestris et Alpinia officinarum sont respectivement 0.24
et 0.51% par rapport a la matiére seche des deux plantes. L’huile essentielle de Artemisia campestrisa une
activité fongistatique plus élevée par rapport a I’huile essentielle de Alpinia officinarum.

A une concentration de 0.26 mg/ul, seule ’huile essentielle Artemisia campestris inhibe totalement la
croissance mycélienne du champignon Fusarium culmorum.

L’huile essentielle de Artemisia campestris peut étre donc considérée comme source d’agent antifongique
qui pourra étre utilisé pour le traitement de la fusariose des céréales en particulier le blé.

Mots clés : huiles essentielles, Artemisia campestris, Alpinia officinarum, fusariose, antifongique,

Fusarium culmorum.

Abstract. The aromatic medicinal plants has been known from a long time as a promising natural source of
antimicrobials agents. The work aims to study the effect of essential oils extracted from Artemisia campestris
and Alpinia officinarum by hydrodistillation method. The extraction yield of essential oil for Artemisia
campestris and Alpinia officinarum were respectively, 0.24 and 0.51% per rapport the dry matter of the both
plants. The essential oil of Artemisia campestrishave a high fongistatic activity when compared to essential
oil of Alpinia officinarum.From the essential oils tested, at 0.26 mg/ul only Artemisia campestris can inhibit
completely the mycelial growth of Fusarium culmorum. The essential oil of Artemisia campestriscan be
considered as a natural source of new antifungal agent that can be used for treatment of fusarioses of cereal in
particularly wheat.

Keywords: Essential oils, Artemisia campestris, Alpinia officinarum, fusarioses, antifungal, Fuarium

culmorum.
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