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Abstract

ABSTRACT

This work studies the antifungal activity and chemical composition of the essential oils of
South-western Algeria Saccocalyx satureioides Coss. et Dur., Artemisia campestris L.,
Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. and Anethum graveolens L.

The essential oils were isolated by hydrodistillation, the chemical composition of the oils
was determined by chromatographic and mass spectroscopy analysis (GC and GC-MS). Other
physicochemical parameters are also measured in this study. The antifungal activity of the
essential oils was studied with respect to seven fungi, oils and their volatile fractions were
tested on germination, mycelial growth, sporulation and mycotoxicological fungal sensitivity.

Tested local plants provided the good yield in essential oil which ranges from 2,10% to
2,41% except that obtained from Artemisia campestris L. which is 0,37%.

The GC and GC/MS analysis showed that the major components of essential oil of
Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. were a-terpinéol (32.65%) and thymol (22.26%),
essential oil of Artemisia campestris L. contains mainly spathulenol (27,81%) and Z,E-
farnesol (19,08%), essential oil of Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. was dominated by
perilla aldehyde (81,62%), whereas essential oil of Anethum graveolens L. is dominated by
apiol (32.78%) and carvone (31,04%) .

The essential oil of Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. showed a stronger activity
against mycelial growth, all strains were inhibited at minimum inhibitory concentration (MIC)
as weak as 1/3000 v/v, followed by essential oil of Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. with
MIC as from 1/880 v/v and essential oil of Anethum graveolens L. with MIC as from 1/500
v/v. However, essential oil of Artemisia campestris L. showed less active with MIC as from
1/70 viv.

Indeed, the results revealed that an important inhibitory activity of essential oils, whose
their volatile fraction was active against sporulation the spores better than the mycelial growth
of the moulds. However, their effect on the germination is also very favorable.

Similarly, the studied oils showed that an important anti-mycotoxin activity against
toxigenic fungi produce mycotoxins. Except essential oil of Artemisia campestris L. which is

moderately active.

Keywords: Essential oil, plant, chemical composition, antifungal activity.
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Résumé

RESUME

Ce travail vise I’étude du pouvoir antifongique et la composition chimique des huiles
essentielles de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur., Artemisia campestris L., Ammodaucus
leucotrichus Coss. & Dur. et Anethum graveolens L. du la région Sud-ouest de I'Algérie.

L’extraction des essences a été effectuee par hydrodistillation, la composition chimique des
huiles a été déterminé par une analyse chromatographique en phase gazeuse (CG) et par
couplage chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (CG/SM). D’autres
parameétres physicochimiques ont été déterminés dans cette étude. L’activité antifongique de
ces essences a été étudiée vis-a-vis de sept champignons, les huiles et leurs fractions
volatiles ont été testées sur la germination, la croissance mycélienne, la sporulation et sur la
sensibilité fongique mycotoxicologique.

Les plantes locales testées ont fourni un bon rendement en huile essentielle qui s’échelonne
entre 2,10% a 2,41% sauf, a celui obtenu a partir d’Artemisia campestris L. qui est 0,37%.

Les analyses (CG et CG/SM) ont montré que I’HE de Saccocalyx satureioides Coss. et
Dur. est caractérisée par la présence de terpinéol (32,65%) et le thymol (22,26%) comme
principaux constituants chimiques, I’HE d” Artemisia campestris L. est formée en majorité par
le spathulenol (27,81%) et le Z,E-farnesol (19,08%), I’HE Ammodaucus leucotrichus Coss. &
Dur. est tres riche en perilla aldehyde (81,62%), alors que I’HE d’Anethum graveolens L. est
dominée par le apiol (32.78%) et la carvone (31,04%).

L’HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. a montré une forte activité antifongique
sur la croissance mycélienne, toutes les souches fongiques ont été inhibées a une tres faible
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 1’ordre de 1/3000 v/v, suivie, par I’HE de
Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. avec une CMI de 1/880 v/v et I’HE d'Anethum
graveolens L. avec une CMI de 1/500 v/v. Cependant, I’HE d’Artemisia campestris L. est
avérée la moins active avec une CMI de 1/70 v/v.

En effet, les résultats obtenus révélent une inhibition significative par les huiles
essentielles ou leur fraction volatile tant sur la sporulation des spores que sur la
croissance mycélienne des champignon. Neanmoins, leur action sur la germination est trés
favorable. De méme, les essences faisant I'objet de cette étude ont montré une importante
activité antimycotoxinogene vis-a-vis les souches fongiques productrices des mycotoxines, a

I'exception de I’HE d’Artemisia campestris L. qui est modérément active.

Mots clés : Huile essentielle, plante, composition chimique, activité antifongique.
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Photo 33 : Effet de I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur A. flavus 88
Photo 34 : Effet de I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur A. niger 89
Photo 35 : Effet de I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Aspergillus ochraceus 89
Photo 36 : Effet de I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur sur Penicillium expansum 89
Photo 37: IIngec;_dg I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Fusarium oxysporum f.sp. 90

albedinis
Photo 38 : Effet de I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Alternaria 90
Photo 39 : Effet de I'huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Cladosporium 90
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Photo 40

Photo 41 :

Photo 42 :

Photo 43:

Photo 44 :

Photo 45 :

Photo 46 :

Photo 47 :

Photo 48 :

Photo 49 :

Photo 50 :

Photo 51 :

Photo 52 :

Photo 53 :

Photo 54 :

: Aspergillus flavus (S3) cultivée en milieu YES en présence des différentes

concentrations (v/v) de I'HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. 99
Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes 99
concentrations (v/v) de 'HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.

Aspergillus flavus (S2) cultivée en milieu YES en présence des différentes 99
concentrations (v/v) de I'HE d’Artemisia campestris L.

Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes 100
concentrations (v/v) de 'HE d’Artemisia campestris L.

Aspergillus flavus (S1) cultivée en milieu YES en présence des différentes 100
concentrations (v/v) de 'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes 100
concentrations (v/v) de 'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

Aspergillus flavus (S1) cultivée en milieu YES en présence des différentes 101
concentrations (v/v) de 'HE d’Anethum graveolens L.

Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes 107
concentrations (v/v) de I'HE d’Anethum graveolens L.

CCM sous UV des isolats d’Aspergillus flavus (S1) cultivée en milieu YES en présence

des différentes concentrations (v/v) de I'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. 103
CCM sous UV des isolats d’Aspergillus flavus (S2) cultivée en milieu YES en présence 104
des différentes concentrations (v/v) de I'HE d’Anethum graveolens L.

CCM sous UV des isolats d’Aspergillus flavus (S3) cultivée en milieu YES en présence 104
des différentes concentrations (v/v) de I'HE d’Artemisia campestris L.

CCM sous UV des isolats d’Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence 105
des différentes concentrations (v/v) de I'HE d’Artemisia campestris L.

CCM sous UV des isolats d’A. ochraceus cultivée en milieu YES en présence des 105
différentes concentrations (v/v) de 'HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.

CCM sous UV des isolats d’A. ochraceus cultivée en milieu YES en présence des 106
différentes concentrations (v/v) de 'HE d’Anethum graveolens L.

CCM sous UV des isolats d’A. ochraceus cultivée en milieu YES en présence des

différentes concentrations (v/v) de 'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. 106
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Qhtroduction générale

La plupart des denrées alimentaires, au cours de leurs préparations, mais surtout au
cours de leurs entreposages, sont susceptibles d’étre détériorées par des moisissures, les pertes
qui leur incombent sont considérables (Senhaji et al, 2006). La contamination fongique d’un
substrat ou d’un aliment provoque des modifications physiques et des modifications
chimiques. Cette contamination des denrées alimentaires, destinées a ’homme ou a 1’animal,
est le principal dommage qui va entrainer de hombreux problémes (Tabuc, 2007). Lorsque
les conditions d’humidit¢ et de température favorables sont réunies, ces moisissures
peuvent produire des mycotoxines qui sont definies comme des substances d’origine fongique
capables a faibles concentrations d’induire un effet toxique (Reboux, 2006).

En parallele, ces derniéres années on assiste a un regain d’intérét élargi de plus en plus
pour les plantes médicinales et aromatiques et pour leurs extraits, face a la méfiance accrue
suscitée par ’'usage des produits chimiques, aussi bien dans le domaine thérapeutique que
dans le domaine alimentaire (Senhaji et al, 2006). En effet, plus de 50% des médicaments en
usage clinique dans le monde sont a base de produits naturels ou de leurs dérivés (Anne-
Laure, 2002 ; Hamilton, 2003).

Cette exploitation du potentiel chimique des ressources végétales passe par une premiere
étape d’extraction des composée spécifique d’une espéce botanique sélectionné. Ceux-ci, en
générale, correspondent a des molécules a forte valeur ajouté, mais présent en faible quantité.
De nouveaux procédés d’extraction doivent donc étre utilisés de facon & obtenir ces
constituants dans une fraction de concentration maximale, et dans un état chimique le plus
proche possible de leur structure native.

Parmi ces molécules, on rencontre des composes ayant une activité biologique, ainsi
qu’une activité olfactive. Ces composés font partie d’un ensemble dénommé huile essentielle
(Hernandez ochoa, 2005).

En effet, les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse
naturelle trées importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance des
propriétés a mettre en valeur. Les propriétes medicales des plantes médicinales
dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes
chimiques. Ces propriétés, dues souvent a la fraction d’huile essentielle contenue dans les
plantes, qui contribue grandement a son activité biologique (organoleptique et
pharmacologique) bien que les autres constituants (métabolites secondaires) peuvent aussi
contribuer a cette action médicinale. L’utilisation des vertus antimicrobiennes des
huiles essentielles ne date pas d’aujourd’hui et leur usage en médecine ne fut jamais

abandonné malgré la découverte de processus de syntheése organique et la naissance de
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I’industrie pharmaceutique. Elles sont considérées comme un véritable réservoir de molécules
de base qui sont irremplacables (Beylier-Maurail, 1976 ; Pellecuer et al, 1976 ; Kurita et al,
1979 ; Benjilali et al, 1986 ; Hmamouchi et al, 1990 ; Lima et al, 1993 ; Bourrel et al,
1995 ; Ouraini et al, 2003).

Actuellement, 1’utilisation des huiles essentielles s’effectue sur des bases scientifiques et
rationnelles dans le but de mettre au point de nouveaux produits a divers usages
médical, vétérinaire et cosmeétique. Dans la littérature, plusieurs travaux de recherche ont
prouvé les propriétés antimicrobiennes, antivirales et insecticides des composés terpénoides
(Carson et Riely, 1995 ; Tiziana Baratta, 1998). Donc ces propriétés, peuvent étre mises a
profit pour traiter les infections fongiques, signalons que I’activité antifongique des huiles
essentielles des plantes aromatiques a été confirmée par de nombreux auteurs.

Du point de vue floristique, le sud ouest algérien se caractérise par la prédominance
d’especes saharo-arabiques susceptibles d’avoir des propriétés thérapeutiques. Ces especes
sont a 1’origine de produits a trés forte valeur, ce qui fait de la région un remarquable
laboratoire naturel.

Afin de contribuer a une meilleure valorisation de notre ressource végétale en I’occurrence
Saccocalyx satureioides Coss. et Dur., Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., Artemisia
campestris L et Anethum graveolens L. récoltées dans le Sud-ouest algérien, ce travail aborde
la caractérisation de la composition chimique et 1’efficacité antifongique de leurs huiles
essentielles.

Notre travail sera donc initié par une recherche bibliographique ou nous apportons dans le
premier chapitre 1’aramothérapie et les huiles essentielles. Le deuxiéme chapitre élucide les
plantes choisies pour cette étude. Dans le dernier chapitre nous avons évoquees les
moisissures et les mycotoxines.

Dans la deuxieme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale ou nous présenterons
les techniques utilisées dans ce travail et qui se focalise sur deux axes :

Dans le premier axe, nous avons effectué une analyse chimique dans les étapes sont les
suivantes :

e Extraction des huiles essentielles par hydro-distillation des différentes especes
végétales.

e Détermination des indices physiques et chimiques des huiles essentielles.

e Détermination de la composition chimique des huiles essentielles, par des
analyses chromatographiques (CG et CG/SM).
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La plupart des études réalisées sur le pouvoir antifongique des huiles essentielles sont
fondées sur ’effet sur la croissance, mais rares sont celles qui mettent 1’accent sur toutes les
étapes de développement des champignons. C’est pourquoi nous nous sommes attachés
dans le deuxiéme axe a chercher de nouvelles activités des huiles essentielles de PAM. Dont,
I’objectif est d’étudier I’effet de ces huiles essentielles et leurs fractions volatiles sur la
germination, la croissance mycélienne et la sporulation, ainsi, la sensibilité fongique
mycotoxicologique.

La troisieme partie rapportera les différentes résultats obtenues et leurs discussions et enfin

une conclusion générale qui résume I’ensemble de travail.
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I. Les Huiles Essentielles
I.1. L’ Aramothérapie

L’aromathérapie est une science naturelle fascinante et complexe dont 1’origine remonte a
des milliers d’années ; elle s’inspire en effet des traditions médicales populaires des
Egyptiens, des Perses, des Chinois, des Hindous et des Grecs, ou médecins et guérisseurs
découvrirent que les huiles essentielles obtenues a partir de certaines plantes pressées ou
distillées calmaient la douleur, décontractaient, favorisaient le sommeil et exaltaient la force
vitale. On pensait ainsi que 1’essence végétale contenait de fagon concentrée le meilleur de la
plante (Fabrocini, 1999).

L'odeur souvent agréable qui s'exhale de certains organes végétaux: feuilles, fleurs,
écorces.. ., est contemporaine de maticres actives tels que les phénols et les terpenes, qui sont
de puissants antiseptiques, et bien d'autres substances volatiles odorantes, douées aussi,
selon  les cas, de propriétés: balsamique, antirhumatismale, circulatoire, tonique,
antifongique...etc (Baba-Aissa, 2000).

Le terme Aromathérapie désigne, I'emploi thérapeutique exclusif des huiles essentielles en
usage interne par absorption ou en usage externe. La naissance de I'aromathérapie
moderne était en 1928 par René Maurice Gattefossé qui, en travaillant sur les parfums,
et suite a un accident, redécouvrit les vertus de I'huile essentielle de Lavande. Plongeant par
réflexe sa main bralée, lors d'une explosion dans le premier liquide a proximité, il nota une
guérison rapide et sans infection, c'était I'huile essentielle de Lavande, il étudia donc les
propriétés de ces huiles de facon approfondie. En 1937 il publia son livre intitulé
"Aromathérapie”, cette appellation est conservée depuis pour désigner I'emploi médicinal des
huiles essentielles. La publication de cet ouvrage a marqué le début d'un intérét croissant de la
médecine pour cette forme de thérapeutique, et cet intérét s'est manifesté encore davantage
depuis les années 1944 — 45. |l ne fait que s'amplifier, tant dans les applications déja connues

que dans la recherche de nouvelles possibilités (Bernadet, 2000).

1.2. Quelques dates importantes dans I'histoire de I'aromathérapie

e la plus ancienne description des effets antimicrobiens des épices a été faite par
Antony van Leeuwenhoek le 9 Octobre 1676; il décrit la baisse du nombre et
de l'activité des "animalcules" dans un échantillon d'eau de puits, suite a l'addition du

poivre.
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e 1881 Koch a travaillé sur I'action bactéricide de I'huile essentielle de térébenthine sur
les spores de I'anthrax.

e 1887 Chamberland a étudié l'activité des essences de l'origan, la cannelle et le
clou de girofle sur Bacillus anthracis.

e 1910 Martindale montre que I'huile essentielle de I'origan est I'agent antiseptique le
plus puissant dérivé de plante, connu jusqu'a ce jour. L'origan est 25 a 76 fois plus
actif que le phénol isolé, sur le colibacille. Il mit au point les coefficients phénol de
plusieurs huiles essentielles.

e 1931 René Maurice Gattefosse, ingénieur chimiste passionné par les huiles
essentielles, démontre de facon scientifique les relations entre les structures et
les activités des composants aromatiques. Il codifie les huiles essentielles selon
leurs propriétés: tonifiantes, antiseptiques, bactéricides, fongicides, stimulantes,
calmantes...il crée la terminologie Aromathérapie, dans son livre qui porte le méme
titre.

e Vers 1949-1950 Schroeder et Messing, développent une technique qui devient plus
tard I'Aromatogramme. Une méthode qui permet de tester et examiner I'efficacité des
huiles essentielles dans le traitement; ils réalisent le premier aromatogramme.

e 1954-1956 Kellner et Kobert publient une étude sur l'action de 175 huiles
essentielles contre 8 bactéries aérobies et champignons. Ils identifient un groupe
particulier de 21 huiles, y compris l'origan d’Espagne.

e 1958 Jasper et Coll. démontrent I'action antifongique des huiles essentielles d'origan,
de bouleau et de thym.

e 1960 Maruzzella montre les effets antibactériens et antifongiques d'une centaine
de composés aromatiques.

e Entre 1960 et 1964 le Pr. Paolo Rovesti, Directeur de [I'Instituto Derivati
Vegatali a Milan, a été capable de montrer que la dépression et l'anxiété peuvent
étre guéries par l'inhalation des huiles de certaines plantes.

e 1964 le Dr. Jean Valnet publie: la pratique de I'aromathérapie. Il trouve qu'il est
capable de guérir des patients ayant des troubles psychiatriques a long terme, par
administration des huiles essentielles, avec presque des résultats immédiats.

e 1969 le Dr. Maurice Girault montre le pouvoir bactéricide de 8 huiles
essentielles. |l utilise la technique de I'aromatogramme pour développer des

traitements efficaces a huiles essentielles pour la flore spécifique de chaque patient.
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e 1972 H. Audhoni, P. Belaiche, J. Bourgeon, P. Duraffourd, C. Duraffourd, M. Girault
et J.P.Lapraz, utilisent la technique de Il'aromatogramme pour développer des
traitements pour plusieurs maladies infectieuses. Alors, 40 essences et une teinture ont
été étudiées, et des aromatogrammes sont effectués sur des cas de pathologies
infectieuses.

e 1973 Jacques Pellecuer établit & nouveau l'action antibactérienne et antifongique
des Labiées Méditerranéennes, romarin et thym, et I'efficacité phénoménale de la
sarriette (Satureja montana).

Wagner et Sprinkmeyer montrent qu'un mélange d'huiles essentielles possede une
activité plus étendue que les antibiotiques a large spectre.

e 1974 Deininger fournit des preuves cliniques, en double aveugle sur l'efficacité des
huiles essentielles pour les déséquilibres du systéme nerveux autonome.

e 1977 Robert Tisserand publie le premier livre sur I'aromathérapie en anglais: The Art
of Aromatherapy.

P. Belaiche crée l'indice origan qui classe les huiles essentielles en terme de
pouvoir bactéricide.

e 1978 Paul Belaiche publie son étude en trois volumes, sur les usages cliniques
de I'aromathérapie pour traiter un large rang de maladies infectieuses et dégénératives.
P. Belaiche, H. Audhoni, M. Girault et G. Sens Olive, définissent
I'aromatogramme en phase liquide, ainsi que I'immunoaromatogramme.

e 1979 Kubeczka développe des guides "instructions générales et conseils"
pour déterminer la qualité des huiles essentielles utilisées pour des intentions
médicales.

e 1987 le Dr. Pencel et P. Franchomme, développent des recherches sur les
chlamydioses et les infections catharrales muccopurulentes des voies respiratoires
et génitales: I'aromathérapie a visée anti-infectieuse.

Deininger et Lembke prouvent l'activité antivirale des huiles essentielles et leurs
composeés isolés.

e 1990 Pierre Franchomme et Daniel Penoel publient leur livre sur
I'aromathérapie médicale: I'Aromathérapie Exactement.

e 1995 R. Deininger, un chercheur dans le domaine des huiles essentielles, a écrit:
"l'usage principal de l'action antimicrobienne des huiles essentielles, c’est les

infections banales dans le contexte de l'automédication: infections du systéeme
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respiratoire (en combinaison avec l'action spasmolytique des huiles essentielles),
infection de la peau (virus de I'herpes), maladies gastro-intestinales (avec I'action
spasmolytique), infections des voies urinaires (avec l'action diurétique). Ses
avantages: un large spectre dactivités incluses. Les effets secondaires ne
surviennent pas si les produits sont utilisés correctement™.

e 1999 Vet C Fabrocini publient leur livre : Comment se soigner avec I'Aromathérapie
et guérir : agitation anxiété, allergie, asthme, déprime, insomnie, lombalgie, mal de
dos, migraines, palpitations, etc.

e Jusqua ce jour, les chercheurs a travers le monde étudient encore
I'activité antimicrobienne des huiles essentielles in vitro, mais peu de recherches in

vivo.

1.3. Les huiles essentielles
1.3.1. Définition
La norme AFNOR NF T-75-006 déefinit I'huile essentielle comme : « un produit

obtenu a partir d'une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit
par hydrodistillation. L'huile essentielle est alors séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques ». L'huile ainsi obtenue posséde certaines caractéristiques physico-
chimiques qu'il est possible de mesurer au laboratoire a l'aide de techniques simples ou
d'appareillages plus complexes.

Les huiles essentielles doivent répondre a des critéres physiques imposés par les
normes. En effet, elles sont liquides a température ambiante, de consistance huileuse mais non
grasse, leur densité est inférieure a celle de 1’eau a I’exception de quelques cas
(cannelle, sassafras et vétiver), volatiles, insolubles dans 1’eau, rarement colorées, et solubles
dans les huiles végétales, dans 1’éther et dans 1’alcool jusqu'a un certain pourcentage. Elles
sont peu polaires, et il convient de les conserver a 1’abri de ’air et de la lumiere (Farhat,

2010).

1.3.2. Répartition

Les huiles essentielles sont presque exclusives de I'embranchement des spermaphytes, elles
n'existent quasiment que chez les végétaux superieurs. Les genres qui sont capables d'élaborer
ces principes volatils sont répartis sur presque une soixantaine de familles (Benyahia, 2006).
Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on distingue les
Labiateae, les Asteraceae, les Myrtaceae, les Lauraceae et les Apiaceae.
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Les huiles essentielles peuvent étre localisées dans tous les organes végétaux
fleurs (Ferulago angulata), feuilles (Torilis arvensis) et bien que cela semble peu commun,
dans : les racines (Heracleum persicum), les rhizomes (Zingiber officinale), le bois (Santalum
album), les écorces (Cinnamomum verum), les fruits (Daucus carota) ou les graines
(Daucus carota) (Djarri, 2011).

Si tous les organes d'une méme espece renferment une huile essentielle, la
composition de cette derniére peut varier selon sa localisation (Bruneton, 2009).

Dans la plus part des cas, les huiles essentielles se forment dans le cytosol des
cellules, ou elles se rassemblent en gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles ou
bien elles s'accumulent dans les vacuoles des cellules épidermiques ou des cellules du
mésophile de nombreux pétales. Selon les périodes, ces essences traversent la paroi

cellulaire vers I'extérieur de la cuticule sous forme de vapeurs.

1.3.3. Origine dans les vegétaux

Considérées comme des produits du métabolisme secondaire des plantes (Hatanaka et al,
1987), les huiles essenticlles d’aprés Svoboda (2000) sont produites et stockées dans des
structures cellulaires spécialisees, ces structures sont divisees en deux groupes :

- Celles qui produisent I’huile essentielle sur la surface de la plante et qui sécreétent
habituellement des substances directement a l'extérieur de la plante (Sécrétion exogene).

- Celles qui produisent les huiles essentielles dans le corps de la plante et sécrétent ces

substances dans les espaces intercellulaires spécialisés (sécrétion endogene).

Fig. 01. Glandule sécrétrice sur la surface supérieure de la feuille d’Origanum
heracleoticum, montrant 1’espace subcuticulaire rempli d’huile essentielle (Svoboda et al,
2003).
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11.3.3.1 Les systemes sécréteurs

Les examens réalises a différents stades de croissance des plantes aromatiques par
microscopie a balayage électronique ont permis, ces derniéres années, une considérable
avancée des connaissances concernant l'appareil sécréteur de ces derniéres.

Les calices des fleurs présentent une succession réguliere de cotes et de sillons
abritant les structures productrices des essences (ou glandes sécrétrices). Ces glandes
épidermiques, de forme sphérique, ont un diamétre inférieur au dixieme du millimetre, leur
activité se traduit par la synthése de tous les constituants des huiles essentielles, puis,

ultérieurement, par leur stockage durable.

Glande sécrétrice de I’épiderme d’une Rupture de la cuticule montrant
feuille avec cuticule intacte les cellules sécrétrices

Fig. 02. Glandes sécrétrices (Svoboda et al, 2003).

Les glandes sécrétrices sont réparties sur lI'ensemble de la plante, rares sur les faces
supérieures des feuilles et des tiges, elles sont un peu plus nombreuses sur le dessous des
feuilles, mais elles abondent surtout sur le calice des fleurs.

La téte pluricellulaire de la glande sécrétrice est recouverte d'une peau appelée
"cuticule". Au fur et a mesure que les cellules sécrétrices vont produire I'huile essentielle,
celle-ci va étre accumulée sous la cuticule qui se souléve petit a petit jusqu'a permettre un
volume de stockage supérieur au double de celui des cellules sécrétrices elles-mémes. Ces
réservoirs de stockage représentent les glandes réceptrices, qui sont formées en général de 8
cellules, groupées pour former une "téte" portée par un large pied unicellulaire qui les fixent
a I'épiderme du calice.

La formation des huiles essentielles dans les végétaux est le fait d'une multitude de
réactions biochimiques dont certaines ne sont pas encore élucidées. Elles prennent
naissance dans des appareils sécréteurs qui ont une forme variée. Il s'agit par exemple :

e Trichomes Glandulaires (Lamiaceae)
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e Cavités sécrétrices (Myrtaceae et Rutaceae)

e Canaux sécréteurs (Apiaceae et Asteraceae)

1.3.4. Les procédés d'extraction
1.3.4.1. La distillation

Les huiles essentielles et les ardmes extraits a partir des herbes aromatiques et d’épices
sont le résultat d‘un mélange complexe de substances volatiles. Ils sont généralement présents
a de trés faibles concentrations dans les plantes a parfum. Avant de pouvoir utiliser ou
analyser de telles substances, il est nécessaire de les extraire de leur matrice (Farhat,
2010). La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant I'entrainement des
substances aromatiques grace a la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée a I'neure actuelle.
La méthode est basée sur I'existence d'un azéotrope de température d'ébullition inférieure
aux points d'ébullition des deux composes, Il'huile essentielle et l'eau, pris séparément.
Ainsi, les composés volatils et I'eau distillent simultanément a une température inférieure
a 100 °C sous pression atmosphérique normale. En conséquence, les produits aromatiques
sont entrainés par sa vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures (Franchomme et al,
1990). Il existe  précisément trois  différents  procédés utilisant ce principe:
I'nydrodistillation, I'nydrodiffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau. Beaucoup de
confusions régnent autour de [l'utilisation de ces trois termes. Quelques
éclaircissements s'imposent donc.

Tout d'abord, I'hydrodistillation (water distillation). Il s'agit de la méthode la plus simple
et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal est immergé
directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est
ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées dans un réfrigérant
et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile
essentielle étant plus légere que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-
dessus de I'hydrolat.

Ensuite, la distillation par entrainement a la vapeur d'eau (steam distillation). Dans ce
type de distillation, le matériel végétal ne macére pas directement dans I'eau. Il est placé sur
une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d'eau (Figure 03).

La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une

amélioration de la qualitt de [I'huile essentielle en minimisant les altérations
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hydrolytiques: le matériel végétal ne baignant pas directement dans I'eau bouillante

(Franchomme et al, 1990).

feu

eau

vapeur d'eau
plantes aromatiques

~ | p—
. ¥ N
vapeur d'eau chargée .

-
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eau froide o | F¢ |¢
eau chaude A A ‘
y\ ()
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huile essentielle —

hydrosol ou hydrolat

Fig. 03. Systéme d'extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur

Enfin, la troisieme technique est I'hydrodiffusion. Cette technique relativement récente
est particuliere. Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas (per descendum) et a pression
réduite, la vapeur deau au travers de la matrice végétale. L'avantage de cette méthode
est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils. Cependant,
I'nuile essentielle obtenue avec ce procédé contient des composés non volatils ce qui
lui vaut une appellation spéciale: « essence de percolation » (Franchomme et al, 1990 ;
Richard, 1992).

1.3.4.2. Expression a froid

L’expression a froid est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes. Le
principe de ce procédé mécanique 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.

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
I’utilisation de I’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 oléiferes par
éclatement sous 1’effet d’une dépression, ou I’utilisation du principe de ’abrasion de I’écorce

fraiche (Farhat, 2010).
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1.3.4.3. Extractions par les solvants et par les graisses

Il sagit d'extraits de plantes obtenus au moyen de solvants non aqueux. Ces derniers
peuvent étre des solvants usuels utilisés en chimie organique (hexane, éther de pétrole)
mais aussi des graisses, des huiles (absorption des composés volatils lipophiles par des
corps gras) ou méme encore des gaz. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevée
que l'eau si bien que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils
mais également bon nombre de composes non volatils tels que des cires, des pigments, des
acides gras et bien d'autres (Richard, 1992 ; Robert, 2000). Les plantes sont immergées
totalement dans le solvant a froid sauf pour les grains et les racines ou I’extraction est réalisée
a chaud. Le temps de contact est environ 30 minutes, aprés quoi le solvant initial est soutiré et
remplacé par une deuxiéme charge puis une troisieme a leurs tours soutirées. La plus grande
partie du solvant est évaporée et recyclée. On recueille une solution concentrée distillée sous
vide. Il reste une pate, liquide, a chaud appelée concrete (Edwards, 2009). L'extraction a
l'aide de solvants organiques pose un probleme de toxicité des solvants résiduels ce
qui n'est pas negligeable lorsque I'extrait est destiné aux industries pharmaceutique et agro-

alimentaire (Bruneton, 2009).

1.3.4.4. Extraction par micro-ondes

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée
hydrodistillation par micro-ondes sous vide (Figure 04). Dans ce procédé, la matrice
végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est
réduite de maniére séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d'eau
formée a partir de l'eau propre a la plante. lls sont ensuite récupérés a l'aide des
procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation. Ce procédé permet
un gain de temps (temps d'extraction diviseé par 5a 10) et dénergie (température plus
basse) considérable. En guise d'exemple, l'extraction par micro-ondes de deux kilos de
Mentha piperita permet d'obtenir environ 1% d'huile essentielle en 15 minutes alors que
deux heures d'hydrodistillation sont nécessaires pour obtenir un rendement similaire a
partir de la méme masse de plante (Mengel et al, 1993). La composition de I'huile essentielle
obtenue par ce procedé est bien souvent semblable a celle obtenue avec un procédé
d'entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefois, une plus grande proportion de
composés oxygénés est généralement observée dans les huiles essentielles extraites par
micro-ondes. Ceci est dii a la faible quantité d'eau présente dans le systéme et a la rapidité du

processus de chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques et hydrolytiques des composés
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oxygéneés sont limitées (Bendahou et al, 2008 ; Lucchesi et al, 2007). Cette technique
présente donc beaucoup d'avantages: technologie verte, économie d'énergie et de temps,
investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisees
(Mengel et al, 1993 ; Lucchesi et al, 2004).

L'extraction par micro-ondes fait aujourd’hui l'objet de beaucoup détudes et ne

cesse d'étre améliorée (Chemat et al, 2006 ; Flamini et al., 2007; Lucchesi et al, 2007).

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction

Micro-Ondes ———

Fig. 04. Systéeme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes (Farhat, 2010).

1.3.4.5. Extraction au CO 2 supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le
CO, supercritique. Au-dela du point critique (P = 73,8 bars et T = 31,1 °C), le CO,
possede des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui
lui confére un bon pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en jouant sur
les conditions de température et de pression. Cette technique présente énormément
d'avantages. Tout d'abord, le CO, supercritique est un solvant idéal puisqu'il est naturel,
inerte chimiquement, ininflammable, non toxique, sélectif, aisément disponible et peu
colteux. De plus, il s'élimine facilement de I'extrait sans laisser de résidus. QOutre ces
avantages, le principal point fort est la qualité irréprochable de I'extrait puisqu‘aucun
réarrangement ne s'opere lors du processus. Son unique point faible est le colt trés élevé
de son installation (Pellerin, 1991). En jouant sur les conditions de température et de

pression, il est possible de rendre I'extraction plus sélective aux composés odorants et ainsi

Ubniversité e Meascara 13



Ghapitre | (Les FCuiles ssenticlles) Roartic SBibliograhique

obtenir des extraits de composition tout a fait semblable aux huiles essentielles, non chargés
en molécules non volatils. Ainsi, la température et la pression a ne pas déepasser pour extraire
uniquement les principes volatils est 60 °C et 60 bars (Richard, 1992). Cette technique est
aujourd'hui considérée comme la plus prometteuse car elle fournit des extraits volatils
de tres haute qualité et qui respecterait intégralement I'essence originelle de la plante
(Wengiang et al, 2007).

1.3.5. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants hétérogénes pouvant
contenir plus de 300 composés différents (Sell, 2006). lls appartiennent de fagon exclusive a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes, le groupe des terpénoides
d'une part et le groupe des aromatiques et des aliphatiques (alcanes, alcénes, alcénols, phénols
etc...) de ’autre.

Dans chaque groupe de terpénes, un précurseur unique conduit aux différents
constituants connus, par une succession de réactions classiques (Kurt et Torssell, 1998). Les
plus connus de ces produits sont les monoterpenes qui répondent a la formule brute CigHjs,
les sesquiterpenes (CisHa4), les diterpenes (CxoHsy), les triterpenes (Cgp) et les tétraterpénes
(Cao).

Les terpenes le plus rencontrés dans les huiles essentielles sont les terpenes les plus volatils
c’est a dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée telles que les mono et les
sesquiterpenes, ils se retrouvent presque toujours dans les huiles essentielles sous forme
acyclique, monocyclique ou bicyclique avec I'existence de nombreuses molécules
fonctionnalisées (alcools, aldéhydes, cétones, esters, éthers, peroxydes) (Kurt et
Torssell, 1998 ; Farhat, 2010).

Les composes phénoliques derivés du phénylpropane (Ce-C3) sont beaucoup moins
fréquents que les terpénes. Souvent, ils sont des allyl, des propénylpnénols et parfois des
aldéhydes.

Selon le mode d’extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer d’autres composés
chimiques, le plus souvent de faible masse moléculaire tel que : les carbures (liniéres et
ramifiés, saturés ou non saturés), les acides (de Cs a Cg), les alcools, les aldéhydes, les
cétones, les esters acycliques, les lactones et les coumarines (Farhat, 2010).

Le tableau 01 présente les composés les plus communs que 1’on trouve dans les
huiles essentielles et qui sont classés selon leurs poids moléculaires, leurs tempeératures

d’ébullition et leurs solubilités dans I’eau (Loupy, 2006).
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Tableau 01. Différents types de molécules dans 1’huile essentielle (Loupy, 2006).

Formule Température Solubilité dans

moléculaire d’ébullition L’eau (g.L™)
Monoterpenes
Limongne CioH1s 175.4 <10°
Pinéne CioHis 157.9 <10°
Sabinene CioH1s 164 <10°
Myrcéne CioH1s 167 <107
y-Terpinéne CioH16 183 <10?
para-Cyméne CioH16 173.9 <10°
Sesquiterpenes
B-Caryophyllene Cis Hos 268.4 <10°
o-Santalene Cis Hys 247.46 <10°
o-Zingeberene Cis Hos 270.7 <10?
B-Curcumene Cis Has 266 <10°
Diterpene
Phytol CaoH00 335.5 <10?
Alcools
Géraniol C1oH170H 229.5 0.67
Linalool C10H170H 198.5 0.67
Aldéhydes
Citral C10H160 210.9 2.61
Cuminic aldéhyde C1oH120 254.6 0.26
Ketones
Camphor C1oH160 207.4 0.92
Carvone C10H140 230.5 1.60
Phénols
Thymol C10H14O 233 0.85
Eugénol C1oH120, 255 2.52
Acétates
Neryl acétate C12H2002 274.5 0.71
Linalyl acétate C12H2005 220 0.57
Oxydes
1,8-Cineol CioH10 174.8 5.8x10°
Linalool C10H180 198.5 0.67

1.3.6. Les facteurs influencant la composition

La composition chimique, la qualité et la quantité extraite d’une huile essentielle

dépendent de plusieurs parameétres. Les principaux facteurs de variabilité de cette composition

sont d’origine

intrinséque et extrinséque :

le génotype,

I’environnement,
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géographique, la période de récolte, la température et la durée de séchage ainsi que le mode
d’extraction (Oussala et al, 2006).

Le premier paramétre influengant la composition chimique d’une plante est sa biosynthése
et donc son profil génétique. C’est la raison pour laquelle, une méme espece peut présenter
plusieurs chémotypes de profils chimiques différents. Il existe de nombreux exemples d’un tel
phénomeéne, notamment chez le thym, la sauge...ctc (Thompson et al, 2003 ; Fellah et al,
2006).

Un chémotype est une race chimique. En fait, une méme espece végétale peut fournir des
huiles essentielles de compositions chimiques différentes. Ces différence sont dues a la
période de récolte des plantes, au mode d’extraction utilisé, aux facteurs environnementaux
(altitude, ensoleillement, nature du sol,...etc).

Les conditions environnementales influencent aussi la composition. La température, le taux
d’humidité, la durée d’ensoleillement, la pluviométric et les conditions ¢édaphiques
(composition du sol) représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d’une plante aromatique donnée (Sokmen et al, 2004 ; Lozeine et Venskutonis,
2005 ; Fellah et al, 2006).

Pour la méme espece, le méme génotype et le méme stade de développement, les facteurs
extrinseques peuvent engendrer des modifications quantitatives et qualitatives importantes
pour les huiles essentielles. Ceci a été confirmé par un certain nombre de travaux (Dunford et
Vazquez, 2005 ; Bakkali et al, 2008). Ils ont remarqué que les facteurs extrinseques les plus
importants qui influencent la production des huiles essentielles sont le climat (température et
lumiére) et le sol (eau et fertilisants) (Bruneton, 1999).

Les études portant sur la variation de la composition chimique des huiles en
fonction du cycle circadien et des saisons sont nombreuses (Anton et Lobstein, 2005).
L'heure de la récolte du matériel végétal ainsi que le moment dans l'année sont en
effet des facteurs importants (Lahlou, 2004). Selon Naghdi et al. (2014) la formation des
principes actifs se fait spécialement pendant la période de pleine croissance et durant les
temps de métabolismes intensifs comme les périodes de floraison et de fructification.

Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en huile
essentielle. Les Citrus par exemple ont une teneur plus importante en huile essentielle

lorsque la température est élevée (Bruneton, 1999).
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1.3.7. Activités biologiques et pharmacologiques

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques selon leurs
constituants majoritaires. Beaucoup d'entre elles sont utilisés pour assaisonner et
aromatiser les aliments (Loza-Tavera, 1999). Elles ont aussi une grande importance
économique comme saveurs, parfums et solvants, il est fabriqué aussi des désodorisants,
de I'encens et des produits pour le bain (Bremness, 1998). L'emploi des huiles essentielles est
en particulier dans le domaine des antiseptiques externes, mais peuvent étre destinées a
l'aromatisation des médicaments administrés par voie orale. De méme qu'elles sont
utilisées dans I'industrie agro-alimentaire comme conservateurs, et dans I'industrie chimique
(Smith-Palmer et al, 1998 ; Bruneton, 1999).

Cependant plusieurs activités sont attribuées aux huiles essentielles : cholérétique,
cicatrisante, neurosédative, spasmolytique, digestive, stomachique, anti-inflammatoire
(Bruneton, 1999), désinfectante du systéme respiratoire (Inouye® et al, 2001 ; Inouye® et al,
2001) antioxydante (Dorman et al, 2000), acidifiante, tonicardiaque, oxydante des déchets du
métabolisme, fluidifiante du sang, antivenimeuse, antispasmodique, pour la conservation
tissulaire (embaumement vivant), pouvoir de protéolyse rapide, sédation épidermique locale,
revitalisation par oxygénation et défloculation du sang. Ce sont les terpénes, parmi les
constituants chimiques, qui sont responsables de ces vertus et par conséquent, usages
médicinaux des plantes aromatiques et médicinales (Dorman et al, 2000). La propriété la
plus importante des huiles essentielles est I'osmose facile au travers des tissus et leur

élimination complete et rapide (Bernadet, 2000).

1.3.7.1. Action anti-bactérienne

C'est probablement la propriété la plus reconnue pour la plupart des huiles
essentielles du point de vue thérapeutique. Observées et étudiées depuis plusieurs dizaines
d'années, par de nombreux chercheurs, un grand nombre dhuiles essentielles ont déja eté
testées sur un large éventail de bactéries différentes (Gram+ aussi bien que Gram- (Inouye? et
al, 2001).

Les mécanismes d'action antibactérienne des huiles essentielles sont relativement bien
connus. Une des possibilités d'action est la génération de lésions irréversibles sur la
membrane des cellules bactériennes qui induisent des pertes de matiére (cytoplasmique),
pertes de sel, perte de substrats énergétiques (glucose, ATP), amenant directement a la lyse de
la bactérie (cytolyse) et donc a sa mort (Mbata et Saikia ; 2005).
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Une autre possibilité d'action est I'inhibition de la production par les bactéries des toxines

responsables du déclanchement des processus infectieux.

1.3.7.2. Action anti-fongique

Les huiles essentielles ont un grand pouvoir antifongique aérien et cutané. Les modes
d'actions antifongiques sont assez semblables a ceux décrits pour les bactéries. Cependant, il
faut y ajouter 2 phénomenes supplémentaires inhibant I'action des levures: I'établissement
d'un gradient de pH et le blocage de la production d'énergie des levures (“phénoméne
de respiration™) Dongmo et al. ; 2002).

La plupart des composés terpéniques sont de tres bons agents antifongiques. Le
thymol, le carvacrol, et I'eugénol sont ici les composés les plus actifs. Un grand nombre de
composés volatils ont été testés contre une large gamme de champignons: Candida (C.
albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Pénicillium chrysogenum et bien
d'autres (Kalemba et Kunicka, 2003).

La mise en évidence de leurs activités biologiques a fait ’objet de nombreuses études
(Bakkali et al, 2008). Pattnaik et al. (1997) ont testés cingq constituants aromatiques des
huiles essentielles (le cinéole, le citral, le géraniol, le linalol et le menthol) pour leur
activité antimicrobienne sur dix-huit bactéries (y compris les cocci a Gram positif et les
bacilles Gram négatif) et douze champignons (trois de type levure et neuf filamenteuses).

En termes d’activité antibactérienne le linalol a été le plus efficace et a réussi a inhiber dix-
sept bactéries, suivie par le cinéole et le géraniol (avec seize bactéries chacun).

Le menthol et le citral ont inhibé quinze et quatorze bactéries, respectivement. Contre les
champignons, le citral et le géraniol étaient les plus efficaces (inhibition de I'ensemble
des douze champignons), suivie par le linalol (inhibition de dix champignons), le cinéole et le

menthol arrivent en dernier avec I’inhibition de sept champignons chacun.

1.3.8. Méthodes d’analyses de la composition chimique des huiles essentielles

1.3.8.1. Méthodes d’analyses physiques et chimiques

Ces méthodes permettent d’obtenir les caractéristiques physiques et chimiques propres a
chaque huile essentielle, et peuvent servir de criteres de qualités entre producteurs et
acheteurs. La densité, 1’indice de réfraction, le pouvoir rotatoire, le point de congélation, les
indice, d’ester et de carbonyle, la solubilit¢ dans 1’éthanol,.....etc., constituent un moyen de

Vérification et de contréle de la qualité de 1’huile essentielle. Ces essais sont déterminés selon
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un protocole précis et obéissent a des normes édictées par 1’Organisation de Normalisation
(1.S.0) (Fellah et al, 2006).

1.3.8.2. Identification des constituants d’une huile essentielle

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre
de plusieurs techniques (Cavalli, 2002). La premiere approche, qui est la plus couramment
employée, est 1’utilisation du couplage d’une technique chromatographique, généralement la
Chromotagraphie en Phase Gazeuse (CPG) permettant 1’individualisation des constituants,
avec une technique spectroscopique, la Spectrométrie de Masse (SM) ou plus rarement
spectrométrie Infra-Rouge par Transformée de Fourier (IRTF), permettant I’identification des
constituants par comparaison des données spectrales avec celles de produits de référence
contenus dans des bibliotheque de spectres. Les données spectrales sont systématiquement
associées a l’utilisation des indices de rétention, qui sont calculés a partir des temps de
rétention d’une gamme étalon d’alcanes. Pour faciliter 1’identification des composés
minoritaires les huiles essentielles peuvent étre soumises a un fractionnement par
chromatographie sur colonne ouverte (Lahlou, 2004 ; Lozeine et Venskutonis, 2005 ;
Bouchra et al., 2003 ; Rasooli et Abyanch, 2004). La combinaison de ces deux techniques
complémentaires, est applicable a 1’analyse d’un grand nombre de substances
organiques, aussi bien gazeuses que liquides.

Ainsi le couplage CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est la technique la
plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles. Il permet de connaitre, dans la
grande majorité des cas, la masse moléculaire d’un composé et d’obtenir des
informations structurales relatives a une molécule a partir de sa fragmentation
(Dimitrijevic et al.,, 2007 ; Gachkar et al., 2007). Dans la source d’ionisation les
molécules sont bombardées a 1’aide d’¢lectrons, conduisant ainsi a la formation des ions
en phase gazeuse. Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de ’appareil. 1l existe
plusieurs analyseurs de masse mais les plus utilisés pour I'analyse des huiles essentielles sont
le « quadripble » et le « piege a ion » ou « ion trap ».

Le quadrip6le ainsi que I'« ion trap » utilise la stabilité des trajectoires pour séparer
les ions selon le rapport masse sur charge (m/z) (Mclafferty et Turecek, 1993 ; DE
Hoffmann et al., 1999).

Le faisceau d'ions ayant traversé l'analyseur de masse, est ensuite détecté et
transformé en un signal utilisable. Pour ce faire, il existe différents types de détecteurs

capables de transformer un courant ionique faible en un signal mesurable. Toutefois,
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les détecteurs les plus courants sont les multiplicateurs d'électrons ou de photons, permettant
I'augmentation de I'intensité du signal détecteé.

Finalement, l'ordinateur enregistre les données provenant du spectromeétre de masse et
les convertit en valeurs des masses et des intensités des pics et en courant ionique total. Il
permet I'examen des données enregistrées et leur manipulation : spectres de masse,
chromatogrammes reconstitués, soustraction d'un spectre par rapport & un autre, calcul
d'une moyenne sur plusieurs spectres, etc.

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de
référence contenus dans des bibliotheques informatisées (NIST, Mass Spectral Library,
Wiley et Registry of Mass Spectral Data, contenant plusieurs milliers de spectres), ou

non informatisées (Cavalli, 2002).
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Fig. 05. Schéma de fonctionnement d’un spectrometre de masse.
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I1. Généralités sur les plantes étudiées
11.1. Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
11.1.1. Description botanique

Arbuste odorant a tiges robustes, rameuses, présent dans le Sahara septentrional, mesure de
2 a 12 dm; feuilles petites, oblongues ou étroites, en petits fascicules et ciliées a la base;
fleurs par quatre a six a 1’aisselle des feuilles, a calice régulier et velu ; corolle blanche, rosée
ou pourpre a quatre lobes, les supérieures bifides; plante a odeur de thym. Il pousse
naturellement période de mars dans les dunes de région présaharienne : dunes a Bou-Saada et
Ain sefra dans la région de Nadma en Algérie. Il est endémique algérien (Ozenda, 1991 ;
Belmekki et Bendimerad, 2012).

e Nom francais : Sariette indigene.

e Nom vernaculaire : Azir el ébel, Zaatar Armel, Zaatar essahra.

Photo 01. Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
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11.1.2. Systéematique
Tableau 02. Classification botanique de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. dans la
systématique (Ozenda, 2004 ; Spichiger et al, 2004 ; Botineau, 2010 ; Dupont et
Guignard, 2012)

Classification Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Saccocalyx Coss. et Dur.
Espéce Saccocalyx satureoides Coss & Durand

11.1.3. Propriétés thérapeutiques

Il est utilise comme condiment, il est également stomachique, digestif, antidiarhétique et
vermifuge (Fourment et Roques, 1941). Dans la région de Djelfa, par voie orale le décocté
des jeunes rameaux est préconisé contre le rhume.

Belmekki et Bendimerad (2012) rapportent que, en médecine traditionnelle, cette plante
est utilisée dans le soin du diabete et peut étre exploité dans plusieurs applications
pharmaceutiques, car, elle représente une source des polyphénols, des flavonoides, ainsi
I’extrait methanolique de cette plante posséde un bon effet antioxydant. De méme, l'activité
antioxydante d'huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. a été examinée par
Gourine et al. (2012) et les résultats ont montré que cette essence posséde une excellente
activité antioxydante.

En outre, la qualit¢ de I’essence de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. est son
remarquable puissant pouvoir antimicrobien. Les études de Laouer et al. (2004) ; Bendahou
et al. (2008) ont prouvé son activité bactéricide a I’encontre de nombreux germes

pathogénes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
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subtilis, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis et Salmonella
tiphymirium. D’autres chercheurs avancent que cette huile essentielle posséde une activité
antifongique vis-a-vis Ascochyta rabiei et la production de solanapyrone A (Zerroug et al,
2011) et contre Candida albicans (Bendahou et al, 2008).

11.1.4. Composition chimique

L’analyse chimique de 1’huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. a fait
I’objet de quelques travaux. Le premier travail a été réalisé par Laouer et al. (2004) et qui ont
rapporté que I’essence du nord-est algérien est caractérisée par sa richesse en borneol (56%),
suivi du thymol (11.5%), a—terpineol (7.9%) et p-cymene (2.6%).

En effet ’huile essentielle du nord central de 1’ Algérie analysée par Biondi et al. (2006)
indique que les monoterpéenes oxygénés sont les principaux constituants : a-terpineol (32.7%),
thymol (22.8%), borneol (11.6%) et carvacrol (6.9%). D’autres composées sont aussi
identifiés a des teneurs moins importantes : p-cymene (5.0%), camphene (2.9%), y-terpinene
(2.8%), a-pinene (1.8%) et limonene (1.5%). Cette composition chimique est relativement
analogue a celle d’El Masrane, région de Djelfa (Centre de 1’Algérie), Se constitue
majoritairement par le a-terpineol (35.9%), thymol (15.6%) et borneol (12.4%), suivi du p-
cymene (7.2%), camphene (4.3%) avec la présence de y-terpinene (4.0%) (Zerroug et al,
2011).

D’autre part, I’huile essentielle de sud-ouest de 1’ Algérie analysée par Bendimerad et al.
(2009) est dominée par le borneol (24.7%), thymol (21%), a-terpineol (19.1%) et camphene
(6.3%). La composition chimique de la méme essence originaire du 1’ouest de 1’Algérie,
analysée par Bendahou et al. (2008), extraite par hydro-distillation (HD) et extraction
assistée par micro-ondes (MAE) est dominée par le borneol (28%), suivi du thymol (18%), a-
terpineol (17%) et camphene (6% a 8%). Reéciproquement, le thymol (25.0%) suivi par le
borneol (21.6%), a-terpineol (11.7%) et ethyl o-methylbenzoate (2.6%) étaient les principaux
constituants des composés volatils extraits par hexane MAE.

Enfin, I’huile essentielle étudiée par Gourine et al. (2012) révele comme principaux

constituants : le carvacrol (51.82%), y-terpinene (18.96%) et o-cymene (11.3%).

11.2. Artemisia campestris L.

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est 1’'un des genres le
plus répandu et le plus étudié de cette famille; il contient un nombre variable

d’especes allant jusqu’a 400 especes.
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Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels
que les flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les
stérols et les acétylénes (Kundan et Anupam, 2010).

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possédent des propriétés
thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi

dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al, 2007).

11.2.1. Description botanique

Artemisia campestris L. est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30 a
80 cm. Cette plante posséde 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
campestris L. sont glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées,
les supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses
a la base striée (David et Hervé, 1994 ; Ozenda, 1983).

Plante des hauts-plateaux, d'origine méditerranéenne, plus rare dans la région
présaharienne, manque au Sahara septentrional ; reparait dans les montagnes de Sahara
central, en altitude (assez répandue au Hoggar, plus rare au Tefedest et au Tassili des Ajjer)
(Ozenda, 1991).

e Nom vernaculaire (Algérie) : Dgouft, Alala.
e Nom vernaculaire (Maroc, Tunisie) : Tedjok.

¢ Nom francais : Armoise Champétre

Photo 02. Artemisia Campesrtis L.
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11.2.2. Systéematique

Tableau 03. Classification botanique d’Artemisia campestris L. dans la systématique
(Caratini, 1971 ; Botineau, 2010 ; Dupont et Guignard, 2012)

Classification Artemisia Campesrtis L.
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous- classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Artemisia
Espéce Artemisia campestris L.

11.2.3. Propriétés thérapeutiques

Artemisia campestris L. est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs maladies: En usage local Artemisia campestris L. est
utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulceres et les douleurs menstruelles (Dob et al,
2005). Elle est également utilisée dans le traitement de diabete (Sefi et al, 2010).

La partie aérienne est utilisee dans le traitement de brdlures, diarrhée, les morsures de
serpents, les piqlres de scorpions, 1’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme,
elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fiévre et la toux (Ben Sassi et
al, 2007).

Selon Saoudi et al. (2010) la consommation journaliere d'une décoction préparée a partir
des tiges et feuilles d'Artemisia campestris L. permet de réduire les symptdmes digestifs.

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris L. possede de
nombreuses propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :

e La partie aérienne d’Artemisia campestris L. possede des activités antioxydantes
significatives. En effet cette plante est riche en composés doués d’activité antioxydante

tels que: les flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces différents constituants exercent
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ses actions antioxydantes en inhibant la production de 1’anion superoxyde, 1’hydroxyle,
comme ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

Dans une étude faite par Akrout et al. (2011) ont étudié I’activité antioxydante de
trois extraits de la partie aérienne d' Artemisia campestris L. (huile essentielle, extrait
aqueux, extrait éthanolique 50%) en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de
DPPH, la technique de décoloration du [-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-
3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), ils ont trouvé que I’huile d’ Artemisia campestris L.
possede une faible activité antioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent
une activité antioxydante importante en comparaison a celle de 1’huile essentielle.

e Artemisia campestris L. est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaire. Naili et al. (2010) ont testé
’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia campestris L., ils
ont trouvé que I’activité de cet extrait a été plus efficace contre les bactéries gram  positif
(Staphylococcus aureus) que bactéries gram négatif (Escherichia coli).

Ben Sassi et al. (2007) ont étudié 1’activité antibactérienne de quatre extraits organiques
(méthanol, acétate éthyle, acétone, chloroforme) de 23 plantes médicinales dont Artemisia
campestris L. contre 14 bactéries gram positif et gram négatif. Les résultats ont montré que
I’extrait acétonique est le seul qui montre une action inhibitrice contre trois types de bactéries:
S. epidermidis, et S. saprophiticus, S. aureus.

e En outre Artemisia campestris L. posséde des propriétés antifongiques, Kyeong et
ses collaborateurs (2007) ont étudié 1’effet antifongique de I’extrait aqueux des racines
d’Artemisia campestris L. sur des champignons de mycorhize, les résultats obtenus montrent
que ’extrait aqueux possede un potentiel antifongique.

e Une étude récente a été réalisée par Pavela (2009), ou I’extrait méthanolique
de la partie aérienne d’ Artemisia campestris L. a été testé pour son activité répulsive
contre les femelles adultes d’une espéce de moustique Culex quinquefasciatus, cet extrait a
montré un degré de répulsion tres intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs
maladies comme la malaria.

e Les plantes du genre Artemisia possédent des propriétés allélopathiques par inhibition
de la croissance et la germination de certaines plantes de I’entourage, ces propriétés
sont dues probablement a la présence d’acide phénolique, et d’autres composants polaires

(Kyeong et al, 2007).
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11.2.4. Composition chimique

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partic aérienne d” Artemisia campestris
L. est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les
tanins, les huiles essentielles (Joao et al, 1998 ; Juteau et al, 2002).

Quelques études (Akrout et al, 2001 ; Juteau et al, 2002) ont rapporté la composition des
huiles essentielles d’Artemisia campestris L., aprés une analyse par la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS), Juteau et al. (2002) ont indiqué
que les composés les plus abondants dans une espéce de Camargue (Marseille, France) sont
: y-terpinene, capilléne, 1-phenyl-2,4-pentadiyne, spathulenol, methyleugenol, p-cyméne et -
pinéne.

D’aprés Akrout et al. (2001) les constituants les plus abondants d'une espéce de
Tunisie sont : B-pinéne (24,2 & 27,9%), p-cymene (17.4 a 22.3%) et a-pinéne (4.1 a
11.0%), ces constituants représentent plus de 45 % de ’huile totale.

Djeridane et al. (2007) ont déterminés par des méthodes spectrophotométriques dans la
partic aérienne d’Artemesia campestris la présence des composés phénoliques, les
flavonoides et les dérivés hydroxycinnamiques.

Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris L. sont: flavone (apéginie),
flavonol (kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-
méthyle) (Valant et al, 2003).

Les feuilles d’Artemisia campestris L. contiennent aussi des alcaloides et des saponines.
(Naili et al, 2010).

11.3. Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

Apiaceae (Ombelliféres) est une famille trés homogéne, d’environ de 300 genres et
plus de 3000 espéces, cosmopolite, elle est présente dans plusieurs habitat, principalement
dans les régions tempérées et les régions tropicales du monde. Cette famille est

représentée en Algérie par 55 genres et 130 espéces (Abu Zarga et al, 2013).

11.3.1. Description botanique

Une petite plante annuelle, 10-12 cm. élevé, glabre, a tiges dressées, finement striées,
rameuse. Les feuilles sont vertes trés divisées en laniéres fines, un peu charnues; ombelles a
2-4 rayons. Les fleurs sont de petite taille, avec 5 pétales libres, se transforme en un fruit trés
velus, oblong et comprimés de 8- 9 mm de long pour environ 4 de large. Les cotes latérales

sont légérement ailées, les bandelettes sont grossieres. lls sont surtout densément couverts de
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longs poils soyeux, plante a trés forte odeur d’anis. Environ; Il fleurit habituellement au début
du printemps (Février a Avril) (Ozenda, 2004 ; IUCN, 2005).

Le cumin velu est une plante endémique de I'Afrique du Nord (principalement Sahara), y
compris les Tles Canaries. Sa présence est également mentionnée a Nigeria, la Mauritanie et
dans la Haute Vallée du Nil. Il se développe particulierement dans les régions désertiques,

souvent au pied d'une colline ou d'une dune (IUCN, 2005 ; Seidemann, 2005).

e Nom francais : Cumin velu, Cumin du Sahara.

e Nom vernaculaire (Algérie) : Kamman es-sofi, El massoufa (Bechar), Oum draiga,
Kamoune l'ibel.

e Nom vernaculaire (Targui) : Akaman.

e Nom vernaculaire (Maroc) : Kemmoun sofi, Kemmount bousofa.

Photo 03. Ammodaucus leucotrichus Coss. & Duir.

Ubniversité e Meascara 28


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DAmmodaucus%2Bleucotrichus%2BCoss%2BDur%26biw%3D1440%26bih%3D798&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Canary_Islands&usg=ALkJrhjQUkc-4EyW-fRANoxsmAHgpciJbQ

Ghapitre W (cGéndralités sur les plantes Sudices) Rartic SBibliographique

11.3.2. Systéematique
Tableau 04. Classification botanique d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. dans la
systématique (Ozenda, 2004 ; Spichiger et al, 2004 ; Botineau, 2010 ; Dupont et
Guignard, 2012)

Classification Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.
Régne Plantae
Sous-régne Angiosperms
Division Eudicots
Classe Asterids
Sous- classe Asterales
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Ammodaucus Coss. & Dur.
Espéce Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

11.3.3. Propriétés thérapeutiques

Au Maroc et en Algérie (en particulier dans le sud algérien : Bechar, Djanet, El Golea), les
fruits et les graines, en décoction ou en poudre, sont utilisés dans le traitement de plusieurs
maladies : indigestion, anorexie, allergies, les morsures de serpent, les pigQres de scorpion,
infections des blessures, palpitation, refroidissements, troubles de la glande thyroide, toux,
diarrhée, fievre, vomissement et comme condiment (Ould el hadj et al, 2003 ; IUCN, 2005 ;
Seidemann, 2005 ; Volpato et al, 2012 ; Abu Zarga et al, 2013). Dans le Tassili, en
particulier la région de Djanet, elles sont utilisées beaucoup plus sous forme de poudre pour
traiter les mémes symptémes mentionnés ci-dessus, aussi sont mélangées avec du lait ou de
miel afin de récupérer I'appetit (IUCN, 2005). Lahsissene et al. (2009) ont rapporté que les
fruits, en infusion, sont tres employés dans diverses maladies infantiles de 1’appareil digestif :
nausées, dysenteries et vomissements.

Les feuilles sont également utilisées contre les infections des voies respiratoires, dans la
région de Djanet, sont employées pour aromatiser le thé, en poudre, sont aussi utilisées
comme condiment (IUCN, 2005). Au Maroc, les fleurs sont utilisées pour le traitement des

maladies cardiaques (Abu Zarga et al, 2013).
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Beghalia et al. (2009) ont testé 1’effet de I'extrait aqueux d’Ammodaucus leucotrichus
Coss. & Dur. sur la cristallisation de I'oxalate de calcium in vitro. Les résultats ont montré
que l'extrait aqueux de cette plante peut étre utilisé en complément pour prévenir la formation
de calculs urinaires (lithiase urinaire ou calculs rénaux) et pour soigner cette affection.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. a
été testée par Abu Zarga et al. (2013) contre huit bactéries, ils ont trouvé que I'huile pure
était le plus actif contre Micrococcus luteus, tandis que modérément active contre Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis. En outre, elle
était inactive contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi.

De méme, l'activité anti tumoral de cette essence a éte testée contre les lignées cellulaires

de cancer MCF7 et T47D et les résultats n'ont montré aucune activité.

11.3.4. Composition chimique

L'étude phytochimique et la composition des huiles essentielles de 1’espéce Ammodaucus
leucotrichus Coss. & Dur. a fait ’objet de trés peu de travaux.

Muckensturm et al. (1997) ont rapporté I'isolement et la caractérisation de
I’ammolactone-A, une nouvelle lactone de guaianolide de I'extrait éthéré des graines
d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. obtenues a partir des marchés locaux du Maroc. En
plus de cette molécule, I'extrait se caractérise par la dominance de (+)-limonene et (+)-
perillaldehyde, avec la présence d’un nouveau monoterpene ((+)-3-hydroxyperillaldehyde
(4)), (-)-methyl-perillate, (+)-borneol angelate et (+)-y-deca-lactone.

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par couplage
chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (CPG/SM) des huiles
essentielles de deux espéces endémiques (Ammodaucus leucotrichus subsp. Leucotrichus et
Ammodaucus leucotrichus subsp. Nanocarpus), la premiére du Nord Afrique et la deuxieme
des Tles Canaries d’Espagne, a revélé que les constituants principaux de subsp. Nanocarpus :
B pinene (33.6%), bornyl angelate (21.8%) et le camphor (11.7%), tandis que subsp.
leucotrichus, est dominée par le perillaldehyde (63.6%) et limonene (26.8%) (Velasco-
Negueruela et al, 2006).

Une récente étude réalisée par Abu Zarga et al. (2013), montre que 1’analyse chimique de
I’huile essentielle hydro-distillée, d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. récolté dans la
région Guerrara (Ghardaia), a révélé que cette essence est formée en majorité par les
monoterpenes oxygenés (87,32%) avec une prédominance de perilla aldehyde (84.43 %).

Alors que I’huile obtenue par la méthode d'extraction SPME (Solid Phase Micro-Extraction)
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est composée principalement de monoterpénes hydrocarboneés (87,40%) dont le terpinoléne

est le constituant principal de la fraction (69,21%).

11.4. Anethum graveolens L.

Le genre Anethum L. de la famille des Apiaceae (ou Ombelliféres), sous-famille des
Apioideae, tribu des Apieae ne compte qu'une seule espéce largement répandue dans le
monde : I'aneth odorant (Anethum graveolens L).

Origine du nom : Aneth vient du grec « anéthon » (comme pour Anis), lui-méme emprunté
a I'égyptien ancien, et graveolens vient du latin « gravis » (lourd, fort) et « olens » (sentant),
ce qui regroupé donne a odeur forte (Lamendin, 2007).

I'Aneth est connue depuis des milliers d'années, elle est cultivée principalement en Inde et
Pakistan comme plante condimentaire pour ses feuilles et ses graines tres aromatiques, tandis
que les principaux producteurs de I'huile essentielle de I'aneth sont : Etats-Unis, Canada, la
Hongrie et la Bulgarie (Orhan et al, 2013). Elle se rapproche du fenouil par son odeur et ses
propriétés, d'ou ses noms de fenouil batard ou faux anis. Le nectar de ses fleurs est tres

apprécié des abeilles (Polese, 2006).

11.4.1. Description botanique

C'est une plante annuelle a tiges dressées, striées, de 30-80 cm avec un étalement d'une
trentaine de centimetres, rameuses dans le haut.

Les feuilles sont trés divisées, fines, filiformes, a laniéres étroites, ombelles a 12-30 rayons
inégaux, sans involucre ni involucelle. La floraison produit des ombelles terminales a fleurs
jaune verdatre parfumées. Chaque fleur a 5 pétales jaunes et 5 étamines. Les graines sont
petites (2,5 mm), ovales, aplaties a cétes proéminentes, de couleur brune, se scindent en deux
au sechage, et sont matures en aolt-septembre. Plante glabre a odeur de fenouil, espéce
méditerranéenne présente au Sahara septentrional, assez rare au Sahara central, originaire
aussi du Moyen-Orient et d’Asie centrale, elle a été acclimatée dans le sud de I’Europe, mais

on le trouve maintenant un peu partout. (Ozenda, 2004 ; Polese, 2006, Attokaran, 2011).

e Nom francais : L'aneth, fenouil batard, faux anis, fenouil puant.

¢ Nom vernaculaire (Algeérie) : El bessbesse béri
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Photo 04. Anethum graveolens L.

11.4.2. Systématique

Tableau 05. Classification botanique d’Anethum graveolens L. dans la systématique
(Ozenda, 2004 ; Spichiger et al, 2004 ; Botineau, 2010 ; Dupont et Guignard, 2012)

Classification Anethum graveolens L.
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Anethum
Espéce Anethum graveolens L.

11.4.3. Propriétés thérapeutiques

On retrouve mention de l'aneth, en utilisation médicinale, dans un papyrus égyptien vieux
de 3000 ans. Le médecin grec Discoride en faisait un tel usage que I'on surnommait I'aneth "
la plante a Discoride ". Les Romains machaient les graines de I'aneth pour rafraichir I'naleine
et faciliter la digestion. Les médecins chinois l'utilisent depuis au moins 1000 ans pour les
problemes d'estomac. Méme dans une traduction des passages et chapitres consacrés a

1I’odontostomatologie, de la grande chirurgie, ouvrage composé par Guy de Chauliac en 1363,
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il est signalé I’emploi de I’aneth contre la douleur de dent (Lamendin, 2007 ; Orhan et al,
2013).

Elle a été largement utilisée en cuisine et pour préserver la fraicheur des aliments. Les
feuilles d'aneth fraiches ou séchées, sont employées pour aromatiser différentes préparations
culinaires, elles donnent du «sel » aux salades, aux soupes ainsi qu'aux poissons et aux
moutons. Les fleurs aromatisent les plats de concombres ou de carottes et décorent les
veloutés. Les graines sont utilisées entiéres ou pilées pour épicer les poissons grillés ou
fumeés, les marinades, les grillades et les sauces (Polese, 2006 ; Orhan et al, 2013).

L'aneth est reconnu depuis trés longtemps pour ses vertus digestives et carminatives (qui
favorisent I'expulsion des gaz). Cette plante favorise la relaxation du muscle lisse du tube
digestif et agit comme agent anti-moussant, en prévenant la formation de bulle de gaz
intestinaux (Polese, 2006 ; Mansouri et al, 2012).

Sa concentration élevée en carvone et myristicine rend l'aneth efficace pour soulager les
spasmes intestinaux et les coliques. Elle convient mieux aux enfants que I'anis ou le fenouil
comme calmante et préparant au sommeil (Polese, 2006 ; Mansouri et al, 2012 ; Orhan et
al, 2013).

Son huile essentielle s'oppose a la croissance de certains germes tels que les lactobacilles,
le colibacille Escherichia coli. Elle peut donc prévenir certaines diarrhées infectieuses. Elle
protégerait également d'infections des voies urinaires provoquées par E.coli.

On recommandait également l'aneth pour favoriser la montée de lait et la lactation
(galactagogue), mais cette propriété n'a pas €té clairement démontrée (Monsefi et al, 2006 ;
Mansouri et al, 2012).

Ses propriétés sont aussi apéritive, diurétique, sedative, anti-inflammatoire,
antihyperlipidémique  (Polese, 2006 ; Mansouri et al, 2012), antidiabetique,
antihypercholesteromique (Orhan et al, 2013), contre la douleur de dent (Lamendin, 2007)
et favorise la menstruation chez la femme (Monsefi et al, 2006).

e Utilisé en infusion, lI'aneth constitue un stimulant du systéme digestif.

e Ses graines, en infusion, permettent d'arréter le hoquet, toux des enfants.

e Autres indications : dyspepsie, vomissements d'origine nerveuse, flatulences,
insuffisance hépatobiliaire, météorisme abdominal, borborygme (Small, 2006 ;
Mansouri et al, 2012).

Dans une étude récente faite par Orhan et al. (2013) I’activité anti-enzymatique de
certaines extraits d’Anethum graveolens L. a été testee, les résultats obtenus ont montré que

I’extrait hexanique et dichlorométhanique a 200pg/mL possédent une activité inhibitrice
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contre le butyrylcholinesterase de (46.58 + 4.77%) et (47.92 £ 5.52%) respectivement, tandis
que [I’effet inhibiteur puissant de [I'huile essentielle de cette plante contre
I’acetylcholinesterase et butyrylcholinesterase avait déja été prouvé par le méme auteur
(Orhan et al, 2008).

Isbilira et Sagiroglua (2011) ont étudié P’activité antioxydante de trois extraits (eau,
éthanol, acétone) des feuilles de I'aneth par plusieurs méthodes, les résultats obtenus ont
montré que I’extrait aqueux posséde 1’activité antioxydante la plus puissante : 79,66% (a 1
mg/ml) dans le DPPH, 63% (a 800 pg/ml) dans I'effet de chélation des métaux, 60% (a 400
pg/ml) dans la réduction de H,O, et 0,61 d’absorbance (a 1 mg/ml) dans le pouvoir réducteur.
Signalons a ce passage, Orhan et al. (2013) ont trouvé que I’extrait éthanolique a 2000 pg/ml
possede Il'activité de piégeage des radicaux contre I'oxyde nitriqgue (NO) la plus importante
(78.49 + 1.86%).

D’une autre part, Singh et al. (2006) indique que I'extrait acétonique de l'aneth est
équivalent a I’extrait aqueux dans ses propriétés antioxydantes, Al-Ismail et Aburjai (2004)
rapportent que les extraits aqueux et méthanolique, in vitro, ont une efficacité équivalente a la
peroxydation lipidique.

Monsefi et al. (2011) attestent que I'extrait éthanolique et aqueux des graines d’Anethum
graveolens L. jusqu'aux doses tolérables les plus élevées (450mg/kg, 5g/kg) respectivement,
ont montré des effets anti-fertilité chez les rats méles.

L’activité antibactérienne et antifongique de l'aneth a été étudiée par certains travaux.
Singh et al. (2006) attestent que I'extrait acétonique possede un effet trés important contre
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus en comparaison avec un bactéricide commercial,
alors que I'huile essentielle de cette plante peut étre considérée comme une source
antimicrobien naturel, car elle a montré une meilleure activité contre Pseudomonas
aeruginosa et pour les champignons, est avérée trés efficace contre le Penicillium citrinum et
Aspergillus niger, elle a completement inhibée la croissance de Fusarium graminearum a une
dose de 6 pl.

Yili et al. (2009) indiquent que I’huile essenticlle des graines d'aneth d'ouzbékistan a
inhibée la croissance de Staphylococcus aureus et Candida albicans avec une concentration
minimale inhibitrice (CMI) de 0.273 et 0.00273 mg/ml respectivement.

Dans une étude recente faite par Roomiani et al. (2013), I’activité antibactérienne de
I’essence d'aneth a été testée contre Streptococcus iniae 1’agent pathogéne zoonotique de
poisson d'élevage, les résultats ont montré une zone d'inhibition de 32 mm par la méthode de
diffusion sur disque et une CMI de 7,8 pg/ml.
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Gurinder et Arora (2009) ont testé I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux et
acétonique des graines d’Anethum graveolens L. lIs ont trouvé que les deux extraits possedent
une bonne activité contre toutes les bactéries (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri) sauf les
Klebsiella pneumoniae et une souche de Pseudomonas aeruginosa. La CMI variait de 20 a 80
mg/ml pour I’extrait aqueux et de 5 a 15 mg/ml pour I’extrait acétonique.

L’activité antifongique d’huile essentielle des grains d’Anethum graveolens L. a été testée
in vitro et in vivo par Tian et al. (2011), les résultats ont montré que la CMI a été 2 pl/ml pour
les quatre champignons testés (dspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger et
Alternaria alternata), cette concentration représente également la dose qui inhibe la
production de biomasse dans un milieu liquide de toute les souches fongique testées.
L’observation microscopique d’Aspergillus niger avec microscope électronique a balayage
apres traitement par huile (1 pl/ml) a révélé des modifications dégénératives dans les tétes des
conidies et la morphologie des hyphes, diminution dans les diametres des hyphes, des
agrégats hyphes échaudés et un gonflement de la paroi fongique. La plus efficace
concentration pour réduire le taux de tomates cerises pourries contre tous les champignons a
été de 120 ul/ml avec des pourcentages de réduction : 88,9%, 88,9%, 94,4% et 83,3% pour A.
flavus, A. oryzae, A. Niger et A. alternata respectivement.

Pour bien élucider le mécanisme d'action anti-fongique de cette essence, I'effet sur la
membrane plasmique et les mitochondries d'Aspergillus flavus a été étudiée. La lésion de la
membrane plasmique est déterminée par la cytométrie en flux et vérifiée par I'inhibition de la
synthése de l'ergostérol. Les résultats ont montré que I'huile essentielle a provoqué : des
changements morphologiques dans les cellules d’A. flavus, une diminution de la quantité
d'ergostérol, une élévation dans le potentiel de la membrane mitochondriale (MMP), une
diminution dans les activités d’ATPase et déshydrogénase mitochondriales et par conséquent

une accumulation d'especes reactives de I'oxygene (ROS) (Tian et al, 2012).

11.4.4. Composition chimique

L'étude phytochimique de I'extrait méthanolique des fruits d’Anethum graveolens L. faite
par Ishikawa et al. (2002) a pu isoler et caractériser 33 composes, y compris un nouveau
monoterpénoide, six nouveaux glycosides monoterpéniques, un nouveau composé aromatique

glucosidique et un nouveau glucoside alkylique.
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Cependant, le criblage phytochimique des graines d’Anethum graveolens L. réalisé par
Gurinder et Daljit (2009) a montré la présence de 2,80% alcaloides, 11,05% flavonoides,
19,71 tanins et 0,55% saponines.

Selon Small (2006), I’huile essentielle de I'aneth se compose au moins de 10 composés
aromatiques différents, le carvone, limonene et a-phellandrene constituent approximativement
90% de tous les composés. La teneur en cavrone des graines peut atteindre 60%, par contre
une huile qui contient moins de 20% de cavrone se ressemble a I'aréme vrai de I'herbe d'aneth.

De méme, Attokaran (2011) indique que le constituant majoritaire de 1’essence des
graines d'aneth c’est le carvone avec un taux de 30 a 60%. Les autres principaux constituants
sont a-phellandrene, 3,9-epoxy-p-menth-1-ene, myrcene, p-cymene et limonene.

En effet, I’analyse chimique de I’huile essentielle des graines d’Anethum graveolens L. a
fait ’objet de nombreux travaux.

L’analyse chromatographique (CG-MS) de [I’essence d’Anethum graveolens L.
d'Ouzbékistan a permis d’identifier 22 composés dont, les principaux constituants sont le
carvone (73.61%), limonene (14.69%), cis-dihydrocarvone (5.87%), diplaniol (2.16%) et
1,2-diethoxyethane (1.43%) totalisant environ 99.2% (Yili et al, 2009).

L’huile essentielle d'aneth de la Roumanie est sensiblement analogue a celle d'Ouzbékistan
constituée majoritairement par le carvone (75.21%), suivi du limonene (21.56%) et le trans-
dihydrocarvone (3.02%) (Radulescu et al, 2010).

L’huile essentielle d’Anethum graveolens L. de I'lran est dominée par le D-carvone mais
avec seulement (36.09%) suivi du limonene (19.89%), dill apiole (16.83%), E-dihydrocarvone
(7.36%) et Z-dihydrocarvone (6.59%) (Roomiani et al, 2013).

Cependant, I’huile essentielle d’Islande est caractérisée par sa richesse en a-phellandrene
(56.5%) suivi par dill ether (20.8%), limonene (10.9%) et p-cymene (3.8%) totalisant 92 %
contre 36 composés, alors que celle de 1I’Inde est plus riche en limonene (42.67%), carvone
(22.50%) et dillapiole (15.92%) contre 21 composés (Attokaran, 2011).

La composition chimique de I’huile essentielle des graines d'aneth de la chine est
complétement différente, elle est composée principalement par le n-pentacosane (27.96%),
dioctylester de 1,2-phenyldicarboxylic acid (25.10%), suivi du octacosane (13.81%), tricosane
(9.14%) et n-nonacosane (6.85%) (Yili et al, 2006).
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I11. Moisissures et mycotoxines
I11.1. Les moisissures
I11.1.1. Caractéres généraux et classification

Les champignons ou Fungi sont des organismes eucaryotes dépourvus de chlorophylle les
qualifiant d’organismes hétérotrophes. Une source de carbone organique est donc
nécessaire a leur développement. Dans 1’arbre du vivant, ils constituent un groupe a part au
sein des eucaryotes. Classiquement, les champignons étaient regroupés dans un regne distinct,
celui des eumycétes (figure 06) ou cinquieme régne (Kendrick 2001). Les
classifications les plus récentes font apparaitre les champignons dans le régne unique
des eucaryotes et plus précisément dans le groupe des Opisthokonta (Adl et al, 2005 ;
Simpson et Roger 2002, 2004). A I’instar des autres organismes vivants, les champignons
sont subdivisés en classes, en ordres, en familles, puis en genres et especes. Ces deux
derniers termes étant utilisés pour les désigner. La classification des champignons est d’abord
basée sur un mode de reproduction sexuée ou phase téléomorphe. Ce critere définit quatre
des cing groupes principaux : les chytridiomycetes, les zygomyceétes, les
basidiomycétes et les ascomycetes. Certaines moisissures sont le plus souvent ou
exclusivement rencontrées a un stade de multiplication asexuée, dit anamorphe. Ces
organismes sont alors classés d’aprés le mode de production des spores asexuées ou
conidies. Ces espéces sont classées dans le cinquiéme ordre, les Deutéromycétes ou
Fungi imperfecti. Dans le présent travail nous ne parlerons que des champignons filamenteux

microscopiques.

— Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

— Ascomycota

——— Basidiomycota

Fig 06. Les grands groupes des eumycetes (Johnson et al, 2011)

Les moisissures sont des organismes pluricellulaires dont 1’appareil végétatif, le thalle,
est form¢ de longs filaments ramifiés et souvent cloisonnés que [’on appelle des

hyphes. Lorsque la croissance est suffisamment avancée, 1’ensemble des hyphes

Ubniversité e Meascara 37


http://www.google.fr/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Georges+B.+Johnson%22

Ghapitre W (CMGisissures ot mpcotozines) Roartic SBibliograhique

constitue un mycélium visible a I’ceil nu qui se présente comme une sorte de feutrage a
la surface colonisée (Nicklin et al, 2000). Elles ne peuvent se développer que sur des
substrats organiques. La structure filamenteuse du thalle les rend particulierement aptes a

coloniser des substrats solides (Multon, 1982).

111.1.2. Cycle de vie des moisissures

Les moisissures se propagent sur différents substrats, par I’intermédiaire de spores
qui sont des corpuscules de 2 a 250 pm de diamétre. Les spores sont disséminées
principalement par 1’air ambiant ou par le contact de ’homme ou les animaux. Lorsqu’elles se
déposent sur un substrat organique, elles germent si les conditions d’humidité et de
température y sont favorables (Chabasse et al, 1999). La spore germera alors et donnera
naissance a un premier filament non différencié, appelé hyphe, qui s’allongera pour former un
ensemble appelé mycélium. Cet ensemble de filaments, plus ou moins ramifiés, constitue le
thalle des champignons. En présence de conditions favorables a la sporulation, le mycélium
donnera naissance a des structures plus spécialisées, qui produiront des spores asexuées
(conidies) ou, plus rarement, des spores sexuées (Kendrick, 1999).

Donc, le cycle de vie des champignons comprend deux types de reproduction :

» une reproduction asexuée, au cours de laquelle une spore ou un fragment de
mycélium croit et se développe sur un substrat. Le mycélium émet des
conidiophores a I’extrémité desquels des conidies sont émises puis disséminées. Chez
les moisissures, plusieurs types de spores de reproduction végétative peuvent
étre produites : arthrospores (issues de la septation de la paroi cellulaire),
sporangiospores ( formées dans un sporange a Dextrémité d’un hyphe),
conidiospores (produites a la périphérie des hyphes), blastospores (formées par un
bourgeonnement de surface d’une cellule végétative) (Branger et al, 2007).

» la reproduction sexuée, implique la rencontre de deux mycéliums de signes sexuels
opposés. Un mycélium a n chromosomes va rencontrer un autre mycélium a
polarité complémentaire pour donner lieu a la fusion des cytoplasmes, ce qui
engendre un nouveau mycélium a 2n chromosomes. Les cycles de vie different d’un

champignon a un autre selon leur type de spores.

Les spores pénétrent dans par voie chimique (production d’enzymes, de toxines) ou par

voie mécanique en exercant une pression sur le substrat (Chabasse et al, 1999).
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111.1.3. Identification des champignons

Cette identification a pendant longtemps ¢été exclusivement basée sur I’observation
des caracteéres culturaux et morphologiques de [’espéce. Les progrés récents de la
biologie moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a [’identification.
Toutefois, la complexité du reégne fongique fait, qu’a I’heure actuelle, ces outils ne
peuvent pas encore remplacer complétement 1’examen morphologique, qui reste la base
de I’identification (Tabuc, 2007).

Les critéres macroscopiques reposent sur I’observation des colonies et de leur couleur recto
et verso, leur taille, leur relief, leur aspect (filamenteux, collant), leur transparence (opaque,
translucide), I’allure des contours et la pigmentation. Les critéres microscopiques sont fondés
sur I’aspect morphologique des différentes structures des champignons : le type de thalle
(septé ou non), la couleur des hyphes (foncées ou claires), la forme des spores, 1’origine des
spores (endogéne ou exogene), la forme des tétes (en forme de pinceau, aspergillaire).

Outre des criteres morphologiques, il existe maintenant des critéres moléculaires qui
permettent une identification précise des espéces. Les loci les plus souvent testés sont
les ADN codant pour les differentes fractions des ARN ribosomaux.

Les méthodes les plus intéressantes sont basées sur [’amplification par PCR
(polymerase chain reaction). Cette méthode est aussi utilisée pour différencier et identifier les
moisissures responsables de [’altération des aliments, principalement les especes de

Penicillium (Boysen et al, 2000 ; Hageskal et al, 2006).

111.1.4. Habitat naturel des moisissures toxinogénes

Plus de 200 espéces constituent le genre Aspergillus. Particulierement communes en région
tropicale, certaines especes sont cependant cosmopolites, tres fréquentes dans le sol,
sur débris organiques en décomposition, dans le compost, dans les entrepbts a grains,
dans les épices... Les spores d’Aspergillus sont plus abondantes dans les espaces clos qu’a
I’air libre. Elles sont souvent associées aux poussieres ¢émises lors des travaux de
construction, excavation et rénovation de batiments. Ce sont des spores qui sédimentent
rapidement, mais s’accumulent sur les surfaces et dans les poussieres.

Moisissure cosmopolite, Fusarium s’isole du sol, de I’eau, de I’air et de nombreux
végétaux qu’il parasite le plus souvent, entrainant des pertes sévéres dans les cultures.

De tous les champignons, c’est probablement Penicillium le plus ubiquiste. En effet,
il comporte plus de 200 especes qui se rencontrent partout de I’équateur aux podles : dans le

sol, sur des débris organiques, dans le compost, sur les fruits et légumes. Les especes
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de Penicillium sont des contaminants fréquents de I’air, tant dans les logements qu’a
I’extérieur. Leurs spores s’isolent toute 1’année. De nombreuses espéces sont susceptibles de
se rencontrer dans 1’habitat humide (Jard, 2009).

Pathogéne de vegétaux, Alternaria est cosmopolite et se comporte surtout comme un
parasite de faiblesse et se développe sur des plantes sénescentes, sur des débris organiques

divers, sur le sol, sur des produits alimentaires, sur le papier...

I11.2. Les mycotoxines

Nous avons énoncé au paragraphe précédent la définition des moisissures, leurs
caractéristiques, identifications et leurs habitat naturel. Il arrive parfois que ces moisissures
produisent des métabolites secondaires dont certains, les mycotoxines, faisant partie des
contaminants alimentaires les plus significatifs en termes d’impact sur la santé publique, la
sécurité alimentaire et 1’économie de nombreux pays. Elles sont produites sur une large
variété de denrées alimentaires avant, pendant et apres récolte.

Les principales denrées alimentaires contaminées par ces mycotoxines sont les céréales
(blé, orge, mais, riz, seigle, avoine, orge), les oléagineux (arachide, soja, tournesol), les fruits
(agrumes, bananes, pommes, raisins), les fruits secs, le café, le cacao, les épices, les haricots
et les petits pois. Les mycotoxines peuvent étre également présentes dans la biere et
le vin produits a partir de céréales ou de raisins contaminés. Elles peuvent aussi entrer
dans la chaine alimentaire humaine par consommation de produits carnés, les ceufs, le

lait et le fromage (Turner et al, 2009).

111.2.1. Définition et caractéristiques des mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie champignon et du latin
«toxicum» qui signifie poison. Il désigne des métabolites secondaires sécrétés par des
moisissures appartenant principalement aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium,
Claviceps et Alternaria naturellement présentes dans I'air ambiant, le sol et sur les cultures
(Yiannikouris et Jouany, 2002 ; El khoury, 2007).

Le métabolisme secondaire est trés diversifié, d'ou la multitude de métabolites
secondaires. Il existe environ 300 a 400 mycotoxines (Elidemir et al, 1999).

Elles sont des métabolites de faible poids moléculaire, généralement inférieur a 500
g/mol qui ont, pour la plupart, une structure hétérocyclique. D’aprés leur structure
chimique, les mycotoxines sont considérées comme stables et en particulier thermostables
(Bullerman et Bianchini, 2007).
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Une méme espece fongique peut produire plusieurs sortes de mycotoxines selon les
conditions de culture et une méme mycotoxine peut étre produite par plusieurs especes
fongiques différentes.

Les mycotoxines ne constituent pas une classe chimique, mais peuvent se classer selon leur
voie de biosynthése en trois grands groupes, d’aprés Pfohl-Leszkowicz (1999) :

a) Les composés dérivés des acides aminés (peptides): alcaloides de I'ergot, acide
aspergillique, acide cyclopiazonique, slaframine, gliotoxine, roquefortine, sporodesmine.

b) Les composes dérivés des polycétoacides (polyacétates): aflatoxines, ochratoxine,
patuline, citrinine, acide pénicillique, stérigmatocystine, zéaralénone.

c) Les composés dérivés des terpénes : diacétoxyscirpénol, fusarénone, désoxynivalénol,

roridines, toxine T-2, verrucarine ou des dérivés d’acides gras fumonisines, alternariol.

111.2.2. Les différents types de mycotoxines

Plusieurs mycotoxines ont été identifiées mais heureusement, seules une vingtaine de
familles posent des problemes en alimentation humaine et animale et seules six familles
sont fréquemment rencontrés en agro-alimentaire : les aflatoxines, les ochratoxines, les

fumonisines, les trichotécenes, la zéaralénone et la patuline (Hadjeba, 2012).

» Les trichothécénes

Les trichothécénes constituent un groupe de métabolites secondaires produits par de
nombreuses espéces du genre Fusarium, en particulier F. graminearum, F. culmorum, F. poae
et F. sporotrichioides. Plus de 160 trichothécénes ont été identifiés, notamment le
déoxynivalénol (DON), le nivalénol (NIV), la toxine T-2, la toxine HT-2, le
diacétoxyscirpénol (DAS) et la fusarénone X (FX). Le trichothécene le plus fréquemment
retrouvé est le DON (AFSSA, 2006).

» Les fumonisines

Elles forment une famille d’environ 15 molécules dont les fumonisines B1, B2, B3, B4
sont les plus importantes (Jard, 2009). Les fumonisines constituent un groupe de
mycotoxines structurellement reliées, solubles dans I’eau, il s’agit de chaines d’hydroxyles
de carbone a la différence des aflatoxines ou des ochratoxines. Cette famille de mycotoxines
est principalement produite par Fusarium verticillioides (anciennement F. moniliforme) et F.
proliferatum (Gelderblom et al, 1988 ; Boudih, 2011).
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» La zéaralénone

La ZEA est une lactone de I’acide résorcyclique, 1'une des propriétés qui inquiete le plus
est son effet oestrogénique. Elle est produite par Fusarium graminearum, F. culmorum, F.
crookwellense, F. equiseti et F. oxysporum. qui sont des contaminants fréquents des aliments
(AFSSA, 2009 ; Jard, 2009).

» La patuline
Elle est produite par Penicillium expansum et dans une moindre mesure par Aspergillus
clavatus et Byssochlamys nivea. Le P. expansum produit la patuline entre 0 et 30°C

contrairement a la plupart des champignons microscopiques (AFSSA, 2009 ; Boudih, 2011).

Tableau 06. Mycotoxines et moisissures productrices associées (AFSSA, 2009).

Mycotoxine Principales moisissures productrices

Aflatoxines B1, B2, G1 et G2 Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius

Penicillium verrucosum, P. nordicum, A. ochraceus, A.
carbonarius, A. niger
Penicillium expansum, Aspergillus clavatus,
Byssochlamys nivea

Ochratoxines A
Patuline

FB1, FB2, FB3 Fusarium verticillioides, F. proliferatum

Fusarium graminearum, F. culmorum, F.
crookwellense, F. sporotrichiodes, F. poae, F.
tricinctum, F. acuminatum

Trichothécénes (DON, toxines T-
2, HT-2)

ZEA F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense

Alcaloides de I’ergot Claviceps purpurea, C. paspali, C. Africana

Aspergillus terreus, A. carneus, A. niveus,

Citrinine o Y
Penicillium verrucosum, P. citrinium, P. expansum

Toxines d’Alternaria (alternariol,

alternariol méthyl éther...)

Acide cyclopiazonique
Stérigmatocystine
Sporidesmines

Stachybotryotoxines

Toxines d’endophytes
(ergovaline, lolitreme B)

Phomopsines

Toxines tremorgenes

Alternaria alternata, Al. solani

A. flavus, A. versicolor, A. tamarii, P. camemberti
Aspergillus nidulans, A. versicolor, A. flavus
Pithomyces chartarum

Stachybotrys chartarum
Neotyphodium coenophialum

Phomopsis leptostromiformis

Penicillium roquefortii, P. crustosum, P. puberrelum,
Aspergillus clavatus, A. fumigatus
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111.2.2.1. les mycotoxines ciblés dans cette étude
111.2.2.1.1. Les aflatoxines

111.2.2.1.1.1. Définition et structure chimique

Elles sont produites par A. flavus et A. parasiticus, champignons particulierement favorisés
dans un environnement chaud et humide. Aspergillus. nomius, une souche rare proche de A.
flavus, est capable aussi de produire des aflatoxines.

Ce sont des dérivés coumariniques, dérivent de la stérigmatocystine, solubles en milieu
polaire organique (DMSO, méthanol, chloroforme). Cependant la toxicité de ces molécules
est telle que méme de faibles concentrations peuvent poser des problémes (Boudih, 2011).
Une des plus célébres mycotoxines est possédant le profil toxicologique le plus
sérieux, 1’aflatoxine B1 (AFB1). Des dérivés secondaires de I’AFB1 (AFB2, AFG1, AFG2,
AFM1) ont été identifieés. Le cycle lactone de I’AFB1 semble étre responsable en majorité
de sa toxicité (ElI khoury, 2007 ; Jard, 2009). Les structures chimiques de ces différents

dérivés sont representées dans la figure 07.

o o] Q o
o
D\'.H! o w:
B, Gq
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B2a Gaa

Fig 07. Structures chimiques des différentes aflatoxines (Cole et al., 2003)
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111.2.2.1.1.2. Propriétés physico-chimiques des Aflatoxines

Les aflatoxines sont des cristaux incolores ou jaune pale-fluorescents de fagon trés intense
sous une lumiere ultra-violette. Les aflatoxines B 1 et B 2 émettent une fluorescence bleue et
les aflatoxines G 1, G 2, une fluorescence vert jaune. Ces couleurs de fluorescence
sont a I’origine du nom des mycotoxines (B pour Blue et G pour Green). L’aflatoxine M 1
présente une fluorescence bleu-violette sous irradiation ultra-violette. Le M vient de
Milk, car ce métabolite a été tout d’abord isolé du lait (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Le Poids
moléculaire (PM), facteur de rétention (RF) calculé sur gel de silice 60 (0.25 mm),
points de fusion et spectre d’absorption sous Ultra-Violet des aflatoxines (solution dans

I’éthanol) des différentes aflatoxines sont résumés dans le tableau 07.

Tableau 07. Points de fusion et données spectrales des aflatoxines (Pfohl-Leszkowicz,
1999 ; El khoury, 2007)

Aflatoxines PM RF Point de Fusion °C Spectre
A max (nm) €
. . 223 25 600
Bl 312 056 (cristsﬁisssaztiGc?n(ggﬁgrlnech)r?II(t)erZ)rllZ)rme) 265 13400
362 21 800
287-289 (décomposition) 222 17 000
B2 314 0.53 (cristallisation dans un mélange de 265 11 700
chloroforme et de pentane 363 23 400
244-246 (décomposition) gg? 191950000
Gl 328 0.48 (cristallisation dans un mélange de
chloroforme et de méthanol) 264 10000
362 16 100
237-239 (décomposition) 214 28 100
G2 330 0.46 (cristallisation dans une solution 265 11 600
d’acétate d’éthyle) 363 21 000
299 (décomposition) 226 23100
M1 328 0.40 (cristallisation dans une solution de 265 11 600
méthanol) 357 19 000

Leur stabilité est tres variée, dans ’eau elles sont généralement peu solubles (10-30 mg.ml
') présentant une instabilité totale dans les solvants non polaires. Par contre elles sont
tres solubles dans les solvants organiques de polaritt moyenne (CHCIl; , CH3OH,
DMSO) (Cole et Cox, 1981).

Les aflatoxines se trouvent instables sous la lumiére ultraviolette en présence d’oxygéne
avec des pH extrémes (pH < 3 ou pH > 10). Par oxydation le cycle lactone des aflatoxines
devient sensible a une hydrolyse alcaline, mais en cas de neutralisation, il peut se

reformer. Les aflatoxines sont aussi dégradées par I’ammoniaque (NH,OH) et 1’hypochlorite
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de sodium (NaCl). Lors de cette derniere réaction, il se forme le 2,3-dichloro-aflatoxine

B1 qui est directement génotoxique (Cole et Cox, 1981).

111.2.2.1.2. Les ochratoxines

111.2.2.1.2.1. Définition et structure chimique

Les ochratoxines constituent une famille de toxines résultant de la condensation d’un
résidu phénylalanine et d’un dérivé isocoumarinique (ElI Khoury, 2007). Parmi les 3
ochratoxines existantes (OTA, OTB, OTC), l'ochratoxine A (OTA) est la plus frequemment
rencontrée, elle a d'abord été isolée a partir de cultures d'Aspergillus ochraceus d'ou son nom.
Elle est également synthétisée par plusieurs espéces d'Aspergillus et de Pénicillium, en
particulier A. carbonarius, A. niger et P. verrucosum, P. nordicum (Cole et al., 2003). Il
a été démontré récemment que deux nouvelles especes, A. westerdijkiae et A. steynii,

produisent I’OTA plus que A. ochraceus (Rhouati, 2013).

0. _OH
- o QH O
P

NHl‘*» O

= "CHs

Cl
Fig 08. Structures chimiques de I’OTA (Cole et al., 2003)

111.2.2.1.1.2. Propriétés physico-chimiques

L’OTA est un composé incolore et cristallin de masse molaire 403,8 g/mole. L’OTA est
soluble dans les solvants organiques polaires a pH acide ou neutre ainsi que dans les
solutions aqueuses alcalines, mais elle est faiblement soluble dans 1’eau. Cristallisée dans le
xyléene, ’OTA forme des cristaux qui émettent une fluorescence verte (milieu acide)
bleue (milieu alcalin) en lumiére UV; ces cristaux ont un point de fusion de 169°C.
Le point de fusion de I’OTA diminue a 90°C lorsqu’elle est cristallisée dans le benzéne.
L’OTA est un acide organique faible ayant un pKa de 7,1, présentant deux groupements
ionisables : le groupement carboxyle de la phénylalanine (pKa 4,4) et le groupement
hydroxyle phénolique (pKa 7,3) (Rhouati, 2013). L’OTA posséde une stabilité élevée, elle
est résistante a D’acidité et aux hautes températures. Ainsi, une fois contaminées, les
denrées alimentaires peuvent difficilement étre débarrassées de cette molécule. L’OTA peut
résister pendant 3 heures a un autoclavage de 121°C, méme a 250°C, sa destruction n’est pas
compléte (Trivedi et al, 1992).
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111.2.3. Conditions de mycotoxinogenése

La production des mycotoxines est un processus complexe qui n’est pas enti¢rement
connu. La toxinogenese est liée a la croissance fongique. Ainsi, les facteurs influencant
la croissance fongique, influencent également la toxinogenese. lls ne sont cependant pas
nécessairement du méme ordre de grandeur que les conditions optimales de déeveloppement
d’une espéce fongique donnée (Shwab et Keller, 2008).

Le métabolisme secondaire, activé a la fin de la croissance, produit quant a lui des
substances n’ayant pas de role manifeste ou en tout cas pas connu dans le développement des
micro-organismes. Il se differe du métabolisme primaire par la nature aléatoire de son
activation et par la diversité des composes formés et la spécificité des souches impliquées. Il
n'est pas lié a la croissance cellulaire mais répond généralement a des signaux issus de
I’environnement du champignon (Yiannikouris et Jouany, 2002).

Le potentiel de mycotoxinogenése dépend de plusieurs facteurs environnementaux tels
que la température, la disponibilité en eau, le pH, la composition gazeuse et la composition en
éléments nutritifs (Shwab et Keller, 2008).

La combinaison température/humidité est la plus importante parmi les facteurs
pouvant influer sur la toxinogenése. Pour une méme aw et sur un méme substrat, la
température permettant la production d’une mycotoxine est voisine de celle a partir de
laquelle commence le développement de 1’espece fongique productrice. Par exemple,
sur milieu YES, a une aw de 0,9, A. flavus se développe dés 20°C, et la production
d’aflatoxines se fait a partir de 25°C et est optimale & 30°C (Gqaleni et al, 1997).

La présence d’autres especes fongiques peut également dégrader des mycotoxines. Une
étude a montré que A. niger capable de convertir I’ochratoxine A en ochratoxine o sur milieu
YES (Varga et al, 2000).

Le métabolisme secondaire des champignons est régulé par des mécanismes génétiques
qui répondent a divers stimuli de ’environnement (Shwab et Keller, 2008). Cependant, le
mode d’action de ces facteurs a I’échelle moléculaire durant la toxinogenese n’est pas encore
élucidé. Le méme champignon peut produire une gamme tres différente de mycotoxines sous
différentes conditions (Kostecki et al, 1999 ; Velluti et al, 2000). Les espéces fongiques
varient considérablement dans leur capacité de produire des toxines, certains
champignons ne possedent pas les genes responsables de la mycotoxinogenese. D’autre
part, en présence de ces genes, les mycotoxines ne sont pas nécessairement synthétisées,

celles-ci demandant des conditions particulieres (Kokkonen, 2010).

Ubniversité e Meascara 46



Ghapitre W (CMGisissures ot mpcotozines) Roartic SBibliograhique

111.3. Effets des champignons et de leurs mycotoxines sur la santé humaine

Trois effets pathologiques nocifs pour la santé humaine sont reconnus comme
pouvant étre consécutifs a I’exposition aux champignons : les effets immunologiques,
les infections fongiques et les intoxications par les mycotoxines.

Les effets immunologiques sont liés a des réactions allergiques, suite a
I’exposition de protéines allergisantes pouvant activer ou aggraver les allergies. Les genres
Cladosporium, Alternaria, Penicillium, Aspergillus, seraient fréquemment associés aux
allergies et aggraveraient des pathologies telles que la rhinite ou I’asthme (Bush et
Prochnau , 2004 ; Frew 2004 ; Smit et al, 2011).

Les champignons filamenteux sont essentiellement des champignons ubiquitaires
naturellement peu ou non pathogenes. Ce sont des agents d’infections opportunistes qui
expriment leur pouvoir pathogene dans des conditions cliniques favorables a leur installation
dans l’organisme. Plusieurs pathologies ont été décrites chez I’homme. Elles touchent
principalement [’appareil respiratoire, mais plus rarement aussi d’autres organes.
L’aspergillose pulmonaire invasive est la principale et la plus grave des pathologies dues a ces
champignons (Paugam et al, 2010)

Les effets liés aux mycotoxines, sont attribués a la présence de doubles liaisons C = C
jouant souvent un role dans la toxicité et les propriétés cancérigénes des mycotoxines en
formant des adduits a ’ADN (Bennett et Klich 2003). La diversité des structures
chimiques des mycotoxines entraine une diversité d’effets toxiques. Selon le type de
mycotoxines, elles peuvent avoir des effets génotoxiques (induisant des mutations
génétiques), tératogenes (provoquant un développement anormal de I’embryon),
cancérogenes (induisant des cancers), immunosuppresseurs (induisant une dépression du
systeme immunitaire), oestrogéniques (mimant les hormones). Les effets toxiques des

mycotoxines sont résumés sur le Tableau 8.

Tableau 8. Toxicité de différentes mycotoxines (AFSSA, 2009)

Mycotoxines Génotoxique Tératogene Cancérogene  Immuno- Oestro-
suppresseur génique
AFB1 X X X X
OTA X X X
ZEA X X
DON
T-2, HT-2
FB1 X X X
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111.3.1. Pouvoir cancérogene de I’aflatoxine B1

L’AFBI1 est principalement transformée dans le foie en 8 métabolites : I’époxyde-AFB1,
I’AFM1, T’AFB2, T’AFQI1, I’AFP1, [I’aflatoxicol, I’aflatoxicol HI1 et 1’aflatoxicol M1
(Figure 09). L'AFBL1 est la plus toxique, suivie par ordre décroissant de toxicité par I'AFM1,
I'AFG1, I'AFB2 et I'AFG2 (Bilgrami et Sinha, 1992). Le foie semble étre la principale
cible de I’AFBI1 (Richard, 2007). Elle est d’ailleurs prouvée comme responsable, en partie,
du cancer du foie (Jackson et Groopman, 1999). En effet, les aflatoxines agissent
comme des intercalants a I’ADN en créant des liaisons avec les bases guanines et entrainent

la formation de cellules cancéreuses (Bren et al, 2004).
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Fig 09. Métabolisme de I’aflatoxine B1 dans le foie (Yiannikouris et Jouany, 2002)
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111.3.2. Métabolisation de I’ochratoxine A

L’OTA est absorbée tout d’abord au niveau de I’estomac. Elle peut également étre
absorbée dans D’intestin gréle ou elle est hydrolysée en ochratoxine o ou OTa (non
toxique) par la carboxypeptidase A et la chymotrypsine. Au niveau du foie, ’OTA est
transformée en métabolites mineurs (Figure 10) qui permettent une détoxication partielle.

Chez TI’homme, I’OTA est associée a la survenue d’une pathologie nommée
néphropathie endémique des balkans (Mally et al, 2007). Cela consiste en une tres
forte anémie puis une insuffisance rénale.

Les ochratoxicoses chez les animaux se manifestent par des dommages rénaux, une

anorexie accompagnée d’une perte de poids, des vomissements, 1’apparition de conjonctivites.
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Fig 10. Métabolisme de I’OTA dans le foie (Pfohl-Leszkowicz, 1999)
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I. Choix du matériel végétal

A notre connaissance, et apres plusieurs recherches infructueuses, les huiles
essentielles des quatres espéces végétales: Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.,
Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., Artemisia campestris L. et Anethum graveolens L.
récoltées dans le Sud-ouest algérien, n’ont jamais fait 1’objet d’une quelconque étude
antifongique.

La partie expérimentale a été réalisee au laboratoire de valorisation des ressources
biologiques et sécurité alimentaire des aliments dans les zones semi arides du sud-ouest
algérien (VRVSA), Université Tahri Mohamed Bechar, pendant dans la période allant de
Janvier 2011 a Juin 2015. La composition chimique des huiles essentielles a été effectuée au

Institut National de Recherche et d’Analyse Physico-chimique (INRAP) & Tunis.
I1. Protocole expérimental
11.1. Récolte du matériel végétal et séchage

Les parties aériennes (tiges, feuilles, fleurs et graines) de chaque plante ont été
collectées au cours de la période de floraison, de fagon aléatoire aux alentours de quatres
stations de Sud-ouest algérien. Les situations géographiques de ces stations figurent dans la
photo 05. L’origine, la date de prelévement et les organes végétaux destinés pour 1’extraction
pour chague plante sont résumées sur le Tableau 09.

Aprés séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les parties
utilisées ont été coupées en petits morceaux et récupérées dans des sacs propres et pesées.

L’identification des espéces végétales est réalisié au niveau de laboratoire pédagogique de

botanie dans I’institut de biologie, Université Tahri Mohamed Bechar.

Tableau 09. Origine, date des prélevements et parties utilisées des plantes

Dates de

o1 Parties utilisées
prélévements

Plante Origine

Saccocalyx satureioides Mecheria région Feuilles, igesicer

Coss. et Dur. de Nadma s (L, fleurs
Artemisia campestris L. . Benl Abbes Avril (2012) Feuilles, tiges et
région de Bechar fleurs
Ammodaucus leucotrichus  région de Abadla . .
Coss. & Dur. Bechar AN (A0 S
Anethum graveolens L. Igli region de Mars (2013) Graines

Bechar
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Figure 11. Cartes géographiques des zones de prélévement
11.2. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clevenger (Annexe Il) (Clevenger, 1928). Trois distillations ont été réalisées par
ébullition pendant une heure trente de 200 g de matériel végétal sec avec 1 litre d’eau dans un
ballon de 2 litres surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant.
L’huile essentielle obtenue est séchée sur du sulfate de sodium anhydre et est conservée a une
température de 4°C (Bouzouita et al, 2008). Avant la réalisation des analyses CG et CG/SM,

I’huile a été diluée dans du méthanol (1%, v/v).
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Le rendement en huile essentielle (R%) est défini comme étant le rapport entre la masse de
la matiére végétale séche et la masse de I'extrait obtenue (Bourkhiss et al, 2009).
R% = (M1/ Mp) x 100. Dont, My étant la masse en gramme de la matiére végétale séche et

M; la masse en gramme d’huile essentielle.
11.3. Analyses physicochimiques

La connaissance d’indices physiques et chimiques est importante puisqu'elle permet de

caractériser voire d'identifier une huile essentielle.
11.3.1. Indices physiques

La densité spécifigue a 20 °C (NFT-75111), lindice de réfraction a 20 °C (NFT-
75 112), le pouvoir rotatoire (NFT-75 113), la miscibilité a I'éthanol (NFT-75 101) ainsi
que le point de congélation (NFT-75 102) sont déterminés par les méthodes conformes
aux normes A.F.N.O.R (2000).

11.3.1.1. Point de congélation (NFT-75 102, 2000)

Le point de congélation d'une huile essentielle est la température constante ou maximale
observée pendant la phase de libération de la chaleur latente de solidification, lorsque cette
huile essentielle a I'état liquide est refroidie suivant la méthode décrite.

Les huiles essentielles sont placées dons des tubes a essai, a I’intérieur d’un congélateur,

accompagnées d’un thermometre.
11.3.1.2. La densité (NFT-75 111, 2000)

C’est le rapport de la masse d’un certain volume de I’huile a 20°C et la masse d’un égal
volume de I’eau distillée a 20°C.

A I’aide d’un pycnométre, peser successivement un méme volume d’eau distillée et d’huile
essentielle (HE). Peser le pycnometre vide. Entre chaque pycnométre, le pycnométre doit étre
soigneusement nettoyé avec de 1’eau et de ’acétone et séché. Mesurer la température de

I’huile essentielle.

La Densité relative est donnée par la formule suivante : D,, ?= m,-mo/m;-mg
Mo : est la masse en gramme du pycnometre vide.
m; : est la masse en gramme du pycnométre rempli d’eau.

m, : est la masse en gramme du pycnomeétre rempli d’huile essentielle.
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11.3.1.3. Indice de réfraction (NFT-75 112, 2000)

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I’angle de
réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée passant de 1’air dans 1’huile
essentielle maintenue a une température constante.

Quelques gouttes d’huile essentielle sont déposées dans 1’appareil et la lecture de 1’indice
se fait comme suit :

» On régle le réfractométre d’une maniere & obtenir une moitié supérieure claire et
une autre moitié inférieure sombre et ce au niveau du cadran.

» L’appareil utilisé est de type paralux optique de précision 68600 (lustiner France).

L’indice de réfraction n'y & la température de référence t, est donné par la formule :

n'y=n + 0,0004 (t’-t)

n: est la valeur de la lecture, obtenue a la température t’, a laquelle a été effectuée la

détermination.
11.3.1.4. Pouvoir rotatoire (NFT-75 113, 2000)

Le pouvoir rotatoire d'une huile essentielle ¢’est 1’angle, exprimé en milliradiand et/ou
degrés d'angle, dont tourne le plan de polarisation d'une radiation lumineuse de longueur
d'onde 589.3 nm £ 0.3nm, correspondant aux raies D du sodium, lorsque celle-ci traverse une
épaisseur de 100mm de I'huile essentielle dans des conditions déterminées de température. Si
le mesurage est effectué sur une épaisseur différente, la valeur de adt doit &tre ramenée, par le
calcul, a une épaisseur de 100 mm.

Remplir le tube avec I'échantillon pour essai, en assurant qu'il ne reste aucune bulle dair
interposee. Placer le tube dans le polarimetre et lire I'angle de rotation dextrogyre (+) ou
Iévogyre (-) de I'échantillon pour essai sur I'échelle de I'appareille.

Le pouvoir rotatoire, exprimé en milliradians et/ou degrés d'angle, est donné par la

formule ; :
0= 0yc

a : est la valeur de I'angle de rotation, exprimée en milliradiand et/ou degrés d'angle.
L: est la longueur du tube utilisé exprimée en millimétre.

C : concentration de I'essence (g/100 ml)
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11.3.1.5. Miscibilite a I'ethanol (NFT-75 101, 2000)

Une huile essentielle est dite miscible a volume d'éthanol a 95% a 20 °C, lorsque le
mélange d'un volume de I'huile essentielle avec (V) volume d'éthanol & 95% donne une

solution homogeéne.

> Introduire dans la fiole ou le tube a essai 1ml d'huile essentielle,

» Ajouter a l'aide de la burette, le mélange hydro-éthanolique de titre alcoolometrique
déterminer 95% par fraction de 0.1ml jusqu’a miscibilit¢é compléte, en agitant
énergiquement aprés chaque addition. Lorsque le mélange est parfaitement limpide,

noter le volume du mélange hydro-éthanolique utilisé.
11.3.2. Indices chimiques

Les méthodes utilisées pour la détermination des indices d'acide (NFT-75 103) et

d'ester (NFT-75 104) sont également conformes aux normes A.F.N.O.R (2000).
11.3.2.1. Indice d'acide (NFT-75 103, 2000)

L'indice d'acide (IA) est le nombre de milligrammes d'’hydroxyde de potassium (KOH)

nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d'huile essentielle.

» Peser 1g d’huile essentielle dans un tube en verre.

» Ajouter 5ml d’éthanol a 95% et 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine (2 N).

» Neutraliser le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium (0,1 N), jusqu’ a
I’obtention d’une coloration rose qui ne persiste que quelques minutes avant de
reprendre sa couleur initiale (jaune).

» Noter le volume de la solution éthanolique de KOH ajoutee.

L'indice d'acide est donné par la formule : IA=5.61xV/m

V : volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de potassium.

M : masse en gramme de I’HE.

11.3.2.2. Indice d’ester (NFT-75 104, 2000)

L’indice d’ester (IE) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire
a la neutralisation des acides libérés par 1’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’huile

essentielle.
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» On pese 1g d'HE, et on I'introduit dans un ballon en verre.

Y

On ajoute gréace a une burette 25ml de la solution éthanolique de KOH (0,5N).

» On adapte le réfrigérant et on place le ballon sur la chauffe ballon et on laisse chauffe
pendant une heure a partir de 1’ébullition.

» On laisse refroidir puis on ajoute 20ml d'eau distillée et 5gouttes de phénolphtaléine
(0.2%).

» Enfin, on titre I'excés de KOH avec la solution d'acide chlorhydrique (0,5 N).

» Parallelement a l'opération citée, on effectue un essai a blanc dans les mémes

conditions et avec les mémes réactifs.

Le calcul IE est donné par la formule : IE=28,05/mx (Vo-V1)-I1A

Vo : est le volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la prise
d’essai a blanc.

Vi © est le volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la
détermination.

M : masse en gramme de la prise d’essai.

A : est la valeur de I’indice d’acide.

> Remarque : Toutes les analyses ont été répétées trois fois et toutes les solutions étaient

étalonnées avant analyse.
11.4. Analyse chromatographique

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un chromatographe en phase
gazeuse a régulation électronique de pression de type Hewlett Packard (série HP 6890)
(Annexe 1), équipé d’une colonne capillaire en silice fondue de type DB-5 de 30 m de
longueur, 0,25 mm de diamétre et 0,25 pm d’épaisseur de film, d’'un détecteur FID
réglé a 260 °C et alimenté par un mélange de gaz H2/Air et un injecteur split-splitless réglé
a 240 °C. Le mode d’injection est split (rapport de fuite : 1/50, débit: 66 ml/min). Le gaz
utilis¢ est 1’azote avec un débit de 1,7 ml/min. La température de la colonne est
programmée de 60 a 325 °C a raison de 4 °C/min. L’appareil est pilot¢ par un
systeme informatique de type « HP ChemStation », gérant le fonctionnement de
I’appareil et permettant de suivre I’évolution des analyses chromatographiques. Le

volume injecté est 1 pl.
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L’identification des constituants a été réalisée en se fondant sur leurs indices de Kovats
(IK) et sur la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM) par comparaison avec les données de la littérature (Adams, 2007). Cette derniere a
été réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-Packard (série HP 6890)
couplé avec un spectromeétre de masse (série HP 5973). La fragmentation a été effectuée par
impact électronique sous un champ de 70eV. La colonne utilisée est une colonne capillaire en
silice fondue de type DB-5 de 30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre et 0,25 pm
d’épaisseur de film. La température de la colonne est programmée de 60 a 325°C a raison de
4°C/min. Le gaz vecteur est 1’hélium dont le débit est fixé a 2 ml/min. le mode d’injection est
split (rapport de fuite : 1/70 debit 112 ml/min). L’appareil est relié¢ a un systéme informatique
gérant une bibliotheque de spectre de masse NIST 98.

11.5. Etude du pouvoir antifongique
11.5.1. Les souches fongiques testées

Sept champignons ont été choisis pour leurs fréquences élevées a contaminer les denrées
alimentaires et pour leurs pathogénicités. Elles appartiennent a la collection de la mycotheque
de section mycologie du Laboratoire VRVSA. Elles sont cultivées sur le milieu nutritif PDA
(potato dextrose agar) pendant sept jours & 25°C a 1’obscurité. L’origine et la provenance des
souches sont indiquees dans le Tableau 10.

Pour éviter la contamination bactérienne, le milieu PDA est acidifié jusqu'a un PH 4,5 ou 5

on ajoutant 1ml d'acide lactique a 25% par flacon de milieu.

Tableau 10. Les souches fongiques utilisées dans 1’étude.

Souche Lboratoire Origine
Aspergillus niger VRVSA Datte
Aspergillus flavus VRVSA Ble dur

Aspergillus ochraceus VRVSA Café
Penicillium expansum VRVSA Café
Fusarium oxysporum f.sp. Palmier dattier Beni
albedinis VRVSA abbés (Toumliha)
Alternaria alternata VRVSA Son de blé tendre
Cladosporium species VRVSA Son de blé tendre

11.5.1.1. Identification et confirmation des souches fongiques

L’identification des moisissures fait essentiellement appel aux caractéres culturaux, la

morphologie et a la sporulation (Botton et al., 1990).
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e Caractéres culturaux: Ce sont les criteres macroscopiques tels, vitesse de
croissance, texture et couleur du thalle, couleur du revers de la culture, odeur exsudat
et présence d’un pigment diffusible.

e Caractéres morphologiques : C’est 1’étude microscopique du mycélium, nature des

organes différenciés et I’é¢tude biométrique.
11.5.1.1.1. Identification des genres

» Technique De Micro culture

Décrite par Haris (1989) Cette technique consiste & inoculer les spores des moisissures sur
des lames menées de petits carrés de PDAa solidifiés et les recouvrir par des lamelles. Les
spores sont ensemencées sur les limites périphériques du milieu pour leur fournir un potentiel
d’oxygene ¢élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble est conditionné dans une chambre
stérile et humide puis incubée & 25 + 2°C pendant 3 & 5 jours.

Apres incubation, les lamelles aux quelles s’adhérent le mycélium sont, transférées sur
d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol pour |’observation
microscopique aux grossissements x10, x40, x100. Les genres sont déterminés par les

caractéres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de Barnett (1972).
11.5.1.1.2. Identification des espéces d’Aspergillus et Penicillium

L’identification des espéces d 'Aspergillus et Penicillium est réalisée par la methode de Pitt
(1973) et Ramirez (1982).

Cette méthode est dite « Single Spore », basée sur la relation entre 1’a,, du milieu de
culture et la température d’incubation. Elle consiste a 1’inoculation de quelques spores d’une
culture jeune dans des tubes a hémolyse contenant une suspension semi solide a base de 0,2%
d’Agar et 2 gouttes de Tween 80, I’ensemble est agité puis ensemencés sur des milieux
différents.

Les cultures pour l'identification ont été réalisées sur quatre milieux différents qui sont :

e Czapek Doxtrose Agar (CDA) a 25 °C,

e Malt Extract Agar (MEA) a 25 °C,

e Glycérol Nitrate Agar (G25N) a 25 °C,

e Czapek Yeast Agar (CYA) a deux températures différentes: 5°C et 37°C.

Leurs compositions sont données dans l'annexe | et sont inoculés comme la montre la

figure suivante:
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Fig 12. Type d’inoculation des différents isolats d’Aspergillus et Penicillium

e Le CDA (milieu minéral, a,, élevee) et le G25N (milieu a base de glycérol, a,, faible)
donnent une vitesse de croissance variant en fonction de I’a,, a une température
constante 25°C.

e Le CYA donnant une croissance variant selon 1’a,, a des T° variables 5°C et 37°C.

e Le MEA nous informe sur la couleur du thalle & 25°C.

L’agar AFPA (Aspergillus flavus et parasiticus Agar) est utilisé pour identifier les
Aspergillus flavus. Dans ce milieu, ces souches produisent une couleur jaune orangé
apparente a I’envers de la colonie (Pitt et al., 1994).

» Examen des cultures

La lecture se fait aprés 7 et 14 jours en se référant aux clefs d’identification de Pitt

(1973) et Ramirez (1982).

A: Cladosporium sp; B: Penicillium expansum; C: Aspergillus ochraceus; D: Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis; E: Aspergillus flavus; F: Aspergillus niger; G: Alternaria
alternata.

Fig 13. Souches cultivées par méthode «Single Spore» sur milieu PDA a 25°C/7 jours.
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11.5.2. Procédure microbiologique

Toutes les expériences ont été réalisées en triple et les résultats sont exprimés en moyenne
+ d’écart-type. L'analyse statistique a été réalisée en utilisant SPSS 11.0 Bivariate Correlation
Analysis (SPSS Inc., Chicago, IL, USA.). Une différence significative a été considérée au
niveau de P< 0.05 and P< 0.01. Le test de corrélation de Pearson rank a été utilisé pour les
comparaisons entre la dilution de bouillon et les différentes techniques utilisées pour

déterminer I'effet antifongique.
11.5.2.1. Evaluation de la croissance radiale sur milieu solide

11.5.2.1.1. Préparation des suspensions sporales

Dans des tubes a hémolyse on met une solution qui contient I'eau distillée stérile, 0.2%
d'agar et quelques gouttes de Tween 80. On place les spores récupérées d'une culture pure de
7 jours a l'aide d'une anse de platine pour une meilleure dispersion de ces derniéres.

L'agitation et I'hnomogeénéisation se fait manuellement.

11.5.2.1.2. Techniques d'activité antifongique des huiles essentielles

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles ont été déterminées
selon la méthode de contact direct. Du fait de la non-miscibilité de I’huile essentielle a
I’eau et donc au milieu de culture, une mise en émulsion a été réalisée grace a une
solution d’agar a 0,2%. Elle permet d’obtenir dans le milieu une répartition homogene
des huiles essentielles et d’augmenter au maximum le contact germe/composé (Amarti
et al, 2010). Des dilutions sont préparées au 1/10e, 1/15e, 1/37e, 1/150e et 1/750e dans cette
solution d'agar. Dans des tubes a essais contenant chacun 13,5 ml de milieu solide de PDA,
stérilisés @ 1’autoclave pendant 20 min a 121 °C et refroidis a 45 °C, on ajoute
aseptiquement 1,5 ml de chacune des dilutions de fagon a obtenir les concentrations finales de
1/100, 1/150, 1/370, 1/1500 et 1/7500 (V/V). On agite convenablement les tubes afin de bien
disperser 1’essence dans le milieu culture avant de les verser dans les boites de Pétri. Des
témoins, contenant le milieu de culture et la solution d'agar a 0,2% seule, sont également
préparés. L'ensemencement se fait par la méthode de single spore a l'aide d'une anse de
platine calibrée afin de prélever le méme volume d'inoculum. Ce dernier se présente sous
forme d’une suspension dans 1’eau physiologique de spores provenant d’une culture de sept
jours dans le PDA. Apreés incubation a 25°C pendant 7 jours en tenant compte de la croissance
de témoin (Amarti et al, 2008).
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L’indice antifongique (P;) est calculé par la formule suivante (Singh et al, 2009) :

P)=[(DT- D)/ DT] x100 %

D étant le diamétre de la zone de croissance de ’essai et DT le diametre de la zone de
croissance du témoin.

Pour les boites qui ne présentent pas de croissance le disque mycélium est transférer sur un

milieu PDA neuf pour confirmer s’il s’agit d’un effet fongistatique ou fongicide (F)

11.5.2.2. Evaluation de la sporulation

A partir des colonies agées 10 jours de chaque souches a différentes concentration
on prend quatre rondelles de 5mm de diamétre dans un 1ml d'eau distillée stérile. La
suspension fongique est ensuite agitée a l'aide d’un vortex afin de libérer les spores des

conidiophores.

On compte le nombre total des spores a l'aide d'une cellule de Malassez (Annexe Il) a
raison de 10 comptages par suspension. Les valeurs sont exprimées en nombre des spores par
unité de surface (mm?) (Serghat et al, 2004).

Le pourcentage d'inhibition de la sporulation Is est déterminé par la formule suivante :

Is = [(No = Nc) / Ng] x 100 %

No étant le nombre moyen des spores estimé chez le témoin et Nc le nombre moyen des

spores estimé en présence d’huile essentielle.

11.5.2.3. Evaluation de la germination

La suspension sporale récoltée est ajustée a 10° spores/ml d'eau distillée a I’aide d’une
cellule de Malassez. On étale 0.1 ml de la suspension sporale sur des boites pétri contenant un
milieu PDA auquel on incorpore les huiles aux mémes concentrations que précédemment a
raison de trois répetitions realisees simultanément par concentration. Le comptage des spores
germées ou non a été effectuée sur un total de 200 spores apres 18 heures d’incubation a 25°C
et a lobscurité. Une spore est considéré germée si la longueur du tube germinatif est
supérieure a son plus petit diametre (Maouni et al. 2001).

Le pourcentage d'inhibition de la germination des spores Ig est déterminé selon la formule

suivante : Ig = (No- Nc) / No x 100%

Njp étant le nombre moyen de spores ayant germé chez le témoin et Nc le nombre moyen de

spores germées en présence d’une concentration (¢) d’huile essentielle.
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11.5.2.4. Activité antimycotoxinogéne

Suivant la méthode décrite par Multon en 1982, I’¢tude de I’effet antimycotoxinogéne des
huiles essentielles a été testée contre deux especes Aspergillus sur le milieu YES (Yeast

Extract Agar) afin de pouvoir extraire les mycotoxines produites.

11.5.2.4.1. Recherche des souches productrices d’aflatoxines et ochratoxines

Quartes souches fongiques toxinogenes ont été choisies pour leurs pathogeénicités et leurs
implications fréequentes dans la contamination des denrées alimentaires, les souches fongiques
testées sont des souches productrices des aflatoxines de 1’éspéce Aspergillus flavus (trois
souches) et des ochratoxines de 1’éspece Aspergillus ochraceus (une seule souche).

Ces souches produisent une couleur jaune orangé apparente a I’envers de la colonie sur le
mileu agar AFPA. Les quatres souches sont cultivées sur milieu PDAa pendant 7 jours a 25 +
2°C et sont soumises aux analyses mycotoxicologiques. Aprés incubation on prépare la

suspension sporale.

Photo 05. Aspergillus flavus par méthode | Photo 06. Aspergillus ochraceus par méthode
« Single Spore » sur milieu PDA a 25°C « Single Spore » sur milieu PDA a 25°C

Photo 07. Aspergillus flavus sur milieu Photo 08. Face revers d’Aspergillus flavus
AFAP a 25°C parasiticus sur milieu AFAP a 25°C
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11.5.2.4.2. Ensemencement sur milieu YES

Du fait du non miscibilité de ’huile essentielle & 1'eau et donc aux milieux de culture, une
mise en émulsion a été réalisee grace a une solution d'agar a 0,2 % afin de favoriser le contact
germe/composé. Des dilutions sont préparées au 1/10° 1/15° 1/37°, 1/150° et 1/750° dans
cette solution d'agar. Dans des flacons contenant 45 ml de milieu YES, stérilisés a 1’autoclave
(20 minutes a 121°C) et refroidis a 45°C, avec quelques gouttes de I'acide lactiques, on ajoute
5ml de chacune des dilutions de fagon a obtenir les concentrations finales de 1/100, 1/150,
1/370, 1/1500 et 1/7500 (V/V). Des témoins, contenant le milieu YES plus la solution d'agar a
0,2 % seule, sont également préparés.

Ensuite, on ajoute 0,1 ml de I’inoculum des souches Aspergillus flavus et Aspergillus
ochraceus dont la suspension sporale récoltée a partir d’une culture de 7 jours est ajustée a
10° spores /ml d’eau distillé a 1’aide de cellule de Malassez. L’incubation se fait & 25 + 2°C
pendant 14 jours (Davis et al, 1966).

Apres filtration du milieu par du papier filtre on obtient des biomasses, ces derniers sont
séchées dans I'étuve a 65°C pendant 5h et apres séchage on prend les poids des marcs
(Dhandhukia et Thakkar, 2007).

Le poids de la biomasse est déterminé selon la formule suivante (Imtiaj et Lee, 2007) :
P = P3-Py

Po étant lepoids du papier filtre et P;le poids du papier filtre et la biomasse des
champignons apres le séchage.

Les milieux récupérés par la filtration sont utilisés pour 1’analyse chromatographique des
mycotoxines.

Le pourcentage d'inhibition de la biomasse Iy, est déterminé par la formule suivante :
Ib=[(C-P)/C] %100 %

C étant la biomasse formée chez le témoin et P la biomasse formée en présence d’huile

essentielle.

11.5.2.4.3. Analyse chromatographique par CCM

11.5.2.4.3.1. Extraction des aflatoxines et ochratoxines

Aprées 14 jours d’incubation, on se débarrasse de la biomasse formée en filtrant le milieu
YES a travers du papier filtre, 50ml du filtrat obtenu sont additionnés a 180 ml de

chloroforme (Nagy et Loutfy, 2002) selon le protocole ci-dessous (Fig 14). L’ensemmble
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vigoureusement agité pendant 30 minutes, on laisse le mélange décomter en utilisant une
ampoule a décomter.

Les trois phases chloroformique ainsi obtenues sont mélangées et filtrées sur du papier
filtre plissé en ajoutant sodium sulfate anhydres a pour but d’absorber les bulles d’air, puis
concentrées par évaporation sous vide a I’aide d’un rotavapor jusqu’a un volume de 2 a 3 ml.
Ce filtrat est conservé dans des tubes a hémolyse bien fermés (Frayssinet et Cahagnier,
1982).

11.5.2.4.3.2. Séparation chromatographique

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base. Elle permet une
séparation efficace des produits, leur identification et leur quantification avec une bonne
précision (Frayssinet et Cahagnier, 1982).

Elle se fait sur une plaque de sélicagel sur laquelle il déposé un spot de 10 ul de chaque
extrait a analyser et 5 ul de chaque solution standard d’aflatoxine et d’ochratoxine. La plaque
est ensuite placée dans une cuve chromatographique et trempée dans un solvant d’élution
(Chloroforme — Acétone V=1ml/V=1ml) pendant 1 a 2 heures.

Apres migration et évaporation des ¢luants a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif, la plaque
est examinée sous UV a 365 nm (Nagy et Loutfy, 2002). La présence d’aflatoxines se traduit

par des fluorescences caractéristiques bleue pour AFBI et verte pour 1’ochratoxine A.
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50 ml du filtrat obtenu sont additionnés a 100 ml de chloroforme
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Fig 14. Méthode d’extraction d’aflatoxine et ochratoxines (Frayssinet et Cahagnier, 1982)
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Résullats et Disoussion

I. Caracteres organoleptiques

Selon Afnor (2000) les huiles essentielles sont habituellement liquides a température
ambiante et volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont plus ou moins
colorées et leur densité est en général inférieure a celle de I’eau.

A Tissue des distillations, I’huile essentielle obtenue de Saccocalyx satureioides Coss. et
Dur. a un aspect liquide limpide de couleur jaune, dégage une forte odeur phénolique
aromatique caractéristique.

L’HE d’Artemisia campestris L. a un aspect liquide de couleur jaune pale, odeur forte et
saveur piquante.

L’HE des graines d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. est tres aromatique. Elle est
liquide de couleur bleu vert foncé, avec une odeur forte pénétrante et saveur piquante épicée.

L’HE des graines d’Anethum graveolens L. est liquide mobile, de couleur jaune clair et

odeur épicée (anisé).

Photo 9. H.E de Saccocalyx satureioides Coss. Photo 10. H.E d’Artemisia

et Dur. campestris L.

Photo 11. H.E d’Ammodaucus leucotrichus Photo 12. H.E d’Anethum

Coss. & Dur. graveolens L.
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I1. Rendement en huile essentielle

Les rendements moyens en huiles essentielles ont été calculés en fonction de la matiére
végétale séche de la partie aérienne de la plante. Les échantillons de Saccocalyx satureioides
Coss. et Dur.,, Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. et Anethum graveolens L. ont fourni
un bon rendement en huile essentielle, environs 2,41%, 2,15% et 2,10% respectivement, plus
¢levés que celui obtenu a partir d’Artemisia campestris L. et qui est de 0,37% (figure 14).

Le taux de notre huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. est relativement
plus élevé que celui obtenu a partir d’El Masrane, région de Djelfa (Centre de L’ Algérie) qui
est de 1,5% (Zerroug et al, 2011) et plus faible par rapport a celui de M’Sila (Nord central de
I'Algérie) (3,5%) (Biondi et al, 2006), et ce qui est obtenu par Gourine et al (2012) (3,3%).

Pour I’essence d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., le taux est relativement plus
faible que celui obtenu a partir de la région de Dakhla au Sahara occidental (Nord-Ouest de
I'Afrique) qui est 2,76% (Velasco-Negueruela et al, 2006) et a celle de la région de Guerrara
(Ghardaia) (Abu Zarga et al, 2013) (3,0%).

Le rendement en huile obtenue a partir des graines d’Anethum graveolens L., est élevé
comparé a ceux de I7le de La Réunion (0,8%) (Vera et Chane-Ming, 1998) et de la Turquie
(0,23%) (Orhan et al, 2013). Cependant, ce taux est inférieur a ceux de la Chine (3,5%)
(Tian et al, 2011) et d'Ouzbékistan (4,2%) (Yili et al, 2009).

Enfin, le taux de I’essence obtenue & partir des parties aériennes d’Artemisia campestris L.
est proche a de Boussaada (sud-est de L’ Algérie) (0,66%) (Belhattab et al, 2011), mais il est
relativement élevé comparé a celle rapporter par Dob et al. (2005) (0,1%) et de la Serbie
(0,2%) (Chalchat et al, 2003). Cependant, il est relativement inférieur a de Khenchela (Eest
de L’Algérie) (1,0%) (Ghorab et al, 2013) et de la Tunisie (1,20%) (Akrout et al, 2010). Les
variations des rendements peuvent étre attribuées non seulement a I’origine géographique de
la plante, mais également aux nombreux facteurs comme : stade de croissance, conditions
pédoclimatiques, lieu de production, 1’état de fraicheur du végétal, etc. (Garnero, 1996 ;
Bruneton, 1999 ; Satrani et al, 2007). Plusieurs études ont montré, I’influence de cycle
végétatif et la technique d’extraction sur le rendement et la qualité de I’huile essentielle

(Fellah et al, 2006 ; Bendahou et al, 2008).
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Rendement

2,50%

2,00%

B Saccocalyx satureoides Coss Dur
1,50%

Artemisia campestris L

1.00% B Ammodaucus leucotrichus Coss Dur

0,50% B Anethum graveolens L

0,00%

Les huiles essentielles

Fig 15. Rendement en huile essentielle extrait par hydro-distillation pour les quatres plantes

testées.
I11. Résultats des analyses physicochimiques
I11.1. Indices physicochimiques des huiles essentielles

Les propriétés physicochimiques constituent un moyen de vérification et de contréle de la
qualité de I’huile essentielle (Afssaps, 2008). Ces essais sont déterminés selon un protocole
précis édictées par I’association francaise de normalisation (A.F.N.O.R). Les résultats
obtenus sont consignées dans le tableau 10.

A partir de ces valeurs, il en ressort que toutes ces constantes étant influencées par les
conditions édaphiques et climatiques ainsi que les conditions de culture des plantes. Cela fait
partie de la complexité de la notion de chémotype (Gildo, 2006).

La densité est parmi les caractéristiques physiques genéralement utilisées dans la
classification des huiles essentielles. Les densités de nos huiles essentielles est inférieure a
celle d’eau.

Un indice de réfraction dépend de la composition chimique qui augmente en fonction des
longueurs des chaines d’acides, de leurs degrés d’instauration et de la température. 11 varie
essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en
monoterpenes donnera un indice élevé. Pour certains auteurs (Boukhatem et al, 2010), le
faible indice de réfraction de I'HE indique sa faible réfraction de la lumiere ce qui
pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques. Les indices de réfraction de

nos essences sont supérieurs a celle de 1’cau (1.3356).
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Pour le point de congélation, nos HEs ont présenté des températures a un intervalle de -
10,2°C+0.1 2 -19,7°C=0.1.

Le pouvoir rotatoire indique si I’huile est dextrogyre ou lévogyre ce qui est un critere
important pour connaitre la pureté optique d’une huile essenticlle. Les résultats du pouvoir
rotatoire montionnent des valeurs (-), que signifie nos huiles essentielles sont l1évogyres, a
I'exception de I'HE d’Anethum graveolens L. elle est dextrogyre avec une valeur de
+71.5°£0.1.

La miscibilité a I'éthanol est un moyen rapide pour I'évaluation de la qualité d'une huile
essentielle. La falsification des essences par des produits relativement insolubles affectera la
solubilité. Les résultats révelent que 1’essence de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. est
miscible de 0,2 volume pour 5 volumes d’éthanol, HE d’Artemisia campestris L. de la moitié
(d’un volume pour 2 volumes d’éthanol), alors que les HEs d’Ammodaucus leucotrichus
Coss. & Dur. et d’Anethum graveolens L. par le tiers (d’un volume pour 3 volumes
d’éthanol).

Tableau 11. Caractéristiques physiques et chimiques des huiles essentielles fraichement

extraites
P Saccoca}Iyx Artemisia Ammod_aucus Anethum
Spécification satureoides campestris L leucotrichus raveolens L
Coss. et Dur. P : Coss. & Dur. 9 ’
Indices physiques
Densité D 0,910+0.3 0,701+0.4 0,902+0.2 0,821+0.3
Indice de 1511+0.4 1,592+0.3 1,501+0.1 1.49420.2
réfraction
Po'f‘t d_e -19,7°C+0.1 -19,2°C+0.1 -18°C+0.1 -10.2°C+0.1
congélation
Pouvoir -8,8°+0.1 -6,8°+0.2 -12,5°+0.1 +71.5°+0.1
rotatoire
M',S,C'b'“te 0,2v : bv 1lv: 2v 1lv: 3v 1v: 3v
a I'éthanol
Indices chimiques
Indice d’acide
(mg KOH/g) 1,92+0.2 3,37+0.4 1,12+0.2 1,65+0.2
Ingles Gsile 72,32+0.3 5,25+0.3 22.23+0.3 12.6+0.1
(mg KOHY/qg) e e e T
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Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides libres.
En effet, une huile fraiche ne contient que trés peu d’acides libres. C’est pendant la
période de stockage que I’huile peut subir des dégradations telle I’hydrolyse des esters.
Un indice d'acide inférieur a 2 est une preuve de bonne conservation de 1’essence (faible
quantité d'acides libres) (Boukhatem et al, 2010). Dans notre étude, cet indice, est
inférieur a 2 sauf I’HE d’Artemisia campestris L. (3,37£0.4 mg KOH/g) demeure
relativement élevé. Cela peut trouver une explication dans la dégradation de I'HE
(hydrolyse des esters) durant sa conservation, ce qui est a terme préjudiciable. Les travaux
de Lazouni et al (2007) ont affirmé qu’une HE de trés haute qualité doit avoir un indice
d’ester plus élevé et un indice d’acide inférieur qu’une huile de basse qualité. 1ls ont constaté
des variations des indices d’acide et d’ester au cours du temps et en fonction de la
température.

Enfin, selon Dumortier (2006) une huile de bonne qualité aura une densité relative, un
pouvoir rotatoire et un indice d’ester plus élevé qu’une huile de basse qualité, mais aura un
indice de réfraction plus bas.

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais
demeure non suffisante pour caractériser I'HE. 1l sera donc primordial de la compléter par

des analyses chromatographique (CG et CG/SM).
111.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles ont permis d’identifier 33
composés qui représentent environ 94,05% pour Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
(Tableau 11), contre 25 composés (99,59%) pour Artemisia campestris L. (Tableau 12), 19
composés (98,62%) pour Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. (Tableau 13) et 15

composés (98,93%) pour Anethum graveolens L. (Tableau 14).

L’huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. du Mechria est composée
principalement par le a-terpinéol (32,65%), de thymol (22,26%), de borneol (11,04%) et de
isoborneol (8,15%) accompagnés d’autres constituants a des teneurs relativement faibles : p-
cymene (3,62%), camphéne (3%) et carvacrol (2,79%) totalisant environ 83,51%. Cette
composition chimique est relativement analogue a celle d’El Masrane, région de Djelfa
(Centre de 1’ Algérie) qui présente 42 composés représentant 94.1% de toute 'huile essentielle
et constituée majoritairement par le o-terpineol (35.9%), thymol (15.6%) et borneol

(12.4%), suivi du p-cymene (7.2%), camphene (4.3%) avec la présence de y-terpinene
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(4.0%) (Zerroug et al, 2011). En effet I’huile essentielle du nord central de I’ Algérie analysée
par Biondi et al (2006) présente qualitativement presque le méme profil chimique que celui
de notre essence. Les monoterpenes oxygénés sont les principaux constituants : a-terpineol
(32.7%), thymol (22.8%), borneol (11.6%) et carvacrol (6.9%). D’autres composées sont
aussi identifiees a des teneurs moins importantes : p-cymene (5.0%), camphene (2.9%), v-
terpinene (2.8%), o pinene (1.8%) et limonene (1.5%). L’essence du nord-est algérien est
caractérisée par sa richesse en borneol (56%), suivi du thymol (11.5%), o—terpineol (7.9%) et
p-cymene (2.6%) (Laouer et al, 2004). On note aussi que 1’huile essentielle de sud ouest de
I’ Algérie analysée par Bendimerad et al. (2009) est dominée par le borneol (24.7%), thymol
(21%), a-terpineol (19.1%) et camphene (6.3%). La composition chimique de la méme
essence originaire du 1’ouest de 1’Algérie, analysée par Bendahou et al (2008), extraite par
hydro-distillation (HD) et extraction assistée par micro-ondes (MAE) est dominée par le
borneol (28%), suivi du thymol (18%), o-terpineol (17%) et camphene (6% a 8%).
Reéciproguement, le thymol (25.0%) suivi par le borneol (21.6%), a-terpineol (11.7%) et ethyl
o-methylbenzoate (2.6%) étaient les principaux constituants des composés volatils extraits par
hexane MAE.

Cependant, cette composition chimique est différente a celle de ’essence étudiée par
Gourine et al (2012) qui contient le carvacrol (51,82%), y-terpinene (18,96%) et o-cymene

(11.3%) comme principaux constituants.

L huile essentielle d’Artemisia campestris L. de notre région est caravtérisee par sa
richesse en spathulenol (27,81%) et en Z,E-farnesol (19,08%). D’autres composés sont aussi
identifiés mais a des teneurs moins importantes : 8-a-acetoxyelemol (10,10 %), a-bisabolol
acetate (6,21%), a-curcumene (5,47%), oxide caryophyllene (4,10%), a-cadinol (2,79%),
limonene (2,46%), B-pinene (2,43%), trans-nerolidol (2,40%) et a-pinene (2%). L’ensemble
de ces constituants participe au mélange avec environ 84,85%. Cette composition chimique
relativement analogue a celle de I’huile essentielle d’ Artemisia campestris L. d’Algeérie
analysée par Dob et al (2005) qui ont indiqué une prépondérance des composés 0Xygénés
(43.7%) dominés par le ZE-farnesol (10.3%) suivi par le cedrol (5.4%) et le verbenone
(3.8%). De méme, I’essence d’Artemisia campestris L. de la Serbie est dominée par le
spathulenol (9,2%) et le B-pinene (9,1%) suivi du a-pinene (3,4 %), germacrene D (3,3%), 4-
hydroxy-9-epi-beta-caryophyllene (3%) et limonene (2,5%) (Chalchat et al, 2003).

En effet, le polymorphisme chimique de I’essence de cette plante en Algérie est tres

variable d’une région a une autre. L’huile essentielle d’Artemisia campestris L. originaire de
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Khenchela (Eest de L’ Algérie) présente un profil chimique différent que celui de notre région,
les composés majoritaires sont : le B-myrcene (16,47%), a-pinene (14,18%) et le trans-p-
ocimene (12,61%), accompagné d’autres constituants comme le B-cymene (8,15%) et le
camphor (5,85%) (Ghorab et al, 2013). Qaunt, les principaux constituants de I’essence de
Boussaada (sud-est de L’Algéric) sont le acetate a-terpenyl et a-pinene (19% et 18%)
respectivement, suivi par le camphor (9%), du camphene (8%), limonene et borneol (5%
chacun) (Belhattab et al, 2011).

L’huile essentielle d” Artemisia campestris L. de la Tunisie (sud de la Tunisie) est plus
riche en B-pinene avec un taux de 45,8% suivi du a-pinene (12,5%), D’autres composés sont
également présents, mais & des teneurs moins importantes : limonene (7,7%), p-cymene
(4,6%), vy-terpinene (3,6%), (Z)-B-ocimene (3%) et (E)-B-ocimene (2,4%) (Akrout et al,
2010).

Les résultats de tableau 13 indiquent que I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus
Coss. & Dur. de sud ouest algerien est en majorité monoterpénique, avec une prépondérance
des composés oxygénés dominés par le perilla aldehyde (81,62%). D’autres composés
(monoterpénes hydrocarbonés) sont aussi identifiés mais a des teneurs moins importantes :
limonene (8,29%) et le a-pinene (3,14%). L’ensemble de ces constituants contribue au
mélange avec environ 93,05 %. Cette composition chimique présente qualitativement le
méme profil chimique que celui de I’HE d’une espéce endémique (Ammodaucus leucotrichus
subsp. Leucotrichus) du Nord Afrique analysée par Velasco-Negueruela et al. (2006) :
perillaldehyde (63,6%), limonene (26,8%) et le a-pinene (4,7%). On note aussi qu’elle est
sensiblement analogue a celle de la région de Guerrara (Ghardaia) constituée majoritairement
par le perilla aldehyde (84.43%), caryophyllene acetate (3,03%), limonene (1,71 %), o-
cadinene (1.52%) et d’isovalerate allyl (1.19 %) (Abu Zarga et al, 2013).

L’analyse chimique de I’essence d’Anethum graveolens L. a permis d’identifier 1’apiol et
le carvone comme composés majoritaires avec 32.78% et 31.04% respectivement, suivi par
le limonene 21,26%, accompagnés dautres constituants a des teneurs relativement faibles :
piperitone 6,11% et le a-phellandrene 3.28%, le tout totalisant environ 94,47%.

Selon Small (2006), I’huile essentielle de 1'aneth se compose au moins de 10 composés
aromatiques différents, carvone, le limonene et le a-phellandréene constituent
approximativement les 90%. Attokaran (2011) indique que le constituant majoritaire de

I’essence des graines d'aneth c’est le carvone avec un taux de 30 a 60%.

71



Résullats et Disoussion

En effet, I’analyse chimique de 1’huile essentielle des graines d’Anethum graveolens L. a
fait I’objet de nombreux travaux. L’HE d'aneth d'Ouzbékistan est plus riche en carvone
(73,61%), suivi du limonene (14,69%), cis-dihydrocarvone (5,87%), diplaniol (2,16%) et 1,2-
diethoxyethane (1,43%) (Yili et al, 2009). De méme I’essence d'aneth de la Roumanie est
constituée majoritairement par le carvone (75,21%), suivi du limonene (21,56%) et le trans-
dihydrocarvone (3,02%) (Radulescu et al, 2010). Alors que de I’Inde est plus riche en
limonene (42,67%), suivi du carvone (22,50%) et dill apiole (15,92%) (Attokaran, 2011).

La composition chimique de notre essence présente qualitativement le méme profil
chimique que celui de la Chine analysée par Tian et al. (2011) donc, les principaux
constituants sont le carvone (41.5%), le limonene (32.6%) et I’apiol (16.8%). On note aussi
qu’elle ressemble relativement a celle de I'lran qui est dominée par la D-carvone (36.09%)
suivi du limonene (19.89%), de I’apiole (16.83%), et la E-dihydrocarvone (7.36%) et Z-
dihydrocarvone (6.59%) (Roomiani et al, 2013).

Par contre, la composition chimique d’une HE d'aneth originaire de la chine analysée par
Yili et al. (2006) est completement différente, elle est composée principalement par le n-
pentacosane (27.96%), dioctylester de 1,2-phenyldicarboxylic acid (25.10%), suivi du
octacosane (13.81%), tricosane (9.14%) et n-nonacosane (6.85%).

Cependant, I’huile essentielle d’Islande est caractérisée par sa richesse en a-phellandréne
(56,5%) suivi par dill ether (20,8%), limonene (10,9%) et p-cymene (3,8%) (Vera et Chane-
Ming, 1998). L’HE d'aneth de la Turquie (cultivée dans des conditions organiques) est
sensiblement analogue & celle d’Islande constituée majoritairement par le a-phellandrene
(47,74%), suivi du p-cymene (10,24%), dill ether (9,84%), trans-anethole (9,42), B-
phellandrene (7,91%) et limonene (6,97%) (Orhan et al, 2013).

Généralement, la teneur et la composition chimique des huiles essentielles varient
considérablement d’un échantillon a I’autre en fonction de I’origine des plantes et de la
période de végétation, dépend aussi d’autres facteurs tels que I’espece, les influence
environnementales et le patrimoine génétique (Bounatirou et al, 2007; Amarti et al, 2008 ;
Amarti et al, 2010).
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Tableau 12. Composition chimique de 1’essence Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.

N° IK Composés Ss Aire | N° IK Composés Ss Aire
% %
1 926 tricyclene 0.11 18 1285 bornyl acetate 0.45
2 931 a-thujene 0.20 19 1290 thymol 22.26
3 937 1R-a-pinene 1.52 20 1298 carvacrol 2.79
4 953 camphene 3.00 21 1355 thymol acetate 0.83
5 980 B-pinene 0.17 22 1409 a-gurjenene 0.10
6 991 myrcene 0.27 23 1418 [3-caryophyllene 0.41
7 1018 a-terpinene 0.28 24 1454 a-caryophyllene 0.10
8 1026 p-cymene 3.62 25 1461 allo-aromadendrene 0.17
9 1030 R-limonene 0.79 26 1493 viridiflorene 0.10
10 1062 y-terpinene 0.85 27 1505 a-amorphene 0.19
11 1088  o-terpinolene 0.18 28 1524 A-cadinene 0.35
12 1098 linalool 0.25 29 1576 (-)-spathulenol 0.71
13 1139 L-camphor 0.18 30 1581 caryophyllene oxide 0.22
14 1156 isoborneol 8.15 31 1590 viridiflorol 0.28
15 1165 borneol 11.04 32 1653 a-cadinol 0.21
16 1177 terpin-4-ol 1.49 33 1689 shyobunol 0.13
17 1189  a-terpineol 32.65
Total 94,05 %

IK: Kovats indices
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Fig 16. Profil chromatographique de I’huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et

Dur. (les numéros des pics peuvent s’identifier dans le tableau 11).
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Tableau 13. Composition chimique d’huile essentielle d’Artemisia campestris L.

N° IK Composés Ss Aire | N° IK Composés Ss Aire %
%
1 939 a-pinene 200 | 14 1565 ledol 0.60
2 980 B-pinene 2.43 15 1568  caryophyllene alcohol 0.82
3 991 myrcene 0.49 16 1576 spathulenol 27.81
4 1026 p-cymene 0.78 17 1581 caryophyllene oxide 4.10
5 1031 limonene 2.46 18 1596 cedrol 1.60
6 1271 perilla aldehyde 4.86 19 1606 [3-oplopenone 0.74
7 1418 B-caryophyllene 0.56 20 1649 B-eudesmol 1.12
8 1480 germacrene D 0.70 21 1653 a-cadinol 2.79
9 1486 a-curcumene 5.47 22 1697 Z,E-farnesol 19.08
10 1493 viridiflorene 0.37 23 1725 trans-farnesol 0.75
11 1516 1,3-dimethyl-1-cyclohexene 0.42 24 1789 8-a-acetoxyelemol 10.10
12 1524 d-Cadinene 0.93 25 1796 a-bisabolol acetate 6.21
13 1564 trans-nerolidol 2.40
Total 99,59 %
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Fig 17. Profil chromatographique de I’huile essentielle d’Artemisia campestris L. (les

numéros des pics peuvent s’identifier dans le tableau 12).
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Tableau 14. Composition chimique d’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. &

Dur.
N° IK Composes Ss Aire | N° IK Composeés Ss Aire %
%
1 939 a-pinene 3.14 11 1285 bornyl acetate 0.22
2 953 camphene 0.24 12 1295 perilla alcohol 0.67
3 980 B-pinene 0.65 13 1376 a-copaene 0.77
4 991 B-Myrcene 0.41 14 1418 caryophyllene 0.15
5 1011 3-Carene 0.63 15 1486 a-curcumene 0.21
6 1031 limonene 8.29 16 1494 bicyclogermacrene 0.14
7 1165 borneol 0.20 17 1504 beta-dihydroagarofuran 0.34
8 1189 a-terpinéol 0.15 18 1576 spathulenol 0.47
9 1239  cuminaldehyde 0.19 19 1653 a-cadinol 0.13
10 1271 perilla aldehyde 81.62
Total 98,62 %
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Fig 18. Profil chromatographique de I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. &

Dur. (les numéros des pics peuvent s’identifier dans le tableau 13).
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Tableau 15. Composition chimique d’huile essentielle d’Anethum graveolens L.

N° IK  Composés SsAire | N° IK  Composés Ss Aire
% %
1 937 1R-a-pinene 0.54 9 1139 L-camphor 0.53
2 976  sabinene 0.20 10 1184 Dill ether 0.67
3 991 myrcene 0.19 11 1193 dihydrocarvone 0.30
4 1001 2-carene 0.22 12 1200 E-dihydrocarvone 1.18
5 1005 a-phellandrene 3.28 13 1242 carvone 31.04
6 1026 p-cymene 0.51 14 1252 piperitone 6.11
7 1031 limonene 21.26 15 1680 apiol 32.78
8 1076 o-Isopropenyltoluene 0.12
Total 98,93 %
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Fig 19. Profil chromatographique de I’huile essentielle d’Anethum graveolens L. (les numéros
des pics peuvent s’identifier dans le tableau 14).

IV. Résultats d’activité antifongique des huiles essentielles
IV.1. Croissance radiale sur milieu solide, Sporulation et germination

L’activité antifongique des huiles essentielles a fait 1’objet d’un grand nombre de
publication a 1’échelle internationale, dont plusieurs ont spécifiquement noté la forte activité
sur les champignons filamenteux (Giordani et al, 2006 ; Kaloustian et al, 2008 ;
Bendimerad et al, 2009 ; Bssaibis et al, 2009 ; Amarti et al, 2010). Cependant rares sont
ceux qui ont été consacrés a I’activité antifongique de nos quatre essences et ces resultats
ont été confirmes dans le présent travail, une importante activité a été témoignée contre ces

moisissures.
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Les résultats de ’activité antifongiques des huiles essentielles sont consignés dans les
tableaux 15, 16, 17 et 18. Les résultats de la méthode de contact directe montre que nos
essences ont exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis la croissance mycélienne
des septe souches fongiques testees.

L’huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. a inhibé la croissance de toutes
les souches fongique a partir d’une faible concentration de 1’ordre de 1/880 v/v. le Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis, Alternaria alternata et Cladosporium sp se sont montrés plus
sensibles que les autre champignons, ils ont été inhibés a partir de 1/1660 v/v. Notant
qu’Aspergillus ochraceus a été inhibé a partir de 1/1150 v/v. La concentration 1/370 v/v a été

fongicide pour toutes les souches testées.

Tableau 16. Activité antifongique de 1’huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et
Dur. sur la croissance radiale, sporulation et germination exprimées en (%)

A. A. . F.oxysporum P. Alternaria Cladosporium
A.niger .
flavus  ochraceus f.sp. Albedinis expansum alternata sp
P 0 0 0 0 0 0 0
Témoin I 0 0 0 0 0 0 0
Iy 0 0 0 0 0 0 0
p, 2941%x0.1 5+0.3 40+02 25,3902 21,81#0.5  9,09+0.1 9,090.1
1(’\;?\9;’ |, 3L14103 2007:02 '0,93t05 26542001  3486:0.6 4223t02 2457201
I, 115#03 1404104 4,18+05  6,38+0.2 5,23+0.6 2,640.3 8,370.2
P, 7647 68,75 76,47 100 7 56,36£0.4 100 100
1’\}?\90 Ic 5722  4387x06 66,74 100~ 52.24¥04 100 100
(VIV) |, 86704 23,03+03 356104 29,7802 30,15#0.5  21,35+0.3  30,72+0.2
P, 100 ® 1007 ® 1000® 1007 ® 1007 ® 1007 ® 1007 ®
1\//9;3/0 L 100 10~ 100 100 100 100 100
(VIV) I, 381503 39,32:04 11,3604  40,42+03 38,62#0.4 36,97+0.3  52,51%0.2
P, 100 1007 100 100 100 100 100
(1\’/1/58 I, 100 10 100 100 00 100 100
I, 5606+0.2 57,3+0.3 i549+0.3  50,53:04  66,13+0.2  52+0.1 79,88+0.1
P, 100 100 100 100 100 100 100
(1\’/1/(\)/(; L 100 00 100 100 100 100 00
I, 803401 89,88~ '591+0.2  6542+0.2 85,71 83,85 89,38
CMI
1/880 1/1150 1/880 1/1660 1/880 1/1870 1/1870
(VIV)

P, : Croissance radiale ; Is: Sporulation ; I, : Germination ; F : Effet fongicide

* Significatif a p < 0.05; ** Significatif a p < 0.01;*** Significatif a p < 0.001 en accord
avec les témoins.

Note : CMI (V/V), est la concentration minimale inhibitrice de la croissance radiale.

Beaucoup de travaux ont souligné I’efficacité de la bioactivité de 1’huile essentielle et

I’extrait de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. Les études de Gourine et al (2012) ;
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Belmekki et Bendimerad (2012) ont montré que ’essence et 1’extrait methanolique de cette
plante ont un bon effet antioxydant, et ils représentent un potentiel important comme
antioxydant naturel. De méme, d’autres travaux ont révélé que cette essence exerce une
grande activité inhibitrice sur le Staphylococcus aureus, 1’Escherichia coli et le Klebsiella
pneumoniae, le Bacillus subtilis, le Listeria monocytogenes, 1I’Enterococcus faecalis, le
Proteus mirabilis et le Salmonella tiphymirium (Laouer et al, 2004 ; Bendahou et al, 2008).
Cependant, I’huile essentielle d’Artemisia campestris L. s’est avéré relativement la moins
active sur la croissance myceélienne par rapport aux autres huiles, ceci est bien clair en
comparant les concentrations inhibitrices (Tableau 16). La majorité des souches testées n’ont
été inhibées qu’avec de fortes CMlIs (1/70 et 1/80 v/v), suivi par A. ochraceus et Alternaria
alternata (1/200 v/v), tandis que le F. oxysporum f.sp. albedinis et le P. expansum sont les plus
sensibles, ils ont été inhibés a partir de 1/800 (v/v) et 1/500 (v/v) respectivement. Cette esence

n'exerce aucun effet fongicide, elle posséde un effet fongistatique.

Tableau 17. Activité antifongique de 1’huile essentielle d’Artemisia campestris L. sur la
croissance radiale, sporulation et germination exprimées en (%)

A. A. . F.oxysporum P. Alternaria Cladosporium

flavus ochraceus A.niger f.sp. Albedinis  expansum  alternata sp
P 0 0 0 0 0 0 0
Témoin g 0 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0 0

P, 41,27+0.2 60,22+0.1 4,76x0.3 37,14+0.2 24,32+40.1  56,86x0.2 25,64+0.4

1(/\353\%) I 20+0.1 21,42+0.2 13,2520.1 87,520.2 27,58+0.3  86,88+0.2 80,43+0.1
I, 904"  7894x0.3 87,74x0.1 68,7+0.2 65,33+0.2  85,710.1 88,03 "

P, 57,14+0.3 87,63+0.3 26,19+0.2 91,43" 51,35#0.2  74,51+0.1 35,89+0.2

1(/\}5’\9? Is 54,281:*0.2 71,4240.2 24,09J_ro.*3 100 ™ 84,481(*);2 95,08 84,7819;3
I, 96 87,2240.1 92,25 88,54+0.2 95,33 93,71 95,72

P, 74,60£0.1 90,55 " 50+0.2 100 ™ 100 88,24+0.1 56,41+0.3

(1\//%; Is 74,2812.2 85,7110*.2 38,55103 100 100 98,36 100
I, 976 93,23 95,48 96,18 100 96,57 98,29

P, 9365 100 ™" 64,28+0.1 100 ™ 100 100 ™ 79,49+0.2

(1\//1/5/(; I 100 92,85)*: 93,97: 100 100 100 100
I, 100 100 98,7 100 100 98,28 100

P, 96,827 100 90,48 " 100 100 ™ 100 ™ 84,46+0.1

e M M - M S
I, 100 100 100 100 100 100 100

(%/w) 1/70 1/200 1/70 1/800 1/500 1/200 1/80

P, : Croissance radiale ; Is: Sporulation ; I, : Germination

* Significatif a p < 0.05; ** Significatif a p < 0.01;*** Significatif a p < 0.001 en accord
avec les temoins.
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Akrout et al. (2011) qui ont montré que
I’essence d’Artemisia campestris L. posséde une faible activité antioxydante en comparaison
avec I’extrait aqueux et organique. Dans une autre étude ralisée par Akrout et al. (2010) sur
trois huiles essentielles (Artemisia campestris L., Artemisia herba alba et Thymus capitatus)
originaires du sud de la Tunisie, les résultats ont montré que I’HE d’ Artemisia campestris L.
s'est avérée moins antioxydante et moins efficace vis-a-vis l'activité antibactérienne de six
bactéries par rapport aux autres huiles, elle posséde une action inhibitrice contre Escherchia
coli (18 mm), Klebsiella pneumoniae (10 mm), Serratia marcescens (5 mm) et Citrobacter
frendii (10 mm) et inavtive contre Pseudomonas aerogunosa et Enterobacter amnigenus.
Cependant, Ghorab et al. (2013) ont signalés que les souches les plus sensibles sont
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.

Par contre, I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. est avérée le plus
efficace sur la croissance des moisissures parmi les quatres essences. Toutes les souches ont
été inhibées a une trés faible concentration de 1/3000 (v/v). le Fusarium oxysporum
f.sp.albedinis, Cladosporium sp et Penicilluim expansum sont les plus sensibles, ils ont été
inhibés a partir de 1/8500 (v/v), tandis que 1’Alternaria alternata & une concentration de
1/8000 (v/v). L’HE d'’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. est fongicide pour Alternaria
alternata, F. oxysporum, P. expansum et Cladosporium sp a une concentration de 1/7500
(v/v), alors que pour A. flavus a 1/1500 (v/v) et pour A. ochraceus et A. niger a 1/370 (v/v).

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. a
été testée par Abu Zarga et al. (2013) contre huit bactéries, ils ont trouvé que I'huile pure
était le plus actif contre Micrococcus luteus (20 mm), tandis que modérément active contre
Bacillus subtilis (14 mm), Staphylococcus aureus (12 mm), Streptococcus faecalis (10 mm)
et Klebsiella pneumoniae (8 mm). En outre, elle était inactive contre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhi. Signalons a ce passage que, l'activité anti
tumoral de cette essence a été testée contre les lignées cellulaires de cancer MCF7 et T47D et

les résultats n'ont montré aucune activité.
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Tableau 18. Activité antifongique de 1’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss.

& Dur. sur la croissance radiale, sporulation et germination exprimées en (%)

A. A. . F.oxysporum P. Alternaria Cladosporium
A.niger s
flavus ochraceus f.sp. Albedinis  expansum  alternata sp
P 0 0 0 0 0 0 0
Témoin g 0 0 0 0 0 0 0
Iq 0 0 0 0 0 0 0
L7500 P, 73,33+0.3 60,65+0.6 50+0.2 100" ® 1007 ® 1007 ® 100" ®
(VIV) Ig 48,7580.6 100"  41,81%0.3 100™" 100™" 100™" 100™"
l, 95417 1007 97,777 100" 100" 100" 100"
p, 1000 ® 1007 1007 1007 1007 1007 1007
16290 . 100 100~ 100 100 100 100~ 100~
(VIV) [, 1000 1000 100 100" 100" 100 100
p, 1000 1000 ® 1007 ® 1007 1007 1007 1007
1/370 —
Is 100 100 100 100 100 100 100
(VIV) —=
I, 100 100 100 100 100 100 100
P, 100 100 1007 1007 100 100 100
1/150 —
Wy s 100 100 100 100 100 100 100
|, 1007 1007 1007 1007 1007 1007 1007
P 1007 1007 1007 1007 1007 1007 1007
1/100 —
Vi s 1007 1007 1007 1007 100” 1007 1007
|, 1007 1007 100" 100" 100 100 100
((\:/IXI/I) 1/5000 1/4000  1/3000 1/8500 1/8500 1/8000 1/8500

P, : Croissance radiale ; Is: Sporulation ; I, : Germination ; F : Effet fongicide

* Significatif a p < 0.05; ** Significatif a p < 0.01;*** Significatif a p < 0.001 en accord

avec les témoins.

L’huile essentielle d'Anethum graveolens L. vient en troisiéme position parmi les
différentes essences vis-a-vis la croissance des champignons, le A. niger s’est avérée étre le
plus résistant de toutes les souches, il a été inhibé a partir d’une forte concentration de 1/180
v/v. Le reste des souches fongiques ont été inhibées avec des CMIs s’échelonnant entre 1/500
et 1/750 vlv, alors qu’Alternaria alternata s’est montré plus sensible que les autres
champignons (1/6500 v/v). Cette huile essentielle est fongicide pour toutes les souches a une
concentration de 1/370 (v/v), sauf A. niger a 1/150 (v/v).

Par ailleurs, I’activité antifongique de I’essnce des grains d'Aneth a été testée in vitro par
Tian et al. (2011), les résultats ont montré qu’une CMI de 2 pl/ml était suffisante pour inhiber
toutes les champignons testés (Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger et

Alternaria alternata).
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Singh et al. (2005) attestent que I'huile essentielle d'Aneth peut étre considérée comme une
source antimicrobienne naturelle, car elle a montré une activité antibactérienne importante
contre le Pseudomonas aeruginosa et antifongique tres efficace contre le Penicillium citrinum
et I’Aspergillus niger, alors qu’elle a inhibée totalement la croissance du Fusarium
graminearum a une dose de 6 pl. En comparaison I’huile essentielle d'aneth d'ouzbékistan a
inhibée la croissance de Staphylococcus aureus et Candida albicans avec une CMI de 0.273
et 0.00273 mg/ml respectivemen (Yili et al, 2009). De méme, une étude récente réalisée par
Roomiani et al. (2013) a montré que cette essence inhibe la croissance de Streptococcus iniae
I’agent pathogene zoonotique du poisson d'élevage, avec une CMI de 7,8 pg/ml.

Enfin, on peut ajouter que 1’essence de cette plante posséde une puissante activité anti-
enzymatique contre 1’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase (Orhan et al, 2008).

Tableau 19. Activité antifongique de 1’huile essentielle d’Anethum graveolens L. sur la

croissance radiale, sporulation et germination exprimées en (%)

A. A. . F.oxysporum P. Alternaria Cladosporium
A.niger o
flavus ochraceus f.sp. Albedinis expansum  alternata sp
P 0 0 0 0 0 0 0
Témoin g 0 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0 0
) P, 839+0.2 11,62+0.3 11,9404  36,3620.1 36,53+0.2  58,82+0.2 23,80+0.3
1/7500
(VIV) I 50£0.3 22,07+0.2 31,57#0.1  44,44+0.2 20%0.3 29,160.2 51,25+0.1
I, 739102 77+0.1  70,30+0.3  88,50%0.1 81,0502  92,85+0.3 89,09+0.2
11500 P, 51,56+0.1 23,25+0.3 30,91+0.2  4545+0.1 42,30+0.2 1007 50,33+0.2
VIV) I 1007  42,85+0.2 78,97+0.1 1007 42+0.3 1007 61,25+0.2
I, 91,30 92" 87,2840.1 1007 94,73 1007 94,44™
p, 1007® 1007 ®  77.61+0.2 1007 ® 1007 ® 1007 ® 1007 ®
1/370 I 100*** 100*** 100*** 100*** 100*** 100*** 100***
(VIv) =2
I, 100 100 100 100 100 100 100
/ P, 1007 1007 1007 ® 1007 1007 1007 1007
(]'Vjislo) I S 100*** 100*** 100*** 100*** 100*** 100*** 100***
I, 1007 100" 1007 1007 100" 100" 100"
p 1007 1007 100" 1007 100" 100" 100"
1/100 —
VIV) ls 1007 1007 100" 100" 1007 100" 100"
I g 100*** 100*** 100*** 100*** 100*** 100*** 100***
(%/'X'/') 1/550 1/550 1/180 1/750 1/500 1/6500 1/600

P, : Croissance radiale ; Is: Sporulation ; I, : Germination ; F : Effet fongicide

* Significatif a p < 0.05; ** Significatif a p < 0.01;*** Significatif a p < 0.001 en accord

avec les témoins.
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Photo 13. Effet de I’huile essentielle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. sur A. flavus

Photo 15. Effet de 1’He de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. sur A. ochraceus
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Photo 17. Effet de I’huile essentielle (v/v) de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. sur

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
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Photo 18. Effet de I’huile essentielle (v/v) de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. sur
Alternaria alternata
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Photo 19. Effet de I’huile essentielle (v/v) de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. sur

Cladosporium sp

Photo 21. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Artemisia campestris L. sur A. niger
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Photo 22. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Artemisia campestris L. sur Aspergillus

ochraceus
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Photo 23. Effet de 1’He (v/v) d’Artemisia campestris L. sur Penicillium expansum

Photo 24. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Artemisia campestris L. sur Fusarium

oxysporum f.sp. albedinis
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Photo 25. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Artemisia campestris L. sur Alternaria alternata
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Photo 26. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur A.

flavus
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Photo 27. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur A.

niger
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Photo 28. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur

Aspergillus ochraceus
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Photo 29. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur

Penicillium expansum
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Photo 30. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
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Photo 31. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur

Alternaria alternata

Photo 32. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. sur

Cladosporium sp

1/1500 1/370 1/150 1/100

Photo 33. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur A. flavus
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Photo 34. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur A. niger

Photo 35. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Aspergillus

ochraceus

Photo 36. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur sur Penicillium

expansum
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Photo 37. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Fusarium

oxysporum f.sp. albedinis
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Photo 38. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Alternaria alternata

Photo 39. Effet de I’huile essentielle (v/v) d’Anethum graveolens L. sur Cladosporium sp
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D'aprés notre recherche bibliographique approfondie, aucune étude n’a été réalisée sur
I’effet des huiles essentielles de PAM d’origine algérienne sur les différentes étapes du
développement des champignons.

Outre la croissance du mycélium, les quatre huiles essentielles ont montré, in vitro, une
activité inhibitrice des spores importante vis-a-vis les deux autres stades de développement, la
germination et la sporulation, contre la plupart des souches testées.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus dans cette étude réveélent une inhibition
significative par les huiles essentielles ou leur fraction volatile tant sur la sporulation
des spores que sur la croissance mycélienne des champignon. Néanmoins, leur action sur
la germination est ainsi trés favorable. Les résultats de I’effet inhibiteur des huiles essentielles
sur la germination et la sporulation sont résumeés dans les tableaux ci-dessus (15, 16, 17 et 18).

Une concentration de I’HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. 1/370 v/v était
suffisante pour inhiber la sporulation de toutes les souches fongiques ; Cladosporium sp,
Alternaria alternata et Fusarium oxysporum f.sp. albedinis sont les souches les plus sensibles,
ont été inhibées avec une faible dose de 1/1500 (v/v). Cependant, pour la germination des
spores, les résultats (tableaux 15) ont montré que le pourcentage d’inhibition augmente
proportionnellement avec la concentration et inversement avec le nombre moyen des spores
germées jusqu’a un taux d’inhibition plus ¢élevé a la concentration 1/100 v/v. Notant
qu’Aspergillus ochraceus présente le taux le plus élevé (89.88%).

L’HE d’Artemisia campestris L. exerce une activité inhibitrice de sporulation et
germination des spores plus importante que la croissance radiale et plus meilleur que 1’effet
de I’essence Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. sur la germination. Toutes les souches ont
été inhibées de sporuler et germer a une concentration de 1/100 v/v. Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis s’est montré plus sensible que les autres champignons vis-a-vis la sporualtion
(1/1500 v/v) et P. expansum vis-a-vis la germination (1/370 v/v).

Par ailleurs, I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. est avérée le plus
active entre tous les essences. Une concentration de 1/1500 (v/v) était suffisante pour inhiber
la sporulation et la germination des spores de sept souches fongiques. A. ochraceus, Fusarium
oxysporum f.sp.albedinis, Penicilluim expansum, Cladosporium sp et Alternaria alternata se
sont montré les plus sensibles, ont été inhibees a partir d’une trés faible concentration de
I’ordre de 1/7500 (v/v)

L’essence d'Anethum graveolens L. posséde un effet moins important que I’HE
d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. L’inhibition totale de la sporulation et la

germination des spores de toutes les moisissures a été signalée avec une concentration de
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(1/370 v/v). Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et Alternaria alternata se sont montré plus
sensibles que les autre champignons, ils ont été inhibés a partir de 1/1500 (v/v), notant a ce
passage qu’A flavus a été inhibé de sporuler avec cette concentration.

Oussalah et al. (2007) attestent que les huiles essentielles inhibent la germination des
spores, I'élongation du mycelium, la sporulation et la toxinogénése chez les moisissures.

Les résultats ci-dessus ne varient pas seulement selon la nature de I’huile essentielle,
mais également suivant 1’espéce fongique. Magan et Olsen (2004) ont montré 1’existence
de cette différence de sensibilité¢ a I’huile entre différentes espéces appartenant aux mémes
genres et entre les diverses structures fongiques du méme genre: spores, sclérotites et
fragments mycéliens.

L’inhibition de la sporulation est liée a une inhibition de la croissance mycélienne,
notamment avec les concentrations élevées en huile essentielle. Le nombre de conidies
est souvent plus €levé chez les especes qui résistent le plus a I’effet antifongique des huiles
essentielles, tel est le cas du A niger et A. ochraceus. En outre, ou la sporulation est stimulée
les mycelia sont plus denses et moins grands que le témoin.

Richter (1993) affirme que les huiles esssentielles ont des fonctions multiples I'un de ces
fonctions c'est I'inhibition de la germination des champignons. L'activité inhibitrice de trois
terpenes citronellol, menthol et a-terpinéol (composé majoritaire (32,65%) de Saccocalyx
satureioides Coss. et Dur.) a été déja prouvé par Belaiche et al. (1996) sur la germination des
spores d’Aspergillus flavus, A. parasiticus et A. niger.

L’empéchement de la germination des conidies est di aux composés volatils des huiles
essentielles. La germination des conidies est la premiere étape essentielle dans la
séquence d'opérations menant a I'établissement d'un tube germinatif et d'un hyphe, par
la suite. Le processus commence par I'hydratation suivie de I’action des enzymes lytiques
telles que le chitinase et a et B - glucanases. Ceci décompose la paroi cellulaire des conidies
épaissie pour permettre I'apparition du tube digestif initial. Une fois que cet événement a lieu,
il y a un équilibre entre les systémes lytiques et synthétiques d'enzymes nécessaires pour la
prolongation normale des hyphes. Un déséquilibre dans l'un ou l'autre systéme d'enzymes
méne a l'inhibition et/ou a I’empéchement de croissance (McEwan, 1994). Il s'avérerait
que ces événements sont fortement susceptibles & la rupture par les composants d’huile

volatile.
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Fig 20. Comptage des spores dans la cellule de Malassez par microscope optique (x10) (x40)

Fig 21. Observation microscopique (x40) des spores germées et non germées d’Alternaria
alternata

Fig 22. Observation microscopique (x40) des spores germées et non germées d’A. ochraceus

Les huiles essentielles sont reconnues par leurs composants naturels, comme
les monoterpénes, diterpénes et les hydrocarbures avec des groupes fonctionnels divers.

Selon Akono et al. (2012) I’activité biologique d’une huile essentielle est liee a sa
composition chimique, leur structure et les groupes fonctionnels de leurs constituants (alcools,
phénols, composés terpéniques et cétoniques), ainsi les proportions des composés
majoritaires jouent un réle déterminant (Lahlou, 2004).
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L’importance bioactivité de 1’huile essentieclle de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. est
en relation avec leur teneur élevée respectivement en alcools terpéniques et composés
phénoliques : a-terpinéol (32,65%) et le thymol (22,26%) respectivement, ces deux composes
sont connus pour leurs propriétés antimicrobiennes (Dorman et al, 2000) et nos résultats
corroborent ceux d’autres recherches qui ont démontré que le thymol et le a-terpinéol
sont parmi les composés des huiles essentielles les plus actifs contre les champignons du
fait de leur grande solubilité dans 1’eau et donc ce qui leur confére une haute habilité
a penétrer les parois des cellules fongiques (EIl Ajjouri et al, 2008 ; Bourkhiss et al, 2007).
Alors que pour I’huile essentielle d” Artemisia campestris L. est due au sesquiterpénes
oxygénés représentés par le spathulenol (27,81%) et le Z,E-farnesol (19,08%), concernant elle
est moins active comparée aux autres essences, celle ci peut étre due a la présence dans
I’huile d’ Artemisia campestris L. des monoterpenes hydrocarbonés tel que limonene
(2,46%), P-pinene (2,43%) et o-pinene (2%) reconnus pour leur faible activité
antimicrobienne méme en quantités relativement faibles (Amarti et al, 2010), leur faible
solubilite dans l'eau limite leur diffusion a travers les parois des cellules microbiennes
(Sokovi¢ et al, 2007). Tandis que pour I’huile d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.,
cette importance bioactivité est essentiellement due a sa richesse en  composés
monoterpéniques oxygénés représenté par perilla aldehyde (81,62%). Quant I’essence
d’Anethum graveolens L. est en relation avec leur teneur élevé en apiol (composé d’ester)
(32.78%) et en carvone (cétone terpéniques) (31,04%), car le limonene (monoterpenes
hydrocarboné) (21,26%) comme déja signalé, posséde une faible activité antimicrobienne
(Amarti et al, 2010).

Les molécules réputées actives dans une huile essentielle sont des terpénoides, car les
hydrocarbones saturés et les acétates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur
faible capacité de liaisons hydrogene et de leur faible solubilité (Griffin, 1999 ; Wyllie et
al, 1999). Les composants des HEs tels que les terpénes affectent non seulement la
perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les membranes cellulaires. Ces composes
peuvent traverser les membranes cellulaires, pénétrent ainsi a l'intérieur de la cellule et
interagissent avec des sites critiques intracellulaire tels que les enzymes et les protéines, ce
qui conduit a la mort cellulaire (Omidbeygi et al, 2007 ; Cristani et al, 2007).

Akrout et al. (2010) ont rapporté que la présence d’une fonction oxygéne dans la structure
(tel serait le cas de composés oxygénés comme le spathulenol et Z,E-farnesol dans I’HE d’
Artemisia campestris L. et perilla aldehyde dans I’'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. &
Dur.) augmente les propriétés bactériostatique et fongistatique des terpénoides, ils présentent
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une forte activité antimicrobienne plus que les monoterpénes hydrocarbonés. De méme les
terpenes carbonylés (comme le carvone) et les esters (comme apiol) peuvent aussi participer
a I’effet antibactérien et antifongique, ils augmentent I'action bactériostatique et fongistatique.

Sokovi¢ et al. (2007) ont indiqué que les cetones, aldéhydes et alcools terpénique
possédent une activité antibactérienne et antigongique, dont cette bioactivité est liée au groupe
fonctionnel présent dans la structure, mais dans tous les cas associée a I'hydrogéne. Ainsi in-
vitro, une activité antimicrobienne plus €levée des terpénes oxygénés en comparaison des
terpénes hydrocarbures a été observée (Griffin et al, 1998 ; Dorman et Deans, 2000 ; Cox
et al, 2000).

Par ailleurs, I’efficacité des composés phénoliques et des alcools terpéniques a été
démontrée par Tripathi et al. (1985) sur les champignons tels que Alternaria alternata
et Colletotrichum capsicii. Dans une autre étude, Chaumont et Leger (2001) ont testé 12
composés aromatiques vis-a-vis de huit souches pathogenes Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Microsprum canis et Trichophyton spp. lls concluent que les phénols sont plus
antifongiques. lls présentent également des propriétés fongistatiques tres marquées.

En paralléle, Beaucoup de travaux ont souligné I’efficacité antifongique des phénols et
alcools terpéniques et plus particuliérement celle du thymol et/ou du a-terpinéol (Crespo
et al, 1990 ; Cosentino et al, 1999 ; Arras et al, 2001 ; Chebli et al, 2003 ; Hammer et al,
2003 ; Pepeljnjak et al, 2003). Des études réalisées par 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS, 1999) ont également montré que le thymol possede une forte activité
antifongique et antibactérienne contre de nombreuses espéces, y compris Aspergillus sp.,
S. aureus et E. coli. Cosentino et al. (1999) attestent que plus les teneurs en phénols sont
élevées, plus I’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles est grandes.

Contre les champignons, les phénols et les alcools terpéniques des huiles essentielles
provoquent  plusieurs dégats tels que des perturbations morphologiques des hyphes
mycéliens, la rupture de la membrane plasmique et I’altération de la structure des
mitochondries (Arras et al, 2001 ; De Billerbeck et al, 2001). Selon Farag et al. (1989), la
présence des groupements OH dans les composés phénoliques est capable de former des
liaisons hydrogénes avec les sites actifs des enzymes et d'accroitre I'activité antimicrobienne.

Dailleurs, le mécanisme de la toxicité phénolique et alcoolique est basé aussi sur
I’inactivation des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur site actif (Farag
et al, 1989 ; Cowan, 1999). Les terpenes phénoliques et alcooliques agissent aussi en se

fixant sur les groupes amine et hydroxylamine des protéines membranaires microbiennes
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provoquant 1’altération de la perméabilité et la fuite des constituants intracellulaires (Knowles
et al, 2005 ; Lopez-Malo et al, 2005).

Dans une étude réalisée par Tian et al. (2011), I’observation microscopique d’Aspergillus
niger avec microscope électronique a balayage aprés traitement par 1’huile essentielle des
grains d’Anethum graveolens L. (1 pl/ml) a révélé des modifications dégénératives dans les
tétes des conidies et la morphologie des hyphes, diminution dans les diametres des hyphes,
des agrégats hyphes échaudés et un gonflement de la paroi fongique. Pour bien élucider le
mécanisme d'action antifongique de cette essence, I'effet sur la membrane plasmique et les
mitochondries d'Aspergillus flavus a été étudiée. La Iésion de la membrane plasmique est
déterminée par la cytométrie en flux et vérifiée par I'inhibition de la synthése de I'ergostérol.
Les résultats ont montré que I'huile essentielle a provoqué : des changements morphologiques
dans les cellules d’A. flavus, une diminution de la quantité d'ergostérol, une élévation dans le
potentiel de la membrane mitochondriale (MMP), une diminution dans les activités d’ATPase
et déshydrogénase mitochondriales et par conséquent une accumulation d'especes réactives de
I'oxygene (ROS).

L’efficacité antifongique d’une huile essentielle peut étre due aussi a 1’effet synergique
entre leurs constituants (Dorman et al, 2000), plus en détails, Tian et al. (2011) attestent que
I’effet synergique des principaux composants d’une HE est responsable de leur activité
antifongique.

Cependant, les constituants dominants ne sont pas les seules responsables de I’intégralité
de P’activité, la totalité de la composition chimique doit étre prise en compte. Senhaji et al.
(2006) ont rapporté que les composés minoritaires joueraient également un réle important
dans I’activit¢ des HES qui sembleraient agir en synergie d’action avec les COMpPOSEs
majoritaires. A cet effet, Il est frappant de noter que la bioactivité de I’essence Saccocalyx
satureioides Coss. et Dur., peut étre due aussi a I’effet synergique entre le thymol (22.26%) et
le carvacrol (2.79%) car, la synergie entre ces deux phénols a été constatée dans plusieurs
études (Crespo et al, 1990 ; Didry et al, 1993 ; Deferera et al, 2000).

En effet, certaines études ont montré que ’activité antimicrobienne des huiles essentielles
peut étre supérieure a celle de ces composés majoritaires testés séparément (Lahlou et al,
2004). Donc, la dominance d’activité des essences sur celle d’un composant majoritaire
confirme bien I’effet de synergie que pourrait apporter les composants minoritaires a I’activité
des HEs (Franchomme, 1981 ; Lahlou et al, 2004). De cette maniére, la valeur d’une huile
essentielle tienne a son « totum », c’est & dire dans ’intégralité de ses composants et non

seulement & ses composés majoritaires (Lahlou, 2004).
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IV.2. Activité antimycotoxinogene
IV.2.1. Effet sur milieu YES

Le probléeme de réduction des mycotoxines est plutét complexe, plusieurs méthodes
ont été proposées en sattaquant au développement des moisissures (activité
antifongique) (Canet, 1999). La littérature révéle qu’aucune étude n’a été publiée, a ce
jour, portant sur I’activité antimycotoxinogéne de nos essences.

Dans l'optique de compléter les testes antérieurs de nos huiles essentielles sur l'action
antifongique, nous jugeons intéressant de poursuivre cette étude et d'aller plus loin dans la
détermination de I'efficacité de ces essences végétales contre la mycotoxinogénése de
certaines souches productrices des mycotoxines : trois souche d’Aspergillus flavus et une
souche d’Aspergillus ochraceus. La technique de culture sur milieu YES a permet de tester la
production d'aflatoxine ou d'ochratoxine a partir des souches isolées. C'est un milieu riche en
vitamine B complexes, ainsi qu'il favorise la métabolisation secondaire et induit les réactions
anabolisantes (Yrjonen, 2004). Les résultats obtenus par cette technique fondée sur les
mesures de poids des biomasses formées en milieu liquide sous l'action des différentes
concentrations des huiles essentielles sont illustrés dans le tableau 19.

Communément, les essences faisant I'objet de cette étude ont montré une importante
activité inhibitrice vis-a-vis ces souches fongiques productrices des mycotoxines, a
I'exception de I’HE d’Artemisia campestris L. qui est modérément active. Oussalah et al.
(2007) attestent que les huiles essentielles agissent sur la biomasse et la production de
pseudomycélium.

Une concentration de 1/370 (v/v) de I’huile essentielle Saccocalyx satureioides Coss. et
Dur. était suffisante pour inhiber totalement les biomasses formées et donc la production des
mycotoxines de toutes les souches fongique testées. Zerroug et al (2011) ont testé et prouveé
I’effet antifongique de cette essence contre la croissance de Ascochyta rabiei et la production
de solanapyrone A, ils ont obtenu une inhibition totale pour une concentration de 6,3 mg / ml
et 1,5 mg / ml d’huile essentielle en fonction de la concentration de I’inoculum.

En revanche, I’huile essentielle d’Artemisia campestris L. est avérée le moins active sur
I’action antimycotoxinogéne par rapport aux autres huiles. Les souches d'Aspergillus flavus se
sont montrés trés resistants car, la sécrétion des mycotoxines n’a pas été inhibée totalement
méme a une grande concentration (1/100 v/v). Cependant, Aspergillus ochraceus a montré un
comportement de sensibilité différent a 1’égard de cette essence, il a été inhibé a partir de

1/150 (v/v). De méme, I’huile essentielle d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. posséde
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un bon effet contre la mycotoxinogénése des quatres souches testées, la 1°® souche d’A. flavus
(S1) a été inhibée & partir une concentration de 1/1500 (v/v), suivi par la 2°™ souche S2
(1/370 v/v) et enfin la 3*™ souche S3 (1/150 V/v). Cependant, Aspergillus ochraceus a été
inhibé a partir de 1/370 (v/v). Quant, I’essence d’Anethum graveolens L. a inhibé la formation
des biomasses mycéliennes de la 1% et la 2°™ souche (S1 et S2) & partir des concentrations de
Iordre de 1/370 v/v et 1/150 v/v respectivement. Alors que, la 3°™ souche (S3) d’A. flavus et
Aspergillus ochraceus se sont montrés plus sensible, ils ont été inhibés a une faible
concentration de 1/7500 v/v. Dans une autre étude, Tian et al. (2011) ont montré que cette
essence a la concentration de 2 pl/ml a inhibé la production de biomasse dans un milieu

liquide d’A. flavus, A. oryzae, A. niger et Alternaria alternata.

Tableau 20. Activité antimycotoxinogéne de différentes huiles essentielles exprimé en (%)

A. flavus (S1) A. flavus (S2) A. flavus (S3)  A. ochraceus
a 0 0 0 0
o b 0 0 0 0
Témoin
C 0 0 0 0
d 0 0 0 0
a 53.27+0.3 41.90+0.4 22.22+0.5 3.60+0.6
1/7500 b 22.45+0.4 20.94+0.2 13.44+0.3 9.80+0.4
(VIV) c 10.38+0.9 8.75+0.5 40.89+0.3 59.01+0.5
d 50+0.1 38+0.3 100*** 100***
a 71.270.1 51.85%0.2 49.49%0.3 28.20£0.4
1/1500 b 38.27%0.3 41.88%0.2 34.95%0.3 19.60+£0.5
(VIV) c 100*** 13.40+0.5 41. 96+0.3 90.86*
d 90* 40+0.3 100*** 100***
a 100*** 100*** 100*** 100***
1/370 b 43.37+0.3 47.12+0.2 45.7040.2 58.82+0.1
(VIV) c 100*** 100*** 71.42+0.2 100***
d 100*** 73+0.1 100*** 100***
a 100*** 100*** 100*** 100***
1/150 b 48.47+0.4 50.26%0.2 56.45+0.1 100***
(VIV) c 100*** 100*** 100*** 100***
d 100*** 100*** 100*** 100***
a 100*** 100*** 100*** 100***
1/100 b 63.78+0.2 68.06+0.2 72.58+0.1 100***
(VIV) c 100*** 100*** 100*** 100***
d 100*** 100*** 100*** 100***

a : Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.; b : Artemisia campestris L. ; ¢ : Ammodaucus
leucotrichus Coss. & Dur. ; d : Anethum graveolens L. ; S : Souche
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Photo 40. Aspergillus flavus (S3) cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de I’HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.

Photo 41. Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de I’HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.

1/7500 1/1500 1/370 1/150 1/100

Photo 42. Aspergillus flavus (S2) cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de I’HE d’Artemisia campestris L.
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Photo 43. Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de I’HE d’Artemisia campestris L.

Photo 44. Aspergillus flavus (S1) cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de ’'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

Photo 45. Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de ’'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.
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Photo 46. Aspergillus flavus (S1) cultivée en milieu YES en présence des differentes
concentrations (v/v) de I’HE d’Anethum graveolens L.

1/7500 1/1500 1/370 1/150 1/100

Photo 47. Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en présence des différentes
concentrations (v/v) de ’HE d’Anethum graveolens L.

1V.2.2. Révélation des souches productrices de mycotoxines par CCM

Les résultats de la derniére tentative démontrant ’effet des HES sur la synthése des
mycotoxines révélé par la chromatographie sur couche mince sont présentés sur les
chromatogrammes (Fig 56, 57, 58, 59, 60, 61 et 62).

Les CCMs ont montré une bonne séparation chromatographique car les éluants choisis
(chloroforme/ acétone ; v/v) ont donné une meilleure migration des spots (séparation visible).

Cette séparation chromatographique sur couche mince a permet de confirmer les résultats

obtenus avec ceux des biomasses formées.
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Les espéces Aspergillus flavus produisent une seule toxine Aflatoxine B1 (AFB1) qui
apparait avec une fluorescence bleue, alors que I’espéce Aspergillus ochraceus produise
I’ochratoxine A (OTA) qui dévoile une fluorescence verte sous lampe UV pour les
différentes concentrations des HEs ou il avait la production des biomasses avec le méme Rf
(facteur de rétention) vis-a-vis les témoins. Par contre les CCMs montrent une absence de
fluorescences au niveau des souches mycéliennes apreés 14 jours de cultures sur le milieu
YES en présence de différentes concentrations d’HEs ou il n’avait pas des biomasses
formées. Cette absence de fluorescences indique l'inhibition de la mycotoxinogénese sous
I’effet des HEs.

Selon Thanaboripat et al. (1997) ; Bhatnagar et McCormick (1988) les extraits
obtenus a partir des parties supérieures de plantes possédent la capacité de supprimer
la croissance des champignons toxinogénes et par conséquent, la production de toxines
dans les supports synthétiques. lls peuvent aussi bloguer entierement la biosynthese des
mycotoxines (Bhatnagar et Mccormick, 1988).

Hua et al (1999) rapportent que les composes phénoliques inhibent au début plutét qu'a la
fin des étapes de la voie de biosynthése d’AFB1. Ghorbanian et al (2008) indique que
I'inhibition de la synthése des aflatoxines est en relation avec le temps de contact et la dose de
I’extrait.

Cette activité antimycotoxinogene des huiles essentielles, traduite par 1’absence de
fluorescence au niveau des souches potentiellement toxinogenes pourraient étre due,
soit a une réaction entre la mycotoxine (si elle était déja produite) et 1’huile essentielle
qui formeraient un complexe non fluorescent sous UV ; ou a une inhibition de la
production de la mycotoxine par la souche fongique en présence de I’huile essentielle,
favorisée par I’aptitude de cette derniere & traverser la membrane plasmique (Adjou et
Soumanou, 2013).

En effet, selon Adjou et Soumanou (2013), I’activité des huiles essentielles résiderait non
seulement dans leur aptitude a traverser la paroi cellulaire mais aussi serait liée a leur
aptitude a endommager le systeme enzymatique cellulaire, y compris celui relatif a la
production d'énergie. Selon les travaux de Nogueira et al. (2010) elle provoque des
changements pathologiques au niveau du systéme endomembranaire, principalement la
membrane plasmique et les organites membraneux, surtout les mitochondries. Razzaghi-
Abyaneh et al, (2008) ont également signalé des changements au niveau de la
mitochondrie ainsi que la perturbation des membranes nucléaires et du réticulum

endoplasmique.
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Enfin, on peut dire que le dépistage d’agents bioactifs a partir des plantes est I'un des axes
les plus intensif dans la recherche des produits naturels aujourd'hui, car l'activité des HEs
de plantes présente un grand intérét en particulier contre les souches multi résistantes, mais
le domaine est loin d'étre épuisé et seulement 10% de toutes les plantes avaient été

étudiées en détail pour leur agents bioactifs (Abdel ghani et al, 2008).
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Photo 48. CCM sous UV des isolats d’Aspergillus flavus (S1) cultivée en milieu YES en
présence des différentes concentrations (v/v) de I’HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. &
Dur.
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AFB1 de standard AFB1 de la souche
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Photo 49. CCM sous UV des isolats d’Aspergillus flavus (S2) cultivée en milieu YES en
présence des différentes concentrations (v/v) de I’HE d’Anethum graveolens L.

AFB1 de standard  apm1 de la souche

/’\?i:’:jif —

migration des spots

1/7500 |fif 1/1500 1/370 1/150

Photo 50. CCM sous UV des isolats d’Aspergillus flavus (S3) cultivée en milieu YES en
présence des différentes concentrations (v/v) de I’HE d’Artemisia campestris L.
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OTA de standard OTA de la souche

migration des spots

Photo 51. CCM sous UV des isolats d’Aspergillus ochraceus cultivée en milieu YES en
présence des différentes concentrations (v/v) de I’HE d’Artemisia campestris L.

OTA de standard OTA de la souche

ek

migration des spots

Photo 52. CCM sous UV des isolats d’A. ochraceus cultivée en milieu YES en presence des
différentes concentrations (v/v) de I’HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.
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*«— OTAde standard
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Photo 53. CCM sous UV des isolats d’A. ochraceus cultivée en milieu YES en présence des
différentes concentrations (v/v) de I’'HE d’Anethum graveolens L.

OTA de standard OTA de la souche

4 A

% migration des spots

Photo 54. CCM sous UV des isolats d’A. ochraceus cultivée en milieu YES en présence des
différentes concentratichs (v/v) de ’'HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.
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CONLUSION GENERALE

La recherche de nouvelles substances antimicrobiennes purement naturelles est la
préoccupation capitale de la plupart des gens et des chercheurs, actuellement. Pour cela une
évaluation de I'activité antifongique des huiles essentielles de quatre plantes aromatiques et
médicinales récoltées dans le Sud-ouest algérien : Saccocalyx satureioides Coss. et Dur.,
Artemisia campestris L., Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. et Anethum graveolens L.,
est faite sur la germination, la croissance mycélienne, la sporulation et la sensibilité fongique
mycotoxicologique.

De par leurs profils chromatographiques, les huiles essentielles extraites par
hydrodistillation de ces plantes possedent des propriétés organoleptiques trés appréciées
et seront tres convoitées en aromathérapie. Elles ont fourni un bon rendement en huile
essentielle, qui s’échelonne entre 2,10% a 2,41% sauf, a celui obtenu a partir d’Artemisia
campestris L. qui est 0,37%.

La détermination des propriétés physico-chimiques (densité, pouvoir rotatoire, indice
de réfraction, indice d’acide, de peroxyde,...etc.) des essences recueillies ont permis de
s’assurer leurs puretés et la possibilité de 1’utiliser dans les préparations pharmaceutiques.

Il résulte que le potentiel antifongique de nos huiles essentielles montré dans cette étude
pourrait étre attribué a des terpenes oxygénés surtout alcooliques et phénolique qui sont
démontrés majoritaires dans I’HE de Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. comme le a-
terpinéol (32,65%) et le thymol (22,26%), des sesquiterpénes oxygénés representés par le
spathulenol (27,81%) et le Z,E-farnesol (19,08%) pour I’HE d’ Artemisia campestris L., des
composés monoterpéniques oxygénés représenté par le perilla aldehyde (81,62%) dans le cas
d’HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., et des composés ester et cétones terpéniques
comme le apiol (32.78%) et le carvone (31,04%) pour ’HE d’Anethum graveolens L.

Parmi les quatre essences, L’HE d’Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. est avérée le
plus efficace sur la croissance des champignons. Toutes les souches fongiques ont éte
inhibées a une trés faible concentration de 1’ordre de 1/3000 v/v, suivie, par I’HE de
Saccocalyx satureioides Coss. et Dur. avec une CMI de 1/880 v/v. Alors que I’'HE d'Anethum
graveolens L. vient en troisiéme position avec une CMI de 1/500 v/v. Cependant, I’'HE
d’Artemisia campestris L. est avérée le moins active sur la croissance mycélienne par rapport
aux autres huiles, la totalité des souches testées ont été inhibées avec une forte CMI de 1/70

v/v.
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Nos essences a une concentration de 1/370 v/v ont été fongicides pour toutes les souches
testées. Sauf I’HE d'Artemisia campestris L. n'exerce aucun effet fongicide, elle possede un
effet fongistatique et Anethum graveolens L. a été fongicide pour A. niger a 1/150 (v/v).

Outre la croissance du mycélium, les quatre huiles essentielles ont montré, in vitro, une
activité inhibitrice des spores importante vis-a-vis les deux autres stades de développement, la
germination et la sporulation, contre la plupart des souches testées. Les résultats obtenus
révélent une inhibition significative par les huiles essentielles ou leur fraction volatile
tant sur la sporulation des spores que sur la croissance mycélienne des champignon.
Néanmoins, leur action sur la germination est ainsi tres favorable. L’HE d’Ammodaucus
leucotrichus Coss. & Dur. est avérée le plus active entre tous les essences. Une concentration
de 1/1500 (v/v) etait suffisante pour inhiber la sporulation et la germination des spores de tous
les champignons.

Communément, les essences faisant l'objet de cette étude ont montré une importante
activité antimycotoxinogene vis-a-vis les souches fongiques productrices des mycotoxines, a
I'exception de I’HE d’Artemisia campestris L. qui est modérément active.

Ainsi, les méthodes in vitro utilisées pour confirmer [l'activité antifongique de
différentes huiles essentielles sont insuffisantes et nécessitent d'autres tests supplémentaires
plus avancées in vivo mais aussi contre les bactéries.

Finalement, I'objectif premier de cette étude a été atteint puisque nous avons contribué
a caractériser ces huiles essentielles pour une éventuelle utilisation en phytothérapie. Ceci
montre que la flore du Sud-ouest algérien peut constituer une réserve importante
d’especes végétales intéressantes et 1’effet inhibiteur de ces huiles sur le développement
fongique laisse entrevoir des perspectives d’application dans plusieurs domaines tels que

I’industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.
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Résumé des différents modes d'utilisation :

. B @

Voie orale : Application cutanée et Actif cosmétique :
Dilution obligatoire sur massage ; Ajout possible dans
un support. Nécessite Ltilisation pure ou certaines de vos

une demande de conseil diluée. cosmétiques "maison” &
auprés d'un froid, en fin de
professionnel de santé. préparation, jusqu'a 2%

pour un soin “visage® ou
5% pour un soin "corps”.

T

Bain aromatique : Diffusion Cuisine :
Mélange dans un atmosphérigue : Une & 2 gouttes suffisent
dispersant obligatoire. A l"aide d'un diffuseur ou pour parfurmer vos plats
brumisateur adapté ou de facon originale et
suruntissu ou un galet. durable.

Faite des savons
parfumés
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Amnexes

ANNEXE |

Milieux de culture et reactifs

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) 200 g
Sucrose 1049
Agar 159
Eau distillée 1000 ml
pH =6

Stérilisation a 121°C/15min

Milieu CDA (Czapek Dox Agar)

Sucrose 3049
KH2PO4 1lg
KCL 05¢g
MgSO4 05¢g
FeSO4 0.01¢g
NaNO3 39
Agar 159
Eau distillée 1000 ml
pH=7,3

Stérilisation a 121°C/15min

(Czapek Concentre)

NaNO3 30¢g
KCL 50
MgSO4 59
FeSO4 0.1g
Eau distillée 100 ml
pH=7,4

Stérilisation & 121°C/15min

Milieu MEA (Malt Extract Agar)

Matiere Seche 509
Agar 59

Eau distillée 1000 ml
pH=5,5

Stérilisation & 121°C/15min
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Amnexes

Milieu YES (Yeast Extract Sucrose)

Sucrose

Extrait de Levure

Eau distillée

pH=6,8

Stérilisation a 121°C/15min

Milieu CYA (Czapek Yeast Agar)

Czapek Concentre
KH2PO4

Extrait de levure

Sucrose

Agar

Eau distillée

pH=5,5

Stérilisation a 121°C/15min

Milieu G25N (25 % Glycérol Nitrate Agar)

KH2PO4

Czapek Concentre

Extrait de levure

glycerol

Agar

Eau distillée

pH=7,2

Stérilisation a 121°C/15min

Milieu AFPA (Milieu Selectif pour A.flavus et A.parasiticus)

Extrait de levure

peptone

Citrate ferrique ammoniacal
chloramphenicol

Dichloran solution ethaolique a 0.2%
Agar

Eau distillée

pH=6,3

Stérilisation a 121°C/15min

Eau physiologique

NaCl

Eau distillée

pH=7

Stérilisation a 121°C/15min

409
209
1000 ml

10 mi
19

59
30g
15¢
1000 mi

0.75¢
7.5 ml
3.79
250 ¢
12 g
750 ml

209
10g
05¢g
0.1g
1mi
15¢g
1000 ml

99
1000 ml
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Anneves

Lactophenol

Phénol pur cristallisé
Acide lactique
Glyceérol pur
Eau distillée
pH =7
bouillir & 40°C
Solution d’agar (0,2%)
Agar

Eau distillée stérile
pH=7

ANNEXE Il

Appareillage et instruments utilisés

209

20 ml
20 ml
40 ml

0,29
100 ml

Dispositif d’extraction des HEs par hydrodistillation de type Clevenger
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Anneves

Chromatographe en phase gazeuse a régulation électronique de type Hewlett
Packard (série HP 6890)

Cellule de Malassez
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Abstract: The essential oil of Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. seeds growing wild in South-
West of Algeria were obtained by hydrodistillation and analysed by GC and GC-MS. Other parameters such as
density, refractive index, optical rotation, freezing point, solubility in ethanol, acid value and ester index are also
measured. The antifungal properties of the essential oil were conducted using biomass technique on liquid
medium, mycotoxigenic test, mycelial growth, determination of minimum inhibitory concentration (MIC),
sporulation and germination spores’. The essential oil was found to be active against Aspergillus flavus MTTC
2799 (Microbial Type Culture Collection and Gene Bank) and Aspergillus ochraceus CECT 2092 (Spanish Type
Culture Collection). The GC and GC-MS data showed a total of 19 compounds were identified in the hydro-
distilled oil. The oil was dominated by oxygenated monoteprenes represented by perilla aldehyde (81.62 %).

Key words: Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., Essential oil, Anti-mycotoxin, Antifungal

activities, GC-MS.

Introduction

Many secondary metabolites of plants, includ-
ing a wide variety of phytochemicals, have been
isolated and identified !. Among the different
groups of plant products, essential oils (EO) are
especially recommended as one of the most prom-
ising groups of natural products for the formula-
tion of safer antifungal agents 2. Generally, these
EO have a terpenoid structure and their effects
are mediated via a combination of constituents,
which in some oils may number >100 different
compounds . Ammodaucus leucotrichus Coss.
& Dur. (Apiaceae) is an annual that grows in
wadis, on sandy-gravelly soils in arid conditions

*Corresponding author (Achraf Khaldi)
E-mail: <achrafsystemdz@yahoo.fr >

where the annual rainfall does not exceed 100
mm, distributed throughout North and West Af-
rica in the Saharan and sub-Saharan countries,
where it is considered endemic *. A. leucotrichus
Coss. & Dur., commonly called in Algerian tradi-
tional medicine “Moudrayga or El massoufa”, the
leaves and seeds are collected by the nomads for
their own use, usually in spring when the fruits
are ripe. It is also sold to herbalists in local mar-
kets, particularly in the Southern Algerian Sahara:
Bechar, Djanet and El Golea. It is used for the
treatment of common cold and fever, stomach
diseases, vomiting pains and allergies. Moreover,
emmenagogue, abortive and aphrodisiac proper-

© 2017, Har Krishan Bhalla & Sons



ties are attributed to this species **.

The aims of this work are to evaluate the anti-
mycotoxin effect and antifungal activities of EO
from A. leucotrichus Coss. & Dur. Other physi-
cochemical parameters and the chemical compo-
sition of the EO were also evaluated.

Experimental
Plant material

Seeds of A. leucotrichus Coss. & Dur. were
collected on April 2013 from Abadla in Bechar
Department (South-West of Algeria). A voucher
specimen (LB/13/UB-003) was deposited at the
herbarium of laboratory of botany at the biology
Institute, University of Tahri Mohamed Bechar.
Dry plant was stored in a dry place until analysis.

Essential oil extraction

The essential oil of each collective sample was
isolated from seeds by hydrodistillation, for 4h,
using a Clevenger-type apparatus. The essential
oil obtained, were dried over anhydrous sodium
sulphate and stored in hermetically sealed colored
vials at 4°C before analysis.

Physicochemical analysis

In the essential oil some parameters: the den-
sity (NFT-75 111), refractive index (NFT-75 112),
optical rotation (NFT-75 113) by polarimetry at
589 nm and 25°C as a solution in dichlorometh-
ane, freezing point (NFT-75 102), solubility in
ethanol (NFT-75 101), acid value (NFT-75 103)
and ester index (NFT-75 104) were determined
by the methods in accordance with the standards
codex °.

GC and GC-MS spectrometry analysis

A Hewlett-Packard HP 6890 gas chromato-
graph equipped with a DB-5 fused silica capillary
column (30 mx 0.25 mm i.d. x 0.25 um film thick-
ness, J&W Scientific), a FID detector regulated
with 260°C, supplied with a mixture of gaz H2/
Air and a Split-splitless injector regulated with
240°C were used for the percentage determina-
tion of oil components. The mode of injection was
Split (split ratio: 1/50, flow: 66 ml/min). The gas
used was the nitrogen with a flow rate of 1.7 ml/
min. The temperature of the column was pro-
grammed from 60 to 325°C at a rate of 4°C/min.

Retention indices were calculated using the re-
tention time of n-alkanes that were injected after
the oil at the same chromatographic conditions.

Identification of the oil components was based
on their Kovats indice (KI) and by comparison of
their mass spectral fragmentation patterns with
those reported in the literature ¢, and mass spec-
tra, obtained from the GC-MS analysis on a
Hewlett-Packard HP6890/HP5973 instrument
equipped with a DB-5 fused silica capillary col-
umn (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um film thick-
ness, J&W Scientific); helium was used as car-
rier gas at a flow rate of 2 ml/min. The GC ana-
lytical parameters were the same as those listed
above, and the mass spectrometry was run in the
electron impact (EI) at 70 eV.

Fungal strains and preparation of inoculates

Two pathogens fungi produced mycotoxins, As-
pergillus flavus MTTC 2799 (aflatoxin B1) and
Aspergillus ochraceus CECT 2092 (ochratoxin
A) were used to evaluate the anti-mycotoxin and
antifungal properties of the EO. They belong to
the fungus collection of biology laboratory of Tahri
Mohamed Bechar University. These fungi were
purified by single spore isolation using Aspergil-
lus flavus and Parasiticus Agar (AFPA), this
medium was used to select A. flavus including A.
ochraceus because both fungi produced yellow
orange color when viewed from the reverse side
of the plate. The culture was transferred and cul-
tivated on nutritive medium potato dextrose agar
(PDA) acidified during seven days in the dark-
ness and at room temperature 25°C. To prepare
spore suspension, both fungi grown spores were
suspended in 0.85 % (w/v) sodium chloride to pre-
pare the homogeneous spore suspension 7, using
Malassez hematimeter in order to obtain the con-
centration of 10° spore/ml.

Anti-mycotoxin effect
Determination of percent mycelial inhibition
by biomass technique on liquid medium

To test the minimum biomass inhibitory concen-
tration (MIC ®) of EO, Selected dilutions of 1/10,
1/15,1/37,1/150 and 1/750 of EO were prepared
in the agar solution (0.2 %). In flasks containing
each one 45 ml of liquid medium Yeast Extract
Sucrose (YES) rich on B vitamin complex, asepti-



cally added 5 ml of each dilution in order to obtain
final concentrations 1/100, 1/150, 1/370, 1/1500
and 1/7500 (v/v). Controls containing liquid me-
dium and 0.2 % agar solution but no EO are also
prepared. These liquid cultures were sowed with
0.1 ml of the homogeneous spore suspension (103
spore/ml). The incubation was carried out at 25 +
2°C for 14 days. After filtration, the filter paper
was dried at 60°C during 24h 8. All treatments
were carried out in triplicate. Biomass weight
formed (P) was determined using the following
formula of Imtiaj and Lee °:

P=P -P,

where P is the filter paper weight and P, is the
filter paper and fungal biomass weight after dry-
ness. The percentage inhibition of biomass formed
(Ib%) was determined by the following formula:

(Ib%) = [(C — P) / C] x 100

Where C is the biomass weight formed in con-
trol and P is the biomass weight formed in treated
flasks with EO.

Mycotoxigenic test

After two weeks of incubation at 25 + 2°C, the
biomass was removed by filtration of YES. The
filtrate was added then to 180 ml of chloroform
and stirred for 30 min. After decantation, the or-
ganic layer was concentrated to 2 ml. Mycotox-
ins were determined in each extract by spotting
samples onto thin layer chromatography (TLC)
silica gel G plate. Plate was developed with a tolu-
ene/Ethyl acetate/ Formic acid (50:40:10, v/v/v)
solvent system. Aflatoxin and ochratoxin standard
were spotted on the same plate as reference and
mycotoxins spots were identified using 365 nm
UV ', The presence of mycotoxins were pro-
vided by appearance of blue fluorescence for afla-
toxin B1 (AFB1) and green fluorescence for och-
ratoxin A (OTA) which has the same Rf as con-
trol.

Antifungal activities

Antifungal activity of EO on mycelial growth
The minimum mycelial growth inhibitory con-

centration (MIC ™) of EO was measured accord-

ing to the contact direct method. In the test tubes

containing each one 13.5 ml of solid medium PDA,
autoclaved for 20 minutes at 121°C and cooled to
45°C, aseptically added 1.5 ml of each of dilution
prepared before hand, in order to obtain final con-
centrations 1/100, 1/150, 1/370, 1/1500 and 1/7500
(v/v). Controls containing culture medium and 0.2
% agar solution but no EO are also prepared. After
agitation, the selected solutions were transferred
into a Petri plates which were inoculated with
sporal solution, the incubation was carried out at
25°C for 7 days . Antifungal index of mycelial
growth in percent (Im %) was calculated in fol-
lowing formula:

(Im %) = [(DT- D) / DT] x100

Where DT is the diameter of mycelial growth
in control and D is the diameter of mycelial growth
in treated petri dishes with EO '2. Each test was
performed in triplicate.

For determination of minimal fungicidal concen-
tration (MFC), a fungal disk (5 mm diameter) from
each inhibited fungal petri dishes of oil treated sets
were re-inoculated on fresh medium after wash-
ing with distilled water and revival of their growth
(fungistatic/fungicidal) was observed after 7 days.
The lowest concentration preventing revival of
fungal growth was taken as the MFC 3,

Antifungal activity of EO on spore sporula-
tion

To test the minimum sporulation inhibitory con-
centration (MIC ®) of EO, from the dishes used
for the evaluation of the mycelial growth on solid
medium, incubated at 25°C for 10 day for each
strain at various concentrations were taken four
washers 5 mm diameter and transposed into tubes
containing 1 ml of sterile distilled water. Fungal
suspension is then agitated using a vortex mixer
to release the spores of the conidiophores. One
counts the total number of spores using a Malassez
cell at a rate of 10 counts per suspension. The
values are expressed as number of spores per
unit area (mm?) '*. The percentage inhibition of
sporulation (Is %) was determined by the follow-
ing formula:

(Is %) = [(N, — N¢) / N,] x 100

Where N is the number of the spores estimated



in control and Nc is the number of the spores es-
timated in the presence of EO. Each test was
performed in triplicate.

Antifungal activity of EO on spore germina-
tion

To test the minimum germination inhibitory con-
centration (MIC ¢) of EO, the sporal suspension
collected was adjusted to 10° spores/ml of dis-
tilled water using a Malassez cell. 0.1 ml of the
suspension sporal was plated on petri dishes con-
taining PDA medium to which oil are incorporated
at the same concentrations as above with three
repetitions performed simultaneously by concen-
tration. Controls containing PDA medium but no
EO are also prepared. Counting spores germi-
nated or not was performed on a total of 200
spores after 18 hours of incubation at 25°C in the
dark. Spore germination was determined when
the germ tube was longer than the spore diam-
eter. 1. The percentage inhibition of germination
(Ig %) was determined by the following formula:

(Ig %) = (N,- Nc) / N, x 100

Where N is the number of germinated spores
in control and Nc is the number of germinated
spores in the presence of EO.

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and
data were expressed as mean =+ standard devia-
tion. Statistical analysis was performed using
SPSS 11.0 Bivariate Correlation Analysis (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA.). A significant difference
was considered at the level of P < 0.05 and P <
0.01. The Pearson rank correlation test was used
for comparisons between the broth dilution and
biomass technique used to determine the anti-
mycotoxin effect and contact direct method used
for antifungal activities.

Results and discussion

The seeds of A. leucotrichus Coss. & Dur.
gave blue-green oil with a strong penetrating odor.
On a dry weight basis yielded oil 2.15 % (w/w) of
volatile oil.

The physicochemical analysis was carried out
to determine some parameters of EO. The re-
sults (Table 1) showed: density (0.902), refrac-
tive index (1.501), EO levorotatory with optical
rotation (-12.5°), freezing temperature (-18°C),
low miscibility in ethanol with solubility (v/v) 1:3,
acidity (1.12 mg KOH/g) and ester index (22.23
mg KOH/g).

The composition of A. leucotrichus Coss. &
Dur. EO obtained by GC and GC-MS analysis is
shown in Table 2. Nineteen compounds represent-
ing 98.62 % of the total EO content were identi-
fied. Monoterpenoids (oxygenated and hydrocar-
bons) were the main constituents of the EO
amounting to 93.05 % of the total oil content.
However, oxygenated monoterpene derivatives
had the highest contribution to this fraction with
perilla aldehyde being the main component de-
tected (81.62 %). Monoterpene hydrocarbons
fraction was even less represented only by limo-
nene (8.29 %) and o-pinene (3.14 %). This
chemical composition is relatively similar to that
of the fruits A. leucotrichus subsp. Leucotrichus
EO, growing wild in Western Sahara of North
Africa, where a total of 21 compounds were de-
tected, most of them; however, in trace amounts
and the major constituent was perilla aldehyde
(63.6 %) followed by limonene (26.8 %) and «-
pinene (4.7 %) . According to Abu Zarga et al.,
17 perilla aldehyde (84.43 %) contained in the EO
from another chemotype of this species (Guerrara
in south-east Algeria) was the major component
that has been reported to exhibit antibacterial prop-
erties.

The anti-mycotoxin effect and antifungal ac-

Table 1. Physicochemical parameters of A. leucotrichus Coss. & Dur. essential oil

Physical indices
Density Refractive Optical
D index N,

Freezing Solubility in
rotation point (°C) ethanol 90 % (mg KOH/g) (mg KOH/g)

Chemical indices
Acidity Ester index

0.902 1.501 -12.5° -18°C

lv:3v 1.12 22.23




Table 2. Chemical composition of A. leucotrichus Coss. & Dur. essential oil

No. IK*?* Compounds % Area
1 939  «-Pinene 3.14
2 953  Camphene 0.24
3 980  B-Pinene 0.65
4 991  PB-Myrcene 0.41
5 1011 3-Carene 0.63
6 1031  Limonene 8.29
7 1165  Borneol 0.20
8 1189  o-Terpinéol 0.15
9 1239  Cuminaldehyde 0.19

10 1271  Perilla aldehyde 81.62

11 1285  Bornyl acetate 0.22

12 1295  Perillaalcohol 0.67

13 1376  o-Copaene 0.77

14 1418  Caryophyllene 0.15

15 1486  o-Curcumene 0.21

16 1494  Bicyclogermacrene 0.14

17 1504  B-Dihydroagarofuran 0.34

18 1576  Spathulenol 0.47

19 1653  o-Cadinol 0.13

Total 98,.62

* Kovats indices calculated on DBS5 column with reference to n-alkanes injected after the oil at the same

chromatographic conditions

tivities of the EO are summarized in Tables 3 and
4. The results show that A. leucotrichus Coss.
& Dur. EO has significant antifungal properties
against tow pathogens fungi. The percent inhibi-
tion in each assay showed a significant correla-
tion with the MIC values (P <0.05 and P <0.01).
The controls did not show an inhibitory effect on
any of the fungi tested. Because of none-misci-
bility of EO with water and thus the culture me-
dium, emulsification was performed with a 0.2 %
agar solution.

The EO was found to be active against fungal
biomass produced. The biomass formed by A.
flavus MTTC 2799 was inhibited with minimum
biomass inhibitory concentration (MIC *) at 1/2000
(v/v) and A. ochraceus CECT 2092 at 1/1000
(V/v).

The mycotoxinogenic test revealed that AFB1
and OTA were not produced (absence of blue
and green fluorescence into TLC plate) by A.
flavus and A. ochraceus at MIC ® of 1/2000 and

1/1000 (v/v), respectively. This could be due
either to a reaction between the mycotoxin and
the EO that would form a non-fluorescent com-
plex under UV '8, or EO suppressed AFB1 and
OTA production in a dose-dependent rate. Ac-
cording to Bhatnagar and McCormic ! extracts
obtained from the upper parts of plants can also
fully block the biosynthesis of mycotoxins. Tian
etal.,” reported that perilla aldehyde (major com-
ponent in our EO) inhibited synthesis of AFB1 by
A. flavus at 0.4 ml/L.

For fungal mycelial growth, A. ochraceus was
inhibited at minimum mycelial growth inhibitory
concentration (MIC ™) as from 1/4000 (v/v), A.
flavus was most sensitive, being inhibited at MIC
™ as weak as 1/5000 (v/v). The EO was found to
be fungicidal at minimal fungicidal concentration
(MFC) as from 1/1500 against A. flavus and 1/
370 (v/v) against A. ochraceus.

On the other hand, the EO showed in vitro, im-
portant antifungal activities against germination



Table 3. Inhibition fungal biomass produced, antifungal activities and results
of mycotoxinogenic test of A. leucotrichus Coss. & Dur. essential oil

Inhibition effect (%)
Aspergillus flavus  Aspergillus ochraceus

Control Ib 0 0

Im 0 0

Is 0 0

Ig 0 0
1/7500 (v/v) Ib 10.38+0.9 (f) 59.01+0.5 (f)

Im 73.33+0.3 60.65+0.6

Is 48.75+0.6 100 ™

Ig 9541 ™ 100 ™
1/1500 (v/v) Ib 100 *** (nf) 90.86 " (f)

Im 100 ™ 100 ™

Is 100 ™ 100 ™

Ig 100 ™ 100 ™
1/370 (v/v) Ib 100 *** (nf) 100 ™ (nf)

Im 100 ™ 100 ™

Is 100 ™ 100 ™

Ig 100 ™ 100 ™
1/150 (v/v) Ib 100 *** (nf) 100 ™ (nf)

Im 100 ™ 100 ™

Is 100 ™ 100 ™

Ig 100 ™ 100 ™
1/100 (v/v) Ib 100 *** (nf) 100 ™ (nf)

Im 100 ™ 100 ™

Is 100 ™ 100 ™

Ig 100 ™ 100 ™

* Significant at p < 0.05;
Ib: percentage inhibition of biomass formed;
Is: percentage inhibition of sporulation

** significant at p <0.01;

*#*significant at p <0.001 according to controls;

Im: antifungal index of mycelial growth;
Ig: percentage inhibition of germination

f:appearance of fluorescence into TLC plate (blue fluorescence for Aflatoxins B and green fluorescence for
Ochratoxin A);

nf: absence of fluorescence into TLC plate

Each value in the table was obtained by calculating the average of three experiments + standard deviation

Table 4. The mininimum inhibitory concentration (MIC)
and minimal fungicidal concentration (MFC)

Microorganisms MIC * (v/iv) MIC ™ (v/v) MIC ®(v/v) MIC & (v/v) MFC (v/v)
Aspergillus flavus 1/2000 (nf) 1/5000 1/4500 1/7000 1/1500
Aspergillus ochraceus  1/1000 (nf) 1/4000 1/8000 1/8000 1/370

b: biomass;
g: germination;

m: mycelial growth; s: sporulation
nf: absence of blue and green fluorescence into TLC plate



and sporulation spores. A. flavus was inhibited at
minimum sporulation inhibitory concentration
(MIC *) as from as 1/4500 (v/v), A. ochraceus
was most sensitive, being inhibited at MIC * as
weak as 1/8000 (v/v). In fact, the degree of inhi-
bition of the EO tested on germination was dif-
ferent from the one exerted on mycelial growth.
With proportion of EO corresponding to minimum
germination inhibitory concentration (MIC &) on
myecelial development, 1/7000 (v/v) was sufficient
to inhibit germination of A. flavus and 1/8000 (v/
v) for A. ochraceus.

The results reported by El-haci 2! showed that
remarkable antifungal activity against filamentous
fungi: A flavus, A. fumigatus and Fusarium
oxysporum, with an MIC values ranging from 0.25
to 0.5 pl/ml for mycelial growth and 0.5 to 0.75
pl/ml for sporulation. Louail et al.,?* certifies that
the strongest inhibitory activity of oil was against
A. flavus and Penicillium expansum with MIC
0.92 and 0.55 mg/ml, respectively.

Furthermore, Manssouri et al., > indicated that
the EO displayed significant potential of antifun-
gal activity against the tested phytopathogenic
fungi (p <0.05). In poisoned food (PF) technique,
the MICs were 0.5 ul/ml for Botrytis cinerea and
P. expansum and 1 pl/ml for Rhizopus stolonifer.
Whereas, in volatile activity (VA) assay, the com-
plete inhibition of the mycelial growth of B. cine-
rea and P. expansum was observed at MIC 0.125
ul/ml air, and that of R. stolonifer was observed
at MIC 0.25 pl/ml air.

The mechanisms of action of EO with its anti-
microbial properties could be due to the large num-
ber of different groups of chemical compounds
present in EO 2%, The strong antifungal activity of
this EO may be due to high content of oxygen-
ated monoterpene derivative as perilla aldehyde
(81.62 %). The presence of oxygen function in
the structure increase the fungistatic properties
of terpenoids, they exhibit a high antifungal activ-
ity as compared hydrocarbon monoterpenes %°.
According to Tian et al.,*® perilla aldehyde
showed notable antifungal activity against myce-
lial growth of A. flavus at 0.5 and 0.08 ml/L in the
air at contact and vapor conditions, respectively,
and significantly inhibited spore germination at 0.5
ml/L. The accumulation of mycelial biomass of

A. niger was also inhibited by perilla aldehyde in
a dose-dependent manner, completely inhibiting
mycelial growth at 1 pul/ml . Also, compound such
as cuminaldehyde (0.19 %), known for its natural
mycostatic properties. It was found be very effec-
tive in inhibiting mycelium growth and decreasing
AFB accumulation by A. flavus .

However, presence of hydrocarbon monoter-
penes such as limonene (8.29 %) and o-pinene
(3.14 %) in EO, recognized for their low antimi-
crobial activity with relatively small amounts 5.

Against fungi, cytotoxicity of essential oils,
cause several damage; such as morphological dis-
ruption of mycelial hyphae, the rupture of the
plasma membrane and damage cellular enzyme
system '8, Also, the antimicrobial mechanism of
terpenes may be attributed to the mitochondrial
dysfunction-induced the reactive oxygen species
accumulation in fungal cell which eventually leads
to fungal cell death ?°. Further experiments indi-
cated that perilla aldehyde activated a membrane-
active mechanism that inhibits ergosterol synthe-
sis, increases membrane permeability (as evi-
denced by extracellular pH and conductivity mea-
surements), and disrupts membrane integrity, lead-
ing to cell death 2.

Finally, Oussalah et al.,?* have shown that the
essential oils inhibit spore germination, fungal
growth, sporulation and mycotoxins production.

Conclusion

The results of this in vitro study showed that
the EO of A. leucotrichus Coss. & Dur. exhib-
ited very important antifungal properties against
pathogenic fungi. EO caused the inhibition of
AFBI1 and OTA synthesis, mycelial growth, ger-
mination and sporulation spores. This oil can be
used as antifungal and anti-mycotoxin therapeu-
tic agent, as a food supplement, against selected
food-borne pathogen fungi, or in the cosmetic and
pharmaceutical industries.
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ABSTRACT

The essential oil of Anethum graveolens L. seedwigg wild in South-western Algeria (Bechar) wasaited by

hydrodistillation and investigated by GC and GC/M&een compounds were identified, which comprig@®3% of

the total constituents. The main compounds werel a32.78%) and carvone (31.04%), followed bylimuoame
(21.26%); piperitone (6.11%) ang-phellandrene (3.28%)amounted to 94.47% of theTdik antifungal properties
of the selected oil were tested against seven flingi results of direct contact method showed tthebil was active
against mycelial growth of fungal. All strains werdhibited at minimum inhibitory concentrations (@4) as from

1/500 v/v, except Aspergillus niger at MIC (1/18Q)vAlternaria alternata was most sensitive, beinfggibited at

MIC as weak as 1/6500 v/v. In the other hand, aceatration of 1/370 v/v was sufficient to inhilkietsporulation

and spores’ germination.

Keywords: Anethum graveolerls, GC-MS, Essential oil, Antifungal activity.

INTRODUCTION

Plant used for traditional medicine contains a wialege of substances that can be used to treaticlae well as
infectious diseases[1].In recent years there has ba increasing interest in the use of naturadtamoes, and some
qguestions concerning the safety of synthetic comgsuhave encouraged more detailed studies of plant
resources.Essential oils, odors and volatile prtedatplant secondary metabolism, have a wide egtitin in folk
medicine as well as in fragrance industries[2],thegve been used by several workers for obhimy fungi,
bacteria, viruses and insect pests. The nr@asons for using essential oils as antifuagahts is their natural
origin and low chance of pathogepsedoping resistance[3].The plant used in this wtdchethum
graveolensL. or dill, belonging to Apiaceae (Umbelliferae)nfdy, was selected based on its traditional use in
Algerian medicine. It is an annual aromatic herbwn for culinary and medicinal use since anciemes,growing

in the Mediterranean region, but it is native tatbavest Asia or southeast Europe, is widely usedflé&voring
foods and beverages due to its pleasant spicy arantbfor the treatment of many pathological caodg such as
disease of the uterus and cervical ectropio[4]pharmacological properties, such as its antibedtactivity, as
well as antihyperlipidemic and antihypercholestemuc effects[5],antimycobacterial, antioxidant, can
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chemopreventive, antidiabetic, and anti-inflammdg&]jrizave been reported. Dill has been also useditivaally in
Algeria for gastrointestinal ailments such as fleige, indigestion, stomachache colic and to frdestinal gas.

In the course of a study aimed at phytodbahscreening of the South-western Algeria ajowe wish to
report here the study of the antifungal attidnd chemical composition of essential oilAofgraveolens
L.Seeds.

EXPERIMENTAL SECTION

Plant material

The seed parts &. graveolend.. plant were harvested from the Igli Region of BacDepartment (South-West of
Algeria), distanced from Algiers of 999 km. A voeetspecimen (LB/13/UB-005) of the plant was depukit the
herbarium of laboratory of botany at the biologsgtitute, University Tahri Mohamed Bechar.

Essential oil isolation

The seeds ofA. graveolensL. were submitted for 4 h to hydrodistillation ugira Clevenger-type apparatus
according to the European Pharmacopoeia methothi@lessential oils were dried over anhydrous sodiulphate
and then stored in sealed glass vials at 4 to B  analysis.

Gas chromatography and Mass spectroscopy analysis

A Hewlett-Packard HP6890 gas chromatograph equipgdda DB-5 fused silica capillary column (30 m0xX25

mm i.d. x 0.25um film thickness, J&W Scientific) and a FID detectegulated with 260°C and supplied with a
mixture of gas HAir and a Split-splitless injector regulated wih0°C were used for the percentage determination
of oil components. The mode of injection is Sp#plit ratio: 1/50, flow: 66 ml/minutes). The gasedsis the
nitrogen with a flow rate of 1.7 ml/minutes. Thengerature of the column is programmed from 60 t6°B2at a
rate of 4°C/minutes. The apparatus is controllec lmpmputing system of the type « HP ChemStatiananaging

the operation of the apparatus and allowing folfayihe evolution of the chromatographic analysise Volume
injected is 1 pl. Retention indices were calculatsithg the retention time of n-alkanes thstre injected after
the oil at the same chromatographic condititchentification of the oil components was basedh®ir indices of
Kovats (IK) and by comparison of their mass ct@@ fragmentation patterns with those repmbrte the
literature [8], and mass spectra, obtained from @@-MS analysis on a Hewlett-Packard HP6890/HP5973
instrument equipped with a DB-5 fused silica capillcolumn (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.g5 film thickness, J&W
Scientific) was used with helium as carriersgat a flow rate of 2 ml/minutes. The GC atiafy parameters
were the same as those listed above, and the pess@metry was run in the electron impact (EfGeV.

Antifungal activity

Fungal strains

Seven fungal Aspergillus nigeMTTC2425, Aspergillus flavuaMTTC 2799, Aspergillus ochraceu€ECT 2092,
Penicillium expansuMTTC 1344, Fusarium oxysporum f.smlbedinis Alternaria alternataMTCC 2724and
Cladosporium specidd TCC 1003) were used to evaluate the Antifungapprties of the essential oil. They belong
to the fungus collection of biology laboratory oédhar University. They are cultivated on nutritimedium PDA
(potato dextrose agarduring seven days in the darkness and at roonpdeature 25°C. To prepare spore
suspension, the fungi grown spores were suspemd8B5% (w/v) sodium chloride to prepare the homegels
spore suspension [9], using Malassez hematimetandier to obtain the concentration of4fore/ml.

Evaluation of the radial growth on solid medium

The minimum inhibitory concentrations (MIC) of estal oil were measured according to the contaceai
method. Because of none-miscibility of essentibmaih water and thus the culture medium, emulsificn was
performed with a 0.2% agar solution [10]. Dilutiosfs1/10, 1/15, 1/37, 1/150 and 1/750 were prepardtie agar
solution. In the test tubes containing each on& 1d, of solid medium PDA, autoclaved for 20 minugsl21°C
and cooled to 45°C, aseptically added 1.5 ml ohedilution in order to obtain final concentratioh4.00, 1/150,
1/370, 1/1500 and 1/7500 (V/V).Controls containiogiture medium and 0.2% agar solution alone are als
prepared. After agitation, the selected solutioresentransferred into a Petri plates which were ufeted with
sporal solution, the incubation was carried ouRBC for 7 days [11]. The antifungal index is cédted by the
following formula: PI= [(DT- D) / DT] x100 %. D isnean diameter of mycelial growth of the test andi®mean
diameter of mycelial growth in control [12].
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Evaluation of the sporulation

From the dishes used for the evaluation of the iajogrowth on solid medium, incubated at 25°C fdr day for
each strain at various concentrations were takanv@shers 5mm diameter and transposed into tutr@sining
1ml of sterile distilled water. Fungal suspensisrttien agitated using a vortex mixer to releasesfifiees of the
conidiophores. One counts the total number of spaeing a Malassez cell at a rate of 10 countspspension.
The values are expressed as number of spores perea (mm) [13]. The percentage inhibition of sporulation is
determined by the following formulag £ [(Ng — Nc) / N] x 100 %. N is mean number of the spores estimated in
control and Nc is mean number of the spores estignatthe presence of essential oil.

Evaluation of germination

The sporal suspension collected was adjusted Yspdres/ml of distilled water using a Malassez. €ell ml of the

suspension sporal was plated on petri dishes conggPDA medium to which oils are incorporated le¢ same

concentrations as above with three repetitions operd simultaneously by concentration. Counting repo
germinated or not was performed on a total of 3ifyes after 18 hours of incubation at 25°C in thekdA spore

was considered germinated if length of the germetisbhigher than its smaller diameter [14]. Thecpatage

inhibition of germination is determined by the &lling formula:lg = (N- Nc) / Ny x 100%. N is mean number of
germinated spores in control and Nc is mean numbgerminated spores in the presence of esseiitial o

RESULTS AND DISCUSSION

The physicochemical analysis showed an essendeylidfbw with a spicy smell (anisee@)l yield of the plant was
determined as 2.10% (w/w),is low compared with thast usually obtained from dill seeds of chin&¥3) [5] and
Uzbekistan (4.2%) [15]; however, it is superiortwihose reported in the literature for the oil dileds of Turkey
(0.23%) [6].

The essential oil &. graveolend..was analysed by chromatography (GC) and gas cagraphy-mass spectral
(GC-MS).15 compounds, representing 98.93% of thal tssential oil content Af graveolend..,were identified
(Table 1).The most prominent components were af88l78%) and carvone (31.04%), followed bylimonene
(21.26%),piperitone (6.11%) andphellandrene (3.28%). They constituted 94.47%otdltoil. According to Small
[16], the essential oil of dill consists of over H¥ferent aromatic compounds; carvone, limonend an
phellandrene constitute approximately 90% of totahpounds. Attokaran [17] reported that, the maimpound of
essential oil from seeds of dill is the carvonewdtrate of 30 to 60%.Although highly heterogenegusilitatively
the data appear to be in agreement with those texpdor the essential oil composition Af graveolend.. from
China, Iran andindiaarerich incarvone, limonene ditidapiole [5, 17,18].Other chemotypes such dsfi@m the
Uzbekistan and Romaniaare characterized by a higimtily of carvone, limonene and trans-dihydrocaev§l9,
20]. However, our essential oil differs from thasported by Vera and Chane-Ming [21] for the Icélaroil and
Orhan and al., [6] for the oil of Turkey,they acérino-phellandrene.

Table 1. Chemical composition ofvolatile oil ofA. graveolensL.

N° IK Composés SsAire % | N°| IK* Composés SsAire %
1 937 | 1Re-pinéne 0.54 9| 1139 L-camphor 0.53
2 976 | sabinene 0.20 1p 1184 Dill ether 0.67]
3 991 | myrcene 0.19 1] 1193 dihydrocarvong 0.3
4 | 1001| 2-carene 0.22 1p 1200 E-dihydrocarvéne 1.18
5 | 1005]| a-phellandrene 3.28 13 | 1242] carvone 31.04

6 | 1026| p-cymene 0.51 1 1292piperitone 6.11

7 | 1031] limonene 21.26 15 | 1680 apiol 32.78

8 | 1076 | o-Isopropenyltolueng 0.12 | Total identified 98,93 %

Note: * Kovats indices calculated on DB5 columrhwitference to n-alkanes injected after the oth&tsame chromatographic conditions.
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Figure 1. GC-MS analysis of. graveolens L.essential oil (the numbers of the peaks can beadtified in table 1)

The essential oil oA. graveolend.. pronounced antifungal efficacy against all tedietyi (Table 2). For fungal
mycelial growth,all strains were inhibited at Ml@s from 1/500 v/v, exce@. nigerat MIC 1/180 v/v.Alternaria
alternatawas most sensitive, being inhibited at MIC as waakl/6500 v/v.However, concentration of 1/370 viv
was found fungicide for all tested strains, exc&phigerat 1/150 v/v. On the other hand, the essentiatwhved,

in vitro, an important antifungal activityagainst germionatand sporulation spores’. All fungal strainswiat@bited

at concentrations as weak as 1/370 #voxysporum f.sp. albedinand Alternaria alternatavere most sensitive,

being inhibited as from 1/1500 vA, flavusalso was inhibited to sporulate at this concerdrati

Table 2. Antifungal activity of essential oil fromA. graveolens L. expressed in (%) with MIC (v/v)

Aspergillus Aspergillus Aspgrgillus Fusariur? PeniciI'{/ilL_:_r_l'rjc it Altetrniﬂri;_alcc Clac_ioq)Mo_rrigrg
niger OoX orum 1.5p. [expansum ernata ECIES
flavusMTTC 2799 | ochraceusCECT 2092 MTTé’ 5425 yjb ediniSSp p T30 ot P T003
a 0 0 0 0 0 0 0
Control | b 0 0 0 0 0 0 0
c 0 0 0 0 0 0 0
a 839 11.62 11.94 36.36 3653 58.82 23.80
1(’3/3?0 b 50 22.07 3157 44.44 20 29.16 51.05
c 73.91 77 7030 88.5( BLOE 92.8¢ 89.0¢
a 51.56 23.25 30.91 2545 42.30 100 5033
1(’3/3()30 b 100 42.85 78.97 100 ) 100 61.25
c 91.30 92 87.28 100 94.73 100 94.44
a 100 (f) 100 (7) 77.61 100 (7 100 (f) 100 (7 00 (
%\’%O b 100 100 100 100 100 100 100
c 100 100 100 100 100 100 100
a 100 700 100 (7 100 100 100 100
%\’/}5)0 b 100 100 100 100 100 100 100
c 100 100 100 100 100 100 100
. a 100 100 100 100 100 100 100
%V}\?)O b 100 100 100 100 100 100 100
c 100 100 1700 100 100 1700 100
MIC (V) 1755 1755 1718 E 17500 17650 7760

Notes: a, radial growth; b, sporulation; c, germtian; f, fungicidal effect.

A previous study reported that dill seed oil isfduo be highly effective for controlling the grdwof P. citrinum
and A. niger by poison food techniques. Moreover, the volatilecompletely inhibited the growth dfusarium
graminearumat 6 pl dose[22].In others studies, the MICs of thisfoil four tested fungiA. flavus, A. oryzae, A.
niger andAlternaria alternatg was found to be 2 pl/ml [5].

The antifungal activity of this essential oil mighg due to their major’s contents of esters (agiof terpene ketone

(carvone) compounds, because the hydrocarbon nrpeotes such as limonene (21.26%) recognized far lthe
antimicrobial activity [11].According Akono and a[23], the biological activity of an essential @lrelated to its
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chemical composition, structure and functional goaf their constituents (alcohols, phenols, etreddehydes and
terpene ketone compounds), knowing that the prapwtof the major compounds play a key role [24].
Also,SokovE and al., [25],have shown thatketones, aldehyddsatoohols are active, exhibit strong antimicrobial
activity, but with differing specificity and levelsf activity, which is related to the present fuantl group, but also
associated with hydrogen-bounding parameters icaaes. The presence of an oxygen fum¢sach as
carvone) in the framework increases the antimi@gioperties of terpenoids. The active antimicabbbmpounds
of essential oils are generally terpene. The mashainf this class of compounds is not fully undeost but is
speculated to involve membrane disruptidty lipophilic compounds [5].Indeed, dill oil waseviously
found to have a strong acetylcholinesterase-butliglinesterase inhibiting property[6]. Tian and §] reported
that the plasma membrane and the mitochondrieharantifungal targets of dill oil.

Finally, previous studies confirm thatessential bdse multiple functions, inhibit spore germinati@fongation of
the mycelium and sporulation [26].

CONCLUSION

From these results, it appeared that theesseritiaf A. graveolend.. seedsexhibited high antifungal activity
according to the amount of esters and terpene &etompounds. Thisoil can be used asantifungal pleeta& agent
and may be suggested as alternative fungicide.
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