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Introduction

Introduction

Les maladies de conservation des fruits constituent un obstacle majeur au développement des
productions biologiques de fruits, elles se traduisent régulierement par des pertes allant de 40
a 50% de la récolte (Pant et Manandhar, 2007).

La lutte contre ces maladies et particulierement les maladies cryptogamiques repose plus
particulié¢rement sur [’utilisation des produits chimiques. Cependant, beaucoup d’effets non
intentionnels ont été associés a 1’emploi intensif et non raisonné de ces produits, suite a une
contamination de la biosphere ou méme de la chaine alimentaire (Schnaubelt, 2005; Al-
Safadi,2008 ; Prapagdeeet al., 2008). De méme, la persistance de ces résidus toxiques sur les fruits
et légumes apres traitement et le développement des souches résistantes, a ces composés, présentent

la limite de leur emploi (Pant et Manandhar, 2007).

Pour résoudre ce probleme, une recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes
alternatives pour la protection des végétaux, qui sont moins dépendantes des produits chimiques et
plus respectueuses a I'environnement (Prapagdeeet al., 2008).

Les effets antimicrobiens de différentes espéces de plantes aromatiques sont connus depuis
longtemps et mis a profit de maniére empirique pour 1’assainissement de 1’air (encensoir) ou pour
augmenter la durée de vie des aliments (bouquet garni). Les propriétés antimicrobiennes sont
essentiellement dues a la fraction d’huiles essentielles contenues dans ces plantes (Baba Moussa et
al., 1997 ; Bifteck et al., 2002). Ces huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et
odorantes qui sont extraites par divers procédés (Guy, 1997 ; Iserin et al., 2007 ; Kaloustian et al.,
2008).

Notre étude est une contribution a la recherche de molécules biologiques actives a pouvoir
inhibiteur a 1I’égard de champignons phytopathogénes ; et dans le but de valoriser notre patrimoine
national de plantes aromatiques, notre travail a porté sur I’espéce végétale locale collectée de la
région de Tissemsilte Géranium rosat et vise a tester I’activité antifongique de leurs huiles
essentielles vis-a-vis du champignon responsable de la moisissure noire Aspergillus Niger ainsi

d’étudier leur action sur la croissance de ce dernier.
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Chapitre I : Apercu sur les huiles essentielles

Chapitre I : Apercu sur les huiles essentielles

I.1. Historique

L’utilisation des aromes pour S€ soigner n’est pas une technique récente. Dans toutes les
civilisations de I’antiquité, la mention des arOmes est présente, pour des usages religieux,
cosmétiques, mais aussi thérapeutiques. D’abord on se servit des plantes entieres pour apporter
soulagement et bien-étre (sous forme de cataplasmes, infusions, macérations, décoctions) (Lardry et
Haberkorn, 2003). Ensuite ’homme s’est intéressé a « détacher de son support » le principe

aromatique d’une plante (Deschamp, 1990).

En chine, I'Empereur Chen Nong (2800 av J-C), médecin érudit, consigne son savoir
relatif aux plantes médicinales dans un livre, le Pen Ts'ao, qui recense plus de 1000 plantes
médicinales utiles(Lardy et Haberkorn,2007).1l semblerait que ce soit les Egyptiens, dont I'histoire
remonte & plus de 4000 ans qui furent les premiers a tirer parti du regne végétal dans un souci
esthétique et spirituel. Plus tard la civilisation Arabe dont Bagdad, Bassora et Damas étaient les
principaux centres commerciaux, développa le commerce des épices et des aromates et donna une
grande impulsion a I'Art de distillation. C’est Gerber (721-815) qui mentionna le premier de fagon
écrite la description de ladistillation.L'alambic est incontestablement associé a Avicenne (930-1037),
tout comme le Giovannil Baptista Della Porta (1540-1615), dans son célébre ouvrage "De
destillatione™ parut en 1567,mentionne les connaissances avancées des arabes dans le domaine de la
distillation(Lucchesi,2005).

1.2. Définition

L'huile essentielle est définit comme étant le produit obtenu a partir d'une matiere premiére
végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de
I’épicarpe pour les Citrus, soit par distillation a sec. Elle est ensuite séparée de la phase aqueuse par
des procédes physiques. Elle renferme un mélange varié de composants aromatiques ayant des
propriétés communes. Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles ce qui

les différencie des huile fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées (Janin, 2006).
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1.3. Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles se trouvent dans des cellules sécrétrices spécifiques. Ceux sont des
structures histologiques spécialisées qui servent a leur stockage. Ces cellules sécrétrices sont
rarement a 1’état isolé. Mais le plus souvent regroupées dans des poches sécrétrices (myrtacées,
rutacées) (Fig. 01), des poils sécréteurs (Lamiacées)(Fig. 02) ou dans des canaux sécréteurs
(apiécées, astéracées) (Fig. 03)(Bruneton, 1999 ; Hazzit, 2002 ; Boz et al., 2009).Elles sont,
fréquemment, situées a la périphérie des organes extérieurs de la plante (Kaloustion, 2012 ;
Sahraoui,2014 ; 2015).Elles peuvent étres stockées dans tous les organes végétaux : les fleurs, les
feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les graines (Bruneton, 1993 ; Anton et
Lobstein, 2005).

Figure 1: Schéma de formation de poches Figure 02:Poils sécréteurs de lavande

sécrétrices (Sahraoui,2014). (Sahraoui, 2014).
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Figure 2: Canal sécréteur d'ombellifere (Sahraoui,2014).

1.4. Biosynthése

Les huiles essentielles peuvent étres synthétisées selon deux voies différentes : la voie des

phényle propanoides (Faleiro et al., 2003) et la voie des terpenoides (Hammer et al., 2003).

1.4.1. Voie des phénylpropanoides

La synthese des huiles essentielles par la voie de phénylpropanoides(Fig. 04)commence par
un métabolite du fructose, le PEP (phosphoenolpyrivate). Elle aboutit a un trés grand nombre de
substances aromatiques, via une série d’acides, dont 1’acide shikimique (d’ou son nom, voie
shikimique) et I’acide cinnamique. Les métabolites terminaux, importants en thérapeutique, sont les
acides aromatiques suivants : acide salicylique, acide benzoique et leur esters dont le salicylate de
méthyle, certains phénols (eugénol) ainsi que les coumarines. Quelques grandes familles chimiques
de molécules non volatiles, comme les tannoides et les flavonoides, se trouvent incluses dans cette

voie (Faleiro et al., 2003).
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Figure 3:Biosynthese des huiles essentielles parla voie des phényl propanoides et celle des
terpénoides(Janin, 2006)

1.4.2. Voie des terpenoides

Le matériau de base est I’IPP (isopentylpyrophosphate) (Fig. 05), molécule a cinq atomes de
carbones ayant une structure semi-alvéolaire. Il est dérivé de I’acétyle CoA (carrefour important),
lui méme issu de PEP provenant directement du fructose. La construction des squelettes
hydrocarbones a lieu par la juxtaposition (téte a queue) d’unités isopréniques, unités penta carbonées
ramifiées assemblées enzymatique ment. Ainsi on trouve des squelettes hydrocarbonés a dix
carbones (monoterpénes), puis a quinze carbones (sesquiterpenes) et plus rarement, a vingt carbones
(diterpénes). Le processus peut se poursuivre mais dans d’autre buts que la synthése des essences

(Hammer et al., 2003).
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Figure 4:Biosynthese des huiles essentielles parla voie des terpenoides(Janin, 2006)

1.5. Propriétés physiques

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles. Elles sont
liposolubles et solubles dans les solvants mais trés peu solubles dans I’eau. Il faut donc
impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en suspension dans I’eau (Lakhder, 2015).

Elles sont généralement incolores ou faiblement colorées (Zerrouki, 2009).
1.6. Composition chimique

La composition chimique des huiles essentielles est complexe et peut varier selon 1’organe de
la plante, le génotype, les facteurs climatiques, 1’origine géographique, la nature du sol, les pratiques
culturales et le mode d’extraction (Roux-Sitruket al., 2008 ; Benabdallah, 2012 ; Carole,2013).En
générale, les huiles essentielles sont un mélange de constituants qui appartiennent a trois catégories :

les terpénes, les composés aromatiques et les composés d’origine diverses(Bruneton, 1999).
1.6.1. Terpénes

Les huiles essentielles contiennent particulierement des monoterpenes, des sesquiterpénes et
peu souvent des diterpenes. Les terpénes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou

plusieurs unités isopréniques. Ce sont des polyméres de I’isopreéne de formule brute (CsHs). Elles

8
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sont de structures tres diverses (acycliques, monocycliques, bi cycliques,...) et contiennent la plupart

des fonctions chimiques des matiéres organiques(Finar, 1994).
1.6.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivent du phénylpropane (Ce-C3). Ils sont moins
fréquents que les terpénes. Cette classe comprend des composés odorants comme la
vanilline, 1’eugénol, 1’anéthols, 1’estragole. Ils sont fréquemment rencontrés dans les huiles
essentielles d’apiécées (cumin, fenouil, persil, ...) et sont caractéristiques de celles de la vanille, de

I’estragon, du basilic et du clou de girofle (Chemat et al., 2012)
1.6.3. Composés d’origines diverses

Il s’agit la de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles. Ces
composés contribuent souvent aux arémes de fruits compte tenu de leur mode de préparation,

les concretes et les absolues peuvent en renfermer(Bruneton, 1999).
I.7. Procédés d’extraction

Il existe plusieurs procédés d’extraction des huiles essentielles dont quelques uns sont

résumés dans le tableau 01.

Tableau 1Techniques d’extraction des huiles essentielles

Techniques d’extraction et principes Schémas des procédés d’extraction

reee s
1

Expression a froid ' e -

Prese

— |

—r—
g

=3

sy

o

. . N e _—— .‘ 7 Y
Cette technique consiste a rompre : Bkt | || -

mécaniquement les poches a essences. L'huile — — l

essentielle est séparée par decantation ou & S
. . ' . hm_‘ i &

centrifugation. D'autres machines rompent les

poches par dépression et recueillent directement

I'huile essentielle, ce qui évite les dégradations | i

liées a I'action de I’eau (Bencheikh, 2017)

Figure 06: Montage d'extraction par
expression a froid
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Extraction par micro-ondes

Ce procéde, appelé Vacuum Microwave Hydro
distillation(VMHD), consiste a extraire I'huile
essentielle a I'aide d'un rayonnement micro-
ondes d'énergie constante et d'une séquence de
mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la
matiére végeétale
traitée entre dans le processus d'extraction des
essences. Sous l'effet conjugué du chauffage
sélectif des micro-ondes et de la pression réduite
de fagon séquentielle dans I'enceinte de
I'extraction, I'eau de constitution de la matiére
végétale fraiche entre brutalement en ébullition.
Le contenu des cellules est donc plus aisément
transféré vers I'extérieur du tissu biologique, et
I'essence est alors mise en ceuvre par la
condensation, le refroidissement des vapeurs et
puis la décantation des condensats (Mompon,
1994 ; Brian, 1995).

Ondes (Lucchesi, 2005)

& \
i% (== Vié=
- ( \
7 —=—HE.
Générateur e o ;
micro-ondes e \L(
— Eas aromatique
W snvsloppe
chavffants

Figure 07 : Montage d'extraction par micro-

Hydro diffusion

Cette technique est relativement récente. Elle
consiste a faire passer, du haut vers le bas
(perdescendum) et a pression réduite, la vapeur
d'eau au travers de la matrice végétale.

L'huile essentielle obtenue avec ce procédé
contient des composés non volatils ce qui lui
vaut une appellation spéciale « essence de
percolation »(Franchomme, 1990 ;
Richard,1992).
Techniques d’extraction et principes

nrrivee de
vapeur d'eau

veégsinl

L i huile esxenticllce
4 l

Figure 08: Montage d’hydro diffusion
(Franchomme, 1990 ; Richard, 1992)

Schémas des procédés d’extraction
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Distillation par entrainement a la vapeur
d’eau

Dans cette technique, la vapeur d’eau fournie
par une chaudiére traverse la matiére
végétale située au dessus d’une grille.
Durant le passage de la vapeur a travers le
materiel, les cellules éclatent et libérent
I’huile essentielle qui est vaporisée Sous
I’action de la chaleur pour former un
mélange (eau + huile essentielle). Le mélange
est ensuite vehiculé vers le condenseur et
I’essencier avant d’étre séparé en une phase
aqueuse et une phase organique
(Benouali,2015) .

Procedeé : Entrainement par la vapeur

Un mode
dexrackon
100% naturel

Figure 09: Montage d'extraction par
entrainement a la vapeur d'eau

Hydro distillation

L’hydro distillation est la technique de référence
dans I’¢tude des composés volatiles d’une
plante. Le phénomene physique est identique a
celui décrit précédemment. Cependant une
verrerie adaptée a été mis en place permettant a
la fois la circulation en circuit quasi-fermé de
I’eau sous forme aqueuse et gazeuse et la
cohobation de T’huile essenticlle. Ces
phénomenes ont étés rendus possibles a
I’échelle du laboratoire grace a 1’utilisation d’un
appareillage de type Clévenger (Sutour, 2010).

Figure 10 : Montage d'extraction par Hydro

distillation (Lucchesi, 2005)
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1.8. Réles des huiles essentielles au niveau de la plante

Le role exact que jouent les huiles essentielles dans la physiologie de la plante
productrice reste encore mal connu. Toutefois, il existe plusieurs spéculations a ce sujet qui
définissent les huiles essentielles comme des signaux moléculaires qui régissent les
interactions écologiques entre la plante et son environnement. En effet, la complexité de ces
produits leur permet de communiquer une multitude de messages biologiques spécifiques.
Etant volatiles, les composants des huiles essenticlles sont capables d’influencer un organisme
qui se trouve a une certaine distance de la plante productrice. Leur nature lipophile leur
permet une certaine persistance dans une biosphére largement aqueuse. Ainsi il a été
démontré que les huiles essentielles ont un effet attractif envers les animaux qui servent a la
pollinisation (Ciccarelliet al., 2008) et a la dispersion des graines. Par contre un effet répulsif
a été observé contre les herbivores (Isman, 2000). Les plantes aromatiques utilisent les huiles
essentielles également pour inhiber la germination et le développement d’autres espéces

végétales dans leur voisinage : effet allélopathique (DeFeoet al.,2002).
1.9. Domaines d’application

Les huiles essentielles sont utilisées dans la cosmétologie et I’industrie du parfum. Ses
propriétés cutanées ainsi que son odeur suave, puissante et rappelant la rose lui valent une place non
négligeable dans de nombreux crémes et produits cosmétiques tel que les savons, les dentifrices, les

préparations d’huile pour le bain et les massages (Janin, 2006).

Les huiles essentielles sont de plus en plus utilisées dans la conservation des denrées
alimentaires et cela grace a leur activité antimicrobienne a large spectre sans pour autant en dénaturer
le gout car ces aromates entrent dans la composition des préparations alimentaires (Kurita et Koike,
1982).

Les huiles essentielles agissent sur la biomasse et la production du pseudo mycélium et
inhibent la germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la production de
toxines chez les moisissures (Oussalah, 2007). Un grand nombre de composés volatils ont été testés
contre une large gamme de champignons et de levures (Candida albicans, Aspergillus niger, A.
flavus, A.fumigatus, Penicillium chrysogenum) (Ghfir et Dargent, 1995 ; Kalemba et Kunicka,
2003 ; El Ajjouriet al., 2008).Egalement, il s’est avéré que les virussont aussi trés sensibles aux

molécules aromatiques et les parasites au groupe des phénols(Belkou, 2005).
12
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Les aldéhydes et les terpenes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes et

antiseptiques et s’opposent a la prolifération des germes pathogenes (Benayad, 2008).

Les pesticides naturels basés, notamment, sur les huiles essentielles représentent une
alternative intéressante pour la protection des cultures contre les insectes et les adventices et sont

utilisées comme agents de lutte biologique (Isman, 2000 ; Dayan et al., 2009 ; Nedjaiet al., 2017).
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Chapitre Il : Présentation de Géranium rosat

I11.1. Généralités

Au milieu du XIX®™ siécle, la véritable rose du Levant (Rosa damascéne Mill.) devenant rare
et le prix de son huile essentielle trés €levé, contraignit les parfumeurs de 1’époque de rechercher de
nouvelles sources d’essences a odeur de rose, d’ou les essais de culture de Géranium rosat par
D’Emerson et les premieres plantations dans la région de Grasse pour la production d’huile

essentielle (Peyron, 2013).

Le Géranium rosat appartient a la famille des Géraniacée. Il porte différents noms dont
Pélargonium graveolens, Géranium odorant et Géranium Bourbon.  Son nom vient du
grec « Pélargos » littéralement « cigogne » puisque son fruit ressemble au bec de cigogne
(Bosser,1987).

Le genre Pélargonium comprend plus de 200 espéces regroupées en 15 sections, mais une
dizaine de variétés seulement sont exploitées pour la production des huiles essentielles
(Mosta,2006).

11.2. Systématique

Selon Hér (1789) etBoutarfaia et Benyahia (2015), le Géranium rosat est classé comme

suit ;

Classification de la plante

e JEmbranchement : Spermaphytes
e[1Sous embranchement : Angiospermes
e[JRégne : Planta

e[IDivision : Magnoliophyta

e[1Classe : Magnoliopsida

e[]Ordre : Géraniales

e[ JFamille : Géraniacée

e[1Genre : Pélargonium

e[ ]Espéce : Pélargonium gravelons
e[JNom binominal : Pélargonium gravelons L’Hér, 1789

15



Chapitre II : Présentation de Géranium rosat

11.3. Description botanique

Le Géranium rosat est un arbrisseau trés ramifié, plus ou moins érigé, jusqu’a 1,4 m de
hauteuretimdediameétreauniveaudelacime (Fig. 11). Son systéme racinaire est étalé, étendu et
superficiel, pénétrant rarement a plus de 30 cm. La tige tendre, gris vert, velue, devenant plus sombre
et ligneuse avec ’age. Les feuilles opposée sou alternes, molles, parfumées, hirsutes avec des poils
glandulaires et non glandulaires (Fig. 12). L’inflorescence terminale, en téte, avec 5 a 10 fleurs dans
un petit pseudo ombellé compact. Les fleurs roses péale ont une symétrie radiée suivant 5 rayons
(Fig. 13) (Lavergne, 2011).

Figure 12: Feuilles de G. rosat Figure 13: Fleurs de G. rosat

(Fornet, 2016) (Fornet, 2016)
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11.4. Répartition géographique
11.4.1. Dans le monde

Originaires d’Afrique australe ou ils sont indigénes, les pélargoniums ont été importés en
Europe vers 1690 et y sont communément répandus de nos jours comme plantes d’ornement (Gomes
et al., 2004).lls sont aussi cultivés dans de nombreuses regions meéditerranéennes et

subtropicales(Boukhatem et al.,2011).

11.4.2. En Algérie

L’Algérie, de part sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédogenese et de
grandes variations climatiques auxquels s’ajoutent les ressources hydriques, tous favorables au
développement des cultures intensives des plantes aromatiques (Belouad,2001). Cependant, rares
sont les cultures des plantes a parfum qui ont fait 1’objet d’études scientifiques trés approfondies, le
géranium rosat est un exemple €loquent d'espéce qui n’échappe pas a cette régle. Cette plante a été
introduite en Algérie au 19éme siécle ou elle a acquis des proportions gigantesques durant la période
coloniale (Heuze,1859).Aujourd’hui, sa culture, pratiquée sur de petites parcelles dans des
conditions de production difficiles, est menacée d’abandon malgré les immenses atouts qu’elle
offrait. La distillerie locale « Extral Bio » de Blida, en exploite seulement quelques hectares de

géranium destiné a I’extraction des huiles essentielles (Lis-Balchin, 2002).

11.5. Exigences pédoclimatiques

Les conditions climatiques ont une forte influence sur le développement de G. rosat, qui
demande un climat chaud, sec, sans vent nuisible. L’exposition a la lumiére a une action marquée sur
la qualité de I’huile essentielle et de son rendement. La température doit rester supérieure ou égale a
35°C. Les faibles gelées sont a craindre d’autant que les plantes soient plus jeunes. Il résiste a la

secheresse et I’humidité atmosphérique lui étant nuisible (Riviére, 1889).

Le Géranium rosat trouve son bonheur dans les hauteurs entre 600 et 1 400 m et largement
irrigués (Réunion, 2000 ; Tibére, 2005). Les terres les plus favorables sont les sols légers, un peu

acides, humiferes, perméables et sains (Bedier, 1982).
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11.6. Huile essentielle : propriétés physiques et composition chimique

Les huiles essentielles de G. rosat est de couleur jaune clair. A pression ambiante, sa densité
est de 0,85. Un litre d’huile essentielle pése 850 gramme. Son parfum rappelle celui de la rose et de

la citronnelle (Janin, 2006).

Les résultats de I’analyse par chromatographie gazeuse-spectrométrie de masse de la
composition chimique de 1’huile essentielle de Géranium rosat ont révelé au total 48 constituants.
Cette HE est composé essentiellement d'alcools terpéniques (41%). Les esters forment un pool a
moins de 25% suivis des sesquiterpénes (19%). Les cétones sont a un taux de 6% mais constituées
uniqguement de menthone et d'isomenthone (Tableau 02). Enfin, les composés minoritaires
appartiennent a la famille des oxydes (oxyde de rose), aldéhydes (géranial, néral) et alcools

sesquiterpéniques (Boukhatem,2010).

Tableau 2:Composés majoritaires de I’huile essentielle de Géranium rosat (Boukhatem,2010)

Composeés Pourcentage
Citronellol 33,215
Formate de citronellyle 10,566
Guaia-6,9-diene 9,256
Géraniol 5,423
Isomenthone 4,352
Tiglate de géranyle 3,033
Linalool 2,237
B-Tiglate de phényle 2,208
Menthone 1,964

I1.7. Utilisation et domaines d’application

L’huile essentielle de Géranium rosat combat la fatigue, calme les estomacs et les intestins
irrités, fait disparaitre les bleus et les ecchymoses, active la cicatrisation des petites blessures ou
écorchures, soulage le mal de gorge et fait fuir les moustiques. Ses composants sont tres employés en
parfumerie (Locaste, 2014) et pour les crevasses, les pores dilatés, les rides profondes ou tout ce qui
doit étre "resserré". C’est aussi un ingrédient de choix des masques et soins anti acné (Kaibeck,

2012).
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Les effets antioxydants de I'huile essentielle de Pélargonium graveolens ont été étudiés et
démontrés par la méthode des radicaux libres induits et peuvent trouver un intérét industriel (Zhong
Yaoetal., 2005).

Les principaux composants de I'huile essentielle de Pélargonium graveolens: le géraniol et le
citronellol ont montré, in vitro, leurs actions antifongiques propres et synergiques avec
combinaisonde kétoconazole sur la classe des Trichophytons et notamment T. soudanense et T.
sclzoenleinii. Une seconde étude a montré I'action propre et synergique du géraniol et du citronellol
en association avec de I'amphotéricine B et du kétoconazole sur deux souches d'Aspergillus (A. niger
et A.flavus) (Shin, 2003).

L'activité antibactérienne s'est avérée efficace sur les especes suivantes : Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Proteus vulgaris et Bacillus cereus. Cette étude souléve l'intérét de I'huile
essentielle de Géranium rosat pour des applications telles que les conservateurs alimentaires et les

produits d'entretiens ménagers (Shin, 2003).
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Chapitre 111 : Généralités sur Aspergillus niger
I11.1. Définition

De nombreuses espéces d’Aspergillus sont présentes dans I’environnement humain,
notamment dans la poussiére et ’air (Morin, 1994). La plupart des Aspergillus sont des
saprophytes, capables de se développer dans le sol, les détritus, dans les composts et sur
les végétaux malades déja abimés par des blessures des piques d’insectes ou des attaques
d’autres champignons. Ils contribuent a la biodégradation et le recyclage des matiéres
organiques (Scheidegger et Payne, 2003). Ils sont aussi présents sur les surfaces des
graines, sur et dans les fruits et les légumes dans des mauvaises conditions de stockage.
Plusieurs especes de ce genre sont capables de produire des mycotoxines (Scheidegger et
Payne, 2003).

I11.2. Taxinomie

En raison de son importance économique, Aspergillus est I'un des genres les mieux
décris du point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. Al-Musallam
(1980)a révisé la taxinomie du groupe A. niger en prenant essentiellement les
caractéristiques morphologiques en compte. Récemment, plusieurs méthodes ont été utilisées
dans cette section. La classification des especes dans le groupe varie selon les traitements
taxonomiques. Par exemple, Raper et Fennell ont décrit 12 especes dans le groupe
Aspergillus niger, Al-Musallam a admis 7 especes dans la section nige et Kusters et al. ont
accepté 6 espéces (Koji et al., 2001 ; Masayuki et Katsuya, 2010).

La position systématique d’A. niger est résumée ci-dessous (Alexopoulos et Mims,
1979 ; Bocquet, 1993) :

Régne: Myceétes

Embranchement: Amastigomycota
Sous-embranchement: Deuteromycotina
Classe: Deutoromycétes

Ordre: Moniliales

Famille: Moniliaceae

Genre: Aspergillus

Espéce: Aspergillus niger
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111.3. Description morphologique

111.3.1. Description macroscopique

A. nigerest un champignon microscopique qui contamine les récoltes dans les champs
ou pendant la conservation dans les silos ou greniers (Pane et al., 2011). 1l forme des colonies
noires atteignant 4 a 5 cm de diametre en 7 jours sur milieu Czapek incubé a 25 °C (Fig. 14).
La colonie est d'abord blanche et translucide puis devient noire en sporulant (Ayesha et al.,
2003).

Figure 5:Colonie d’A. niger sur milieu Czapek apres 7 jours d’incubation a 25 °C (Nguyen,
2007)

111.3.2. Description microscopique

A. niger représente 5 % des isolats aspergillaires isolés au laboratoire. Lorsque les
conditions de développement sont favorables, il se presente sous forme filamenteuse (Pane et
al., 2011 ; Rahul et Jha, 2014). Il possede alors des tétes cnidiennes larges, brun rouge trés
sombre a noir, tout d’abord sphériques et secondairement radiées. Elles sont portées
par de longs conidiophores (1,5 a 3 mm de long) qui présentent une paroi épaisse, lisse et
incolore . La vesicule est globuleuse, brune, et de grande taille (40 470 um de diamétre). Les
phialides trés serrées, sont insérées sur la vésicule par I’intermédiaire de métules disposées sur

tout le pourtour de la vésicule Les métules et les phialides sont Iégérement teintées de brun.
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Les conidies sont produites en tres longues chaines qui, au fil du temps, ont tendance a se
regrouper en plusieurs colonnes compactes .Elles sont typiquement globuleuses, brunes,
¢chinulées a trés verruqueuses, et mesurent 3,5 a 5 um de diameétre. La pigmentation n’est pas
répartie de facon uniforme sur toute la surface de la conidie, mais correspond a des

granulations ornementales regroupées en crétes irrégulierement distribuées (Dijksterhuis et

Wosten, 2013).

Asperglius
niger

Konidie
fialicy

stopka

konldiofor

Figure 6:Apparence microscopique d’A. niger (a gauche : observation microscopique au
Gx40 (Luisa et Correia,2013); a droite : aspect schématique(Pitt et al., 1997))

phialides o—

~

vésicule

— conidiophaore ———

Figure 7: Structure de I'appareil conidien d’A. niger (Jesus et Cordova, 1999).

a : Organisation générale
b : Disposition des conidies en colonne
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I11.4. Croissance et cycle biologique

Dans I’environnement, la multiplication d’A. nigerest végétative. En condition de
sevrage ou d’autres stress, des structures spécialisées se développent a partir du mycélium: les
conidiophores (Fig. 17 a, b, ¢ et d). Il s’agit d’organes de fructification au bout desquels les
tétes aspergillaires ou vésicules terminales sont retrouvées (Fig. 17 e). Les conidies, spores
asexuées unicellulaires et uni nucléés, sont produites au niveau des organes de fructification
par les phialides (Fig. 17 f et g). Ce sont les conidies (Fig. 17 h, i et j), de 2 a 3 um de
diametre et tres volatiles, qui sont responsables de la dissémination du champignon dans
I’environnement (Quatresous, 2011).Lorsqu’elles rencontrent des conditions favorables, elles
sont capables de germer et de reformer des filaments (Fig. 17) (Desoubeaux et Chandenier,
2010).

Figure 8: Développement d’A. niger sur veillé par microscope électronique a balayage
(Dijksterhuis et Wosten, 2013).
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Figure 9: Cycle fongique d’A. niger (Desoubeaux et Chandenier,2010)

I11.5. Ecologie et conditions de developpement

A. niger est une espéce cosmopolite qui a été signalée dans le monde entier. Cette
moisissure se développe aussi bien en intérieur (ou il est possible de la confondre avec
Stachybotryssp) que sous forte lumiere, en extérieur (Mhetras et al., 2009). C'est une des
espéces les plus communes du sol. Elle croit sur la matiere végétale en décomposition,
comme les composts. Elle peut contaminer la viande et les ceufs, ou les fruits séchés au soleil.

Elle peut aussi endommager les cuirs en surface et en épaisseur (Meyer et al., 2004).

A. niger est capable de pousser dans la plage température large de 6 a 47°C avec un
optimum de 35 a 37°C. La limite d’activité de I’eau (aw) pour la croissance est de 0,88 qui est
relativement élevée comparativement aux autres especes d’Aspergillus. Il peut se développer
aun pH de 1,4 a 9,8 (Schuster et al., 2002).

I11.6. Symptomatologie

Aspergillus niger est responsable de la dégradation de certains fruits et legumes
(Metahni,2012).11 a été observé qu’en général, I’infection commence au niveau de I’extrémité

du pédoncule ou de I’extrémité apicale du fruit. La pulpe devient trés molle et de couleur
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brune a noiratre avec souvent des fructifications blanchatres a orangées (Fig. 20)
(Kouadio,2017).

Sur les légumes et particulierement les oignons (légume plus sensible et plus touché

par A. niger), A. niger engendre des moisissures noires et des pourritures molles des bulbes

(Fig. 21), ce qui pourrait affecter leur capacité de reproduction et les mettre en danger
(Kolberget al.,2000).

Figure 10:provoqués par A. niger sur Figure 11:Taches brunes avec
mangues (Kouadio, 2017) fructifications blanchétres causés par

A. niger sur banane (Kouadio, 2017)

:Figure 12 :Moisissure noire due a A.niger sur bulbe d’oignon (Kolberget al.,2000)
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Chapitre | : Matériel et methodes

L’objectif de nos essais est de vérifier le potentiel antifongique des huiles essentielles
de Géranium rosat sur le champignon Aspergillus niger responsable de la pourriture noire de
I’oignon. Ainsi de déterminer le taux d’inhibition de la croissance fongique (TI), I’indice

antifongique (1A) et la vitesse de croissance mycélienne (VC) de cette méme espece fongique.

1.1. Matériel

I.1.1. Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé dans notre étude est présenté dans I’annexe 01.
1.1.2. Matériel biologique

1.1.2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles était présenté par la
plante aromatique et médicinale spontanée de la famille des Géraniacées Géranium rosat
(Fig. 22).Cette plante a été prélevée du parc national d’El Madad de la région de Thniet El
Had de Tissemsilte.

Figure 13:Géranium rosat (Photo originale, 2020).
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1.1.2.2. Matériel animal

Le matériel animal, objet d’étude, était présenté par la moisissure Aspergillus
nigerresponsable de la pourriture noire de 1’oignon. Cette souche a été isolée a partir des
bulbes d’oignon infectés et qui présentaient un feutrage noir (symptémes de la pourriture

noire) et cela a partir des chambres de stockage d’Aja de Khemis Miliana (Fig. 23).

Figure 14: Chambre de stockage d’Aja de Khemis Miliana (Photo originale, 2020)

1.2. Méthodes d’étude

1.2.1. Présentation de la zone d’étude

Le parc national d’El Madad de la région de Thniet El Had de Tissemsilte (Fig. 24) se
situe au Nord-ouest de I’ Algérie, au centre de 1’Atlas tellien et a la limite sud du grand massif
d’Ouarsenis. Avec ses 3 425 ha, il atteint 1 787 m d’altitude. Ce parc représente un ensemble
de sites naturels tres intéressant par la richesse de sa faune (289 espéces animales) et de sa
flore (450 especes végétales) et son réseau hydrographique. C’est le premier espace naturel

protége en Algeérie.
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Parc national de Thniet
El Had

Figure 15: Localisation du parc national d’El Madad de Thniet El Had de Tissemsilte

1.2.2. Procédé d’extraction des huiles essentielles

1.2.2.1. Récolte et séchage

La récolte de la partie aérienne de Géranium rosat a été réalisée au stade
floraison d’une maniere aléatoire. Les échantillons ont été ramenés dans des sacs en plastique
(Fig. 25) au laboratoire de production végétale ou ils ont été étalés sur du papier blanc pour
un séchage de 10 a 15 jours a I’air libre et a I’abri de la lumiére et de I’humidité (Fig. 26). Ces

échantillons ont été retournés de temps en temps pour assuré une bonne aération.

L’espéce étudiée a été identifiée par le responsable du Parc national de ThnietEl Had
d’El Madad.
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Figure 16:G. rosat dans des sacs en plastique Figure 17: Séchage de G. rosat

(Photo originale, 2020) (Photo originale, 2020)
1.2.2.2. Technique d’extraction par hydrodistillation
1.2.2.2.1. Description du dispositif d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a ¢été effectuée sur la partie aérienne
(feuilles et fleurs) par hydro distillation dans un appareil de type Clevenger(Fig. 27)
(Clevenger, 1928). Cet appareil est constitué d’un ballon en verre pyrex ou 1’on place la
matiére végétale séche et 1’eau distillée, d’une chauffe ballon qui permet la distribution
homogene de la chaleur dans le ballon, d’une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) qui vient de I’échauffement du ballon, d’une ampoule qui recoit les extraits de la
distillation et d’un robinet a partir duquel on récupere I’huile essentielle dans des capsules en

VErres.
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Refrigérant

I Chauffe

Ballon

Figure 18: Appareil d’hydro distillation de type Clevenger

(Photo originale, 2020)

1.2.2.2.2. Extraction par hydro distillation

Cette méthode d’extraction consiste a mettre 25 g de la plante séche de G. rosat
(Fig. 28) dans un ballon disposé sur chauffe ballon puis additionner 500 ml de 1’eau distillée
(Fig. 29). L’ensemble est porté a ébullition pendant 3 heures (Fig. 30). Les substances
volatiles chargées par les huiles essentielles présentes dans la plante sont entrainées par la
vapeur d’eau puis traversent un réfrigérant et se condensent. La vapeur condensée obtenue
conduit a une phase organique (huile essentielle) qui est séparée de 1’hydrolat par décantation
(Fig. 31). Les huiles essentielles sont récupérées a I’aide d’une micro-seringue dans des
éppendorffs (Fig. 32).Ainsi, la quantité des huiles obtenues est pesée pour le calcul du

rendement.
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Figure 19:Pesage de 25 g de G. rosat Figure 20:Additionnement de 1’eau distillée
(Photo originale, 2020) (Photo originale, 2020)

Figure 21: Ebullition de G. rosat avec ~ Figure 22:Décantation pour séparer les

de I’eau distillée huiles essentielles de I’hydrolat

(Photo originale, 2020). (Photo originale, 2020).
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Figure 23: Récupération des huiles essentielles dans des eppendorffs (Photo originale,
2020).

1.2.2.3. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles de G. rosat ainsi obtenues par hydro distillation ont été
conservées dans des éppendorffs fermés hermétiquement et bien couverts avec du papier
aluminium au niveau d’un réfrigérateur a une température de 4°C jusqu'a leur utilisation
(Fig. 33).

Figure 24:Eppendorffs contenant des huiles essentielles de G. rosat conservés au
réfrigérateur (Photo originale, 2020).
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1.2.3. Détermination du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles est le rapport de la quantité d'huile recueillie aprés
distillation sur la quantité de la matiére végétale seche utilisée, exprimée en pourcentage
(Laib, 2012 ; Adjou etSoumanou, 2013).

Rue(%)= (MEE/Mwmv (sec) x 100

Rue: Rendement en HE en pourcentage (%)
Mmue: Masse de I’huile essentielle récupérée en gramme (Q)

Mwmv (sec) : Masse de la matiére végétale seche en gramme(g)

1.2.4. Evaluation de la cinétique d'extraction

Lors de cette étude, un suivi cinétique a été réalisé sur ’extraction des huiles
essentielles de G. rosat par hydro distillation. La durée d’extraction est théoriquement le
temps nécessaire a la récupération de la totalité de 1’huile essentielle contenue dans la matiere
végétale. Cependant, et pratiquement, il est difficile d’extraire la quantité compléte de I’huile
essentielle. Ce temps correspond alors au moment pour lequel nous n’observons plus d’huile

dans le distillat, il détermine la fin du processus (Mosta, 2006).

1.2.5. Mise en évidence du potentiel antifongique des huiles essentielles

1.2.5.1. Cueillettes des oignons

Les bulbes d’oignon infectés par A. niger et présentant des symptdmes de moisissure
noire ont été ramenés de la chambre de stockage de Aja de Khemis Miliana. Ces échantillons
ont été mis dans des sachets et portés directement au laboratoire (Fig. 34).
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Figure 25: Bulbes d’oignon présentant des symptomes de moisissure noire
(Photo originale, 2020).

1.2.5.2. Identification microscopique

L'identification du champignon a été réalisée par un examen microscopique. A partir
d’un bulbe d’oignon contaminé, une quantité¢ du mycélium a été prélevéeet mise entre lame et
lamelle avec une goutte d'eau distillée, puis observée au microscope optique a I’objectif 40.
La détermination de 1’espéce de moisissure a été faite tout en se basant sur les caractéristiques
du mycélium et des fructifications en s’aidant des clés de détermination de Zillinsky (1983),
Botton et al. (1990),Lepoivre (2003) et Nasraoui (2006).

1.2.5.3. Isolement et repiquage
1.2.5.3.1.Choix du milieu de culture

Le milieu de culture choisi dans notre expérimentation pour assurer la croissance de
I’espéce fongique au laboratoire était le Potato Dextrose Agar (PDA : pomme de terre
glucosée et gélosee) (Annexe, 01)’est un milieu tres recommandé pour la culture des
champignons. Il est caractérisé par sa clarté, ce qui facilite I’observation de la croissance des

champignons dans la boite de Pétri (Botton et al.,1990 ; Agrios, 2005).
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1.2.5.3.2. Préparation du milieu PDA

Pour la préparation du milieu PDA, nous avons mis dans un ballon 1l de I’eau
distillée, 200 g de pommes de terre coupées en dés, 20 g d’Agar en poudre et 20 g de dextrose
(Annexe 01).

Figure 26:Milieu PDA préparé dans un flacon (Photo originale,2020)
1.2.5.3.3. Isolement

L’isolement consiste a ensemencer une quantité du mycélium prélevé d’oignon
contaminé par la pourriture noire en surface du mileu PDA coulé au préalable dans des boites

de Peétridans la zone de protection (jusqu’a 18cm autour du bec Bunsen) (Fig. 36). Par la suite,

les boites sont maintenues a 1’étuve (Fig. 37) a une tempeérature de 28 C° pendant 7 jours.
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Figure 27:Isolement et ensemencement Figure 28: Etuve utilisée pour 1’incubation
Surface du milieu PDA mycélium prélevé de 1’oignon du

(Photo originale, 2020) Photo originale, 2020)

1.2.5.3.4. Repiquage et purification

L’étape de purification nous permis d’éliminer tout les microorganismes se

développant dans les boites de Pétri a I’exception de ceux désirés.

A partir des boites de Pétri ensemencées précédemment et dans des conditions
aseptiques, un échantillon du feutrage mycélien a été prélevé a I’aide d’une anse stérile et
repiqué sur une autre boite de Pétri contenant le milieu PDA (Fig. 38). Ensuite, les boites ont
été incubées a I’étuve a une température de 28C° pendant 7 jours. Cette opération a été

répétée jusqu’a I’obtention des colonies pures d’A. niger.

A chaque fois et avant de réaliser I’ensemencement, une observation microscopique a

été faite afin de repiquer que les colonies voulues (Fig. 39).
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Figure 29: Boites de Pétri utiisées pour  Figure 30: Observation microscopique
le repiquagedu mycélium des colonies fongiques

(Photo originale, 2020) (Photo originale, 2020)

1.2.5.4. Evaluation du potentiel antifongique

La réalisation de 1’étude de 1’activité antifongique des huiles essentielles de G. rosat
vis a vis de la moisissure A. niger a était faite par la méthode de contact direct qui permet la
mise en évidence de I’activité antifongique (fongistatique ou fongicide) des huiles essentielles
(Fandohan et al., 2005).

1.2.5.4.1. Préparation des différentes concentrations

Pour préparer les différentes concentrations utilisées dans le test antifongique, des
quantités des huiles essentielles de G. rosat (25, 125 et 250 ul) ont été mises par une
micropipette dans des flacons (Fig. 40 a et b) et ajustées a 50 ml par le milieu PDA
(Fig. 40 c). Par la suite, le contenu a été agité durant 5 minutes pour homogénéiser le milieu
PDA avec I’huile essentielle (Fig. 40 d).
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Figure 31: Préparation des différentes concentrations des huiles essentielles pour le test
antifongique (Photos originales, 2020)

a : Prélévement d’une quantité des huiles essentielles
b : Dépdt des huiles essentielles dans un flacon
c : Ajustement par le milieu PDA

d : Agitation du contenu du flacon
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1.2.5.4.2. Application des disques mycéliens

Un volume de 15 ml de mélange préparé au préalable (PDA + Huile essentielle) a été
coulé dans des boites de Pétri (Fig. 41a). Aprés le refroidissement et la solidification du
mélange sur la paillasse au prés du bec Bunsen, des disques mycéliens de 5 mm de diametre
issues de la marge d’une culture agée de 7 jours (Fig. 41 b) ont été prélevés avec un emporte-
piéce et déposés, a la surface, au centre de chaque boite de Pétri (1 disque / boite) (Fig. 41 c).
Chaque concentration a été répétée trois fois. Les boites ont été incubées dans 1’obscurité a
une température de 28°C pendant 72 heures. Le témoin a été réalisé dans les mémes

conditions sans huiles essentielles.

Figure 32: Application des disques mycéliens (Photos originales, 2020)
a : Coulage du mélange (PDA+huile essentielle) dans des boites de Pétri
b : Préléevement du disque mycélien avec un emporte piece

c : Dépot des disques mycéliens prélevés a la surface, au centre de a boite de Pétri

1.2.6. Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne a été évaluée quotidiennement jusqu’au 7°™ jour en
mesurant le diamétre des colonies mycéliennes évoluées dans les boites de Pétri. Cette lecture
a été réalisée en comparaison avec les cultures témoins qu’elles étaient démarrées le méme

jour et dans les mémes conditions.
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Toute pousse méme légére du champignon sera considérée comme action négative
c'est-a-dire que I’huile essentielle en question n’est pas inhibitrice vis-a-vis dela croissance
fongique.

1.2.7. Calcul du taux d’inhibition (TT)

Les taux d’inhibition de la croissance fongique par rapport au témoin ont été calculés

selon la formule cidessous (Doumbouya et al., 2012) :

TI (%) =100 x (dC- dHE) / dC
Tl (%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
dC : Diametre de colonies dans les boites du témoin - ddi (mm)

dHE : Diametre de colonies dans les boites contenant I’huile essentielle - ddi (mm)

ddi : Diametre du disque initiale ( 3mm).

1.2.8. Détermination de I’indice antifongique (IA)

L’indice antifongique est par définition la concentration en huiles essentielles qui
inhibe 50% de la croissance mycélienne. Il a été déterminé on appliquant la formule suivante
(Chang et al., 1999) :

IA=(1-Da/Db) x 100
IA : Indice antifongique
Da: Diamétre de la zone de croissance de 1’essai

Db: Diameétre de la zone de croissance du témoin
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1.2.9. Calcul de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

La vitesse de la croissance mycélienne pour chaque concentration a été déterminée comme
suit (Cahagnier et Molard, 1998) :
VC=[D1/Tel]+[(D2-D1)/Te?2]+[(D3-D2)/Te3]+...+[(Dn-Dn-1)

[ Ten]
- VC : Vitesse de croissance myceélienne

- D: Diamétre de la zone de croissance de chaque jour (mm)

- Te: Temps d’incubation (jour)
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Chapitre II : Resultats et discussion

Chapitre 11 : Résultats et discussions

I1.1. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles de Géranium rosat

L’hydro distillation de la partie aérienne (feuilles et fleurs) de Géranium rosat a
permis d’extraire des huiles essentielles de couleur jaune (Fig. 42) avec une odeur prononcée

de rose et Iégerement citronnée (Tableau 03).

'1

giinuu-

-

Figure 33: Huiles essentielles de G. rosat obtenues par hydro distillation (Photo originale,
2020)

Tableau 03: Caractéristiques organoleptiques de I’HE de G. rosat

Propriétés organoleptiques
Huiles essentielles de G. rosat Aspect Couleur Odeur
Liquide, Jaunatre Légérement

. limpide citronnée,

Notre étude (2020) rosée

Liquide Jaune ambré a Rosée,
mobile, jaune verdatre | +menthée

AFNOR(2000) limpide
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D’aprés le tableau cité ci-dessus, on peut déduire que les caractéristiques
organoleptiques de nos huiles essentielles sont les mémes que celles répertoriés dans
les normes AFNOR (2000).

11.2. Rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles calculé apreés extraction par hydro distillation de la

partie aérienne de G. rosat était de 0.25% (Tableau 04).

Tableau 3:Rendement en huiles essentielles extraites de G. rosat

G. rosat Quantité
Biomasse séche 1389¢
Huile essentielle 3.5¢

Rendement 0.25%

Le rendement en huiles essentielles de G. rosat était de 1’ordre de 0.25 %. Ce taux est
relativement élevé comparé a ceux rapportés par d'autres études (Tableau 05).Cela peut étre
expliqué par la différence en période de collecte des échantillons et d’extraction des huiles
essentielles de G. rosat. Pour notre étude, ces étapes ont été realisées en pleine floraison qui
est caractérisée par une photopériode optimale propice a une biosynthése importante des

huiles essentielles.

tableau 4.Rendement en HE deG. rosat selon certaines études

Références Demarne Shawl Mosta Notre étude
(1989) (2006) (2006) (2020)
Pays (Année) Réunion Inde (2006) | Afrique du | Algérie Tissemsilte
(1989) Sud (2006) (2020)
Rendement (%) | 0,08-0,16 0,22 0,25 0.25

Le rendement élevé, que nous avons obtenu, pourrait étre dd non seulement a la

période de récolte de la plante mais également a I’intervention d'une multitude de facteurs
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comme ’entretien réservé aux plantes, les écartements entre plants (Rajeswara, 2002), le
désherbage (Rodolfo et al., 2006), ainsi que 1’arrosage régulier (Boira et Blanquer, 1998).
En plus, le rendement en huiles essentielles est influencé par plusieurs parametres, tels
que la température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation, le régime des vents,
I’espece vegeétale et méme I’organe végétal, les pratiques culturales et le procédé d’obtention
des huiles essentielles surtout chez les espéces qui possédent des structures histologiques de

stockage superficielles comme les pélargoniums odorants (Demarne, 1985).

I1.3. Cinétique d’extraction

La variation du rendement en huile essentielle parvenues de 1’extraction par

hydro distillation de G. rosaten fonction du temps est illustrée par la figure 43.

Cinétique d’extraction deshuiles essentielles
30U

25

. ya

. /
5 /
0 - - / r r r r r )

5 10 15 30 45 60 90 120 150 180
Temps min

Figure 34: Cinétique d’extraction des huiles essentielles de G. rosat en fonction du temps
(Photo originale, 2020)

La figure précédente montre clairement 1’allure générale attendue d’une courbe
classique de la cinétique d’extraction. D’apres cette allure on peut distinguer trois différentes

parties d’extraction :
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- Dans la premiére partie (de 00 a 15mn), nous observons un palier ou le rendement est nul.

Cette etape correspond a la phase de chauffage de la matiére vegétale.

- La seconde phase (de 15 a 120mn) correspond & un saut marqué en quantité des huiles
essentielles récupérées. Elle représente la phase d’accélération ou 1’extraction est rapide a

cause de la diffusion externe. La pente de cette partie montre la facilité de 1’extraction.

- Enfin, au cours de la troisiéme étape (a partir de 120mn), la courbe tend vers un second
palier qui correspond au rendement maximum possible a atteindre de la plante et & la fin de

I’extraction donc a une phase plus lente due a 1’épuisement des huiles essentielles de la plante.

Dans le cas des G. rosat ou les structures sécrétrices sont superficielles, la membrane externe
ou la cuticule qui constitue la seule barriére a la libération des huiles essentielles, est vite
rompue a ébullition. Les composés volatils sont aussitot évaporés d’ou la courte durée pour
atteindre le pic cumulatif lors de I’extraction. Lorsque les essences sont sous-cutanées, elles
doivent d’abord diffuser a travers 1’épaisseur du tissu végétal avant d’entrer en contact avec
I’eau ou sa vapeur. Elles seront alors lentement évaporées en comparaison avec les structures

sécretrices superficielles(Mosta,2006).

I1.4. Identification de I’espéce fongique

11.4.1. Description macroscopique

L’observation des boites de Pétri ensemencées par le champignon prélevé de I’oignon
contaminé par la pourriture noire a révélé la présence de colonies de moisissures noires
atteignant 4 a 5 mm de diamétre et cela aprés 7 jours d’incubation a 28°C sur milieu PDA
(Fig. 44).Les colonies étaient d’abord blanches et translucides (environ 3 jours d’incubation)
puis deviennent noires et opaques en sporulant. Les colonies ont présenté des diameétres

irréguliers avec un aspect poudreux et gonfle.
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Figure 35: Colonies noires d’Aspergillus niger sur milieu PDA aprés 7 jours d’incubation
(Photo originale, 2020)

Les caractéristigues macroscopiques du champignon isolé dans notre étude
correspondent bel et bien a celle d’Aspergillus niger selon la bibliographie (Ayesha et al.,
2003). On peut alors conclure que le champignon isolé de 1’oignon collecté de la chambre de

stockage d’Aja de Khemis Miliana était bien Aspergillus niger.

11.4.2.Description microscopique

L’observation microscopique du mycélium prélevé des colonies de moisissures noires
développées sur milieu PDA apres 7 jours d’incubation a montré la présence d’un appareil
végétatif constitué de filaments (hyphes formant les conidiophores). A I’extrémité des
filaments se trouvent des bourgeonnements globuleux ou tétes conidiennes de couleur brun
rouge tres sombre a noir. Les spores exogéenes ou conidies, de petite taille, sont disposées en

chainette. Elles sont globuleuses et brunes (Fig. 45).
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Figure 36: Aspect microscopique d’A. niger (a gauche : observation au GX40, a droite :
observation au GX100) (Photos originales, 2020).

Les caractéristiques microscopiques des moisissures noires développées sur milieu
PDA apres 7 jours d’incubation rappellent celles d’Aspergillus niger selon la clé
d’identification des champignons de Zillinsky (1983), Botton et al. (1990),Lepoivre (2003)
et Nasraoui (2006)et selon celles citées en bibliographie par Diguta (2010), Anand (2016) et
Dijksterhuis et Wosten (2013). On peut alors confirmer que le champignon parvenu des
oignons infectés par la pourriture noire collectés de la chambre de stockage d’Aaja de Khemis

Miliana est bien Aspergillus niger.

11.5. Potentialités antifongiques des huiles essentielles de Géranium rosat

vis-a-vis d’Aspergillus niger
11.5.1. Croissance mycélienne

La croissance mycélienne d’A. niger sur milieu PDA contenant les différentes doses
des huiles essentielles de G. rosat, a été évaluée quotidiennement en mesurant les diametres
de colonies fongiques a 1’aide d’une régle graduée. Les résultats sont mentionnés dans le

tableau O6puis illustrés par les figures 46et 47.
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Tableau 5: Diametres (en cm) de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction du temps
d’incubation et de la concentration en huile essentielle de G. rosat durant les 7jours
d’incubation

Jour
1 2 3 4 5 6 7
se (HE)
DO (Témoin) | 1.5 3 3,9 5 7 8,9 9
D1 (25ul) 1 1,7 3,3 4,5 6,1 7,1 8,5
D2 (125ul) 0 0 0 0 0 0 0
D3 (250ul) 0 0 0 0 0 0 0

DO : Témoin

D1 :25ul

D2 : 125pl

D3 : 250l

Figure 37 : Croissance d’A. niger sur milieu PDA aprés 7 jours d’incubation avec les
différentes doses des huiles essentielles de G. rosat (Photo originale, 2020).
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DIAMETRES DE LA CROISSANCE
MYCELLIENNE (CM)

DO (TEMOIN) D1 (25UL) D2 (125UL) D3 (250UL)
DOSES DES HUILES ESSENTIELLES

Figure 38:Diametres de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction de la concentration
en huile essentielle de G. rosat apres 7 jours d’incubation

Le tableau et les figures présentés ci-dessus montrent une diminution dans les
diameétres de la croissance mycélienne en paralléle avec 1’augmentation des doses des huiles
essentielles. Ainsi, pour les boites témoins (D0), la croissance d’A. niger était trés importante.
Pour la D2 (125ul) et la D3 (250ul), on a enregistré une inhibition totale (100%)de la
croissance mycélienne. Alors que pour la D1 (25ul) la croissance mycélienne était Iégérement
faible. Aussi, pour la DO et la D1, les diamétres de croissance ont été évolués progressivement

et en paralléle en fonction du temps d’incubation.

Selon nos résultats, on peut dire que les huiles essentielles de G. rosat ont exercé un
effet antifongique important sur la moisissure A. niger vu qu’elles ont empéché fortement son

développement (D2 etD3).

Plusieurs travaux ont étudié I’effet et le mode d’action des huiles essentielles sur les
champignons. Ainsi, selon Giordani et Kaloustian (2006), I’action antifongique des huiles
essentielles s’explique par une augmentation de la perméabilité¢ de la membrane plasmique,
suivie d’une rupture de celle-ci, entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort

du champignon. En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus précisément
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leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les
enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des champignons (Sharma et
Tripathi., 2006).

I1.5.2. Taux d’inhibition (TT)

Les taux d’inhibition de la croissance fongique par rapport au témoin ont été calculés
selon la formule de Doumbouya et al. (2012).Les résultats obtenus sont mentionnés dans le
tableau 07ensuite présentés par la figure 48.

Tableau 6: Taux d’inhibition (TI) de la croissance d’A. niger en fonction des différentes
doses des huiles essentielles de G. rosat

Doses (HE) TI
DO (Témoin) 00%
D1 (25ul) 05,74%
D2 (125ul) 100%
D3 (250ul) 100%
(ThH%
100
90 -
80 +~
70 47
60
50 +
20
30
20
10+ -
0 /’ I l || I I I/z
DO (Témoin) D1 (25ul) D2 (125ul) D3 (250u)  Doses des Hes L

Figure 39:Taux d’inhibition (TI) de la croissance d’A. niger en fonction des différentes doses
des huiles essentielles de G. rosat
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Les taux d’inhibition (TI) de la croissance d’A. niger ont augmenté progressivement
en fonction des différentes doses des huiles essentielles de G. rosat. Ils étaient de 00% pour le
témoin, 5,74% pour la D1 et 100% pour la D2 et la D3. Ce cas de figure nous permis
dedéduire que la souche fongique testée (A. niger) est trés sensible aux huiles essentielles
étudiées (G. rosat).

Les concentrations des huiles essentielles du G. rosat (125ul, 250ul) appliquées sur la
souche fongique A. Niger ont empéché completement sa croissance (T1 : 100%). Ces résultats
sont dus selon Uribe et al. (1985) aux dommages membranaires séveres, a I’inhibition de la
respiration et a la perte d’homéostasie provoquées par les huiles essentielles d’ou la mort

cellulaire ou I’inhibition totale de la croissance mycélienne.

Les principaux composants de I'huile essentielle de G. rosat: le géraniol et le
citronellol ont montré, in vitro, leurs actions antifongiques propres et synergiques avec
combinaison de kétoconazole sur la classe des Trichophytons et notamment T. soudanense et
T. sclzoenleinii(Shin et Lim, 2007).Une étude a montré des taux d’inhibition intéressants du
géraniol et du citronellol en association avec de lI'amphotéricine B et du kétoconazole sur la
souche d'A. niger(Willson et al., 1997 ; Shin, 2003 ; Willem, 2004 ; Janin, 2006).

11.5.3. Indice antifongique (1A)

Les résultats du calcul de I’indice antifongiquesont cités dans le tableau 08puis

montrés par la figure 49.

Tableau 7:Indice antifongique (1A) des huiles essentielles de G. rosat calculé aprés 7 jours
d’incubation d’A.niger

Dose (HE) 1A
DO (Témoin) 00%
D1 (25ul) 06%
D2 (125ul) 100%
D3 (250ul) 100%
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Figure 40: Indice antifongique (I1A) des huiles essentielles de G. rosat calculé apres 7 jours
d’incubation d’A.niger

D’apres le tableau 08 et la figure 49, on deduit que les indices antifongiques
s’augmentent parallélement avec I’augmentation de la concentration des huiles essentielles de
G. rosat. Il varie de 00% pour la DO (Témoin), 6% pour la D1 et 100% pour la D2 (125ul) et
la D3 (250ul).

L’indice antifongique est par définition la concentration en huiles essentielles qui
inhibe 50% de la croissance myceélienne (Chang et al., 1999). Donc, et par projection sur
I’axe des doses (Fig. 49) la concentration qui inhibe 50%de la croissance mycélienne est

de 75ul.

11.5.4. Vitesse de croissance mycélienne (VC)

L’évolution quotidienne de la croissance mycélienne d’A. niger traité par les
différentes concentrations des huiles essentielles de G. rosat durant les 7 jours d’incubation
est présentée par les figures 50, 51,52 et53.Le calcul de la vitesse de cette croissance

fongique est illustré par la figure 54.
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Figure 41:Evolution de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction du temps
d’incubation pour la DO (Témoin).

— Diametres de la croissance myceélienne/Cm

]||||

Temps d’1ncubat10n / jour

Figure 42:Evolution de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction du temps
d’incubation pour la D1 (25ul).
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Figure 43:Evolution de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction du temps
d’incubation pour la D2 (125ul)

 Diamétres de la croissance mycélienne/Cm
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Figure 44:Evolution de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction du temps
d’incubation pour la D3 (250ul)
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Figure 45: Vitesse de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction des doses des huiles
essentielles de G. rosat durant 7 jours d’incubation

La croissance mycélienne d’A. niger augmente avec le temps d’incubation et diminue
avec I’augmentation de 1a concentration en huiles essentielles de G. rosat. Pour la DO et la
D1, les diameétres de la croissance enregistrés ont évolué de 1,5cm et 1cm le premier jour
jusqu’a 9cm et 8,5cm le septieéme jour, respectivement. Tandis que pour la D2 et la D3, la
croissance mycélienne était nulle(00cm) durant toute la période d’incubation. Ainsi, la vitesse
de la croissance fongique était importante (3,54cm/j) pour le témoin (DO sans huiles
essentielles), puis elle a diminué (2,86cm/j) suite a ’application des huiles essentielles (D1)
pour s’estomper complétement (00cm/j) pour la D2 et la D3. On peut dire alors que les huiles

essentielles de G. rosat sont tres efficaces contre la souche fongique A. niger.

La différence du pouvoir antifongique des concentrations des huiles essentielles de G.
Rosat peut étre attribuée a leurs compositions chimiques. En effet, aux molécules qui
possedent un tres large spectre d’activité antimicrobienne et qui sont naturellement présents

dans les essences de la plupart des especes de Géranium.

11.5.5. Discussions
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Les huiles essentielles de G. rosat testées a différentes concentrations a 1’égard des
colonies de la moisissure A. niger responsable de la pourriture noire de 1’oignon ont révélé
des potentialités antifongiques tres intéressantes. Elles ont provoqué une inhibition de la
croissance mycélienne a partir de la dose 25 ul (D1). Cette inhibition était compléte avec les
doses 125ul et 250ul (D2 et D3, respectivement).

Selon ces observations, on peut spéculer que la forte activité antifongique observée
chez les huile essentielles de G. rosat revient a I’efficacité des ses composants chimiques.
D’une manicre générale, I’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation
avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (Lahlou,
2004 ; 2005) et les effets synergiques entre les composants (Franchomme,
1981 ; Kurita et Koik, 1982 ; Gueldeneret al., 1985 ; Inouyet al., 2000 ; Burt, 2004 ;
vinda-Martoset al., 2008).Ainsi la nature des structures chimiques qui la constituent, mais
aussi leurs proportions jouent un réle déterminant (Pibiri, 2006).Un des facteurs intervenant
sur I’intensité de 1’action antifongique de 1’huile essentielle est la dose appliquée : ceci a été
généralement observé in vitro (Do Amaral et al., 1998;Evans et Martin, 2000;
Castillejos et al., 2006). En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables de
I’activité antifongique de cette huile essentielle. Giordani etal.(2008), ont supposé que la
nature lipophile d’huile essentielle 1a rend plus observable par les mycéliums fongiques. De
méme que les composés phénoliques d’huile essentielle qui jouent un role important sur
I'inhibition des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur site actif
(Celimeneet al., 1999 ;Soyluet al.,2005).

L’activité antifongique de I’huile essentielle de G. rosat est due a ses constituants
majoritaires: alcools terpéniques (citronellol, géraniol, linalol) qui représentent environ
50,07% des constituants de cette huile, mais aussi a ses constituants minoritaires: oxydes,
aldéhydes (geranial, néral)(Boukhatem,2010).En effet, les terpenes oxygénés sont des agents
antimicrobiens trés actifs (Gueldeneret al., 1985 ; Faidet al., 1996 ; Griffin et al., 1999 ;
Dormanet Deans, 2000 ; Kamran et al., 2001 ; Satraniet al.,, 2006).Selon
Randrianarivelo(2008), les constituants minoritaires sont également connus pour leur
activité antimicrobienne. Les esters peuvent contribuer a I'effet antimicrobien global des

huiles essentielles (Derwich et al., 2010).

Les huiles essentielles de G. rosat ont montré une activité inhibitrice importante sur A.

Niger et sur d’autres moisissures Penicillium digitatumet P. expansum. Certains travaux
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relatent aussi le pouvoir fongicide puissant del’huile essentielle de G. rosat d’Afrique
(Kuritaet al., 1981 ; Lis-Balchin etDeans, 1996 ; Lalliet al., 2008), ce qui est aussi en
accord avec les investigations de plusieurs auteurs qui ont montré que, pour les huiles
essentielles de plusieursplantes médicinales, les moisissures sont plus sensibles que les autres
microorganismes (Pellecueret al., 1973, 1974 ; Benjilaliet al., 1984 ; Kivang et Ajgal, 1986
; Tantaoui-Elarki etBeraoud, 1994 ; Hammer et al., 2003).

Les diamétres de la croissance mycélienne ont diminué en parallele avec
I’augmentation de la dose des huiles essentielles, ceci peut étre dd a la présence de plus de

composés actifs avec 1’accroissement de la concentration en huile essentielle.

Les champignons ont montré une sensibilité accrue a 1’augmentation de la concentration de
I’huile essentielle dans leur milieu de culture ou le diametre de la colonie se réduit a chaque
fois qu’on augmente la dose jusqu’a une inhibition totale ou aucune croissance n’est

observée(Boutarfaia et Benyahia,2015).

Les huiles essentielles de Géranium rosat ont manifesté un trés bon pouvoir
antifongique vis-a-vis de Fusarium poaeet Fusarium sporotrichioidesqui sont aveérés
sensibles respectivement a des doses de 2.5 et Sul/ml (Gueldeneret al., 1985 ; Faidet al.,
1996 ; Griffin et al., 1999 ; Dormanet Deans, 2000 ; Kamran et al., 2001 ; Satraniet al.,
2006).
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Conclusion

Au cours de notre travail nous avons essayé de définir I’effet in vitro des huiles
essentielles de G. rosat a I’égard de la souche fongique A. niger agent de la moisissure noire
de I’oignon dans le but de rechercher des produits naturels qui peuvent substituer les produits
chimiques utilisés en massif dans le traitement des maladies des plantes en génerale et des
maladies cryptogamiques en particulier qui dénoncés a cause de leurs effets néfastes sur

I’environnement et la santé humaine.

Les huiles essentielles de G. rosat extraites par hydro distillation étaient jaunes avec
une odeur prononcée de rose et légérement citronnée. Elles ont donné un rendement de
0.25%.

L’observation macro et microscopique du champignon prélevé des oignons infectés

par la moisissure noire ont permis d’identifier la souche fongique A. niger.

L’analyse des résultats relatifs a la croissance mycélienne d’A. niger soumis a 1’action
des différentes concentrations des huiles essentielles de G. rosat nous sont permis deconstater
que ces huiles essentielles ont exercé une action inhibitrice plus forte sur A. niger avec un
taux d’inhibition de 100%. Une réduction dans la concentration des huiles essentielles a

entrainé une diminution dans le pouvoir inhibiteur de celles-ci.

Les diameétres de la croissance mycélienne ont évolué progressivement en fonction de
la durée d’incubation et ont diminué en parallele avec I’augmentation de la concentration des

huiles essentielles de G. rosat.

La plus haute vitesse de croissance mycelienne (3,54cm/j) a été enregistrée en absence
des huiles essentielles (Témoin (DO0)), puis elle a décroit jusqu’a I’inhibition totale (00cm/j)
pour la D2 (125ul) et la D3 (250ul).

A Tinstar de ces résultats nous pensons que les huiles essentielles de G. rosat
possédent une aptitude pour éliminer A. Niger et peuvent donc avoir des intéréts pratiques en

lutte biologique contre la moisissure noire de 1’oignon.
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Enfin, ce travail ouvre la voiec a d’autres perspectives et il mérite une étude plus
approfondie et détaillée pour exploiter les propriétés antifongiques des huiles essentielles de

G. rosat dans le domaine agricole.
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Annexes

Annexe 01 : Milieux de culture

Le milieu utilisé pour la culture du champignon A. niger est le milieu PDA (Potato

Dextrose Agar). Il est constitué de :

-Pommedeterre.............ooeiiiiiiiiiiin 200g
S GIUCOSE vt 20g
S AQAr-agar.......ooiiiii e 15¢g
-Eaudistillée ... 1000ml

Pour la préparation de ce milieu, il faut laver et couper les pommes de terre en petit
morceaux, les mettre dans 1’eau distillée et porter le tout a ébullition. Ensuite, filtrer et

compléter avec le dextrose (ou glucose) et I’Agar. Enfin, le milicu est stérilisé a I’autoclave

(120°C pendant 20 minutes).

Annexe 02 : Verrerie, instruments et matériel

Pour la réalisation des différents tests nous avons utilisé le mateériel suivant :
- Balance de précision
- Agitateur
- Plaque chauffante
- Micro seringue
- Etuve
- Autoclave
- Vortex
- Flacons de 250 ml
- Bec Bunsen

- Bofites de Pétri de 90 mm de diamétre

- Pipettes Pasteur
- Eppendorffs
- Micro pipette (25, 125 et 250 ul)- Microscope optique



- Lames et lamelles

- Erlenmeyers

- Fioles jaugées

- Béchers

- Ballons

- Pipettes graduées

- Anse & ensemencer

- Papier aluminium - Emporte piéce
- Sac en plastique

- Sac en papier- Hydro distillateur de type Clevenger
- Réfrigérateur

- Gants de laboratoire et bavettes

Annexe 03 : Produits

Les produits utilisés durant notre étude sont :

- Eau de javel

- Alcool

- Bleu de méthyléne
- Huile a immersion

-Et ’eau distillée



Annexe 04 : Calculs liés a I’activité antifongique

Tableau 01 : Diamétres (en cm) de la croissance mycélienne d’A. niger en fonction de la
concentration en huiles essentielles de G. rosat durant les 7jours d’incubation avec les

differentes répétitions

W DO (Témoin) D1 (25pul) D2 (125ul) D3 (250pl)
Jours

R1:1.4 R1:1 R1:0 R1:0

1 R2:1.5 R2:1 R2:0 R2:0
- R3:15 R3:1,1 R3:0 R3:0
R1:2.9 R1:1.6 R1:0 R1:0

2 R2 :3 R2:1.8 R2:0 R2:0
R3:3.1 R3:1.9 R3:0 R3:0

R1:3.8 R1:3.3 R1:0 R1:0

3 R2:4 R2:3.4 R2:0 R2:0
R3:4,1 R3:3.4 R3:0 R3:0

R1:49 R1:4.5 R1:0 R1:0

4 R2:5 R2:4.5 R2:0 R2:0
R3:5.1 R3:4.7 R3:0 R3:0

R1:7 R1:6 R1:0 R1:0

5 R2:7 R2 :6.2 R2:0 R2:0
R3:7.1 R3:6.2 R3:0 R3:0

R1:8.8 R1:7 R1:0 R1:0

6 R2:8.9 R2:7.1 R2:0 R2:0
R3:9.1 R3:7.2 R3:0 R3:0

R1:9 R1:8 R1:0 R1:0

7 R2:9 R2 :8,5 R2:0 R2:0
R3:9 R3:9 R3:0 R3:0

R : Répétitions

Tableau 02 : Moyennes des diamétres (en cm) de la croissance mycélienne d’A. niger en

fonction de la concentration en huiles essentielles de G. rosat durant les 7jours d’incubation

W DO (Témoin) D1 (25ul) D2 (125ul) D3 (250pl)
Jours

1 15 1 0 0

2 3 1,7 0 0

3 3,9 3,3 0 0

4 5 4,5 0 0

5 7 6,1 0 0

6 8,9 7,1 0 0

7 9 8,5 0 0




Tableau 03 : Taux d’inhibition calculés pour les différentes concentrations des huiles

essentielles de G. rosat

Dose HE Formule Taux d’inhibition (%)
DO (Témoin) T1(%) = 100x ((90-3)- (90-3)) / (90-3) 00

D1 (25ul) TI (%) = 100x% ((90-3)- (85 -3)) / (90-3) 5,74

D2 (125ul) T1 (%) = 100x% ((90-3)- (0 -3)) / (90-3) 100

D3 (250ul) TI (%) = 100x% ((90-3)- (0-3)) / (90-3) 100

Tableau 04 :Indice antifongique calculés pour les différentes concentrations des huiles

essentielles de G. rosat

Dose HE Formule Indice antifongique (%)
DO (Témoin) IA (%)= (1-9/9) x100 00%
D1 (25ul) IA (%) = (1 - 8,5/9) x100 06%
D2 (125ul) IA (%) = (1-0/9) x100 100%
D3 (250ul) IA (%) = (1-0/9) x100 100%

Tableau 04 : Vitesses de la croissance mycélienne calculées

concentrations des huiles essentielles de G. rosat

pour les différentes

Vitesse de la
Dose HE Formule croissance
mycélienne(cm/j)
VC=[15/1]+[(B-15)/2]+[(39-3)/3]+ [(5-
DO (Témoin) 3,9) /4] +[(7-5)/5] +[(8,9-7)/6] +[(9-8,9)/7] 3,54
VC=[1/1]+[(1.7-1)/2]+[(3.3-1,7)/3] + [(45-
D1 (25ul) 3,3)/ 4] +[(6.1-4,5)/5] +[(7.1-6,1) / 6] + [(8,5-7,1)/ 2,86
7]
VC =[0/1] +[(0-0) /2] + [(0-0) / 3] + [(0-0) / 4] +[(O-
D2 (125ul) 0)/5]+[(0-0)/6]+ [(0-0)/T7] 0
VC =[0/1] +[(0-0) /2] + [(0-0) / 3] + [(0-0) /4] +[(O-
D3 (250ul) 0)/5]+[(0-0)/6]+ [(0-0)/7] 0
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Résumé

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence 1’activité¢ antifongique des huiles
essentielles d’une plante aromatique et médicinale de la famille des Géraniacée, en
I’occurrence Géranium rosat, récoltée du parc national de Thniat El Had de Tissemsilte et
d’étudier leur action sur la croissance du champignon Aspergillus niger responsable de la
moisissure noire. Ces huiles essentielles ont été extraites par hydro distillation. Ainsi, le
rendement obtenu était de 0,25%. L’activité antifongique a été testée en utilisant différentes
concentrations des huiles essentielles. Les résultats remportés ont montré que ces huiles ont
un effet inhibiteur important a 1’égard du champignon étudié. Les diameétres de croissance
mycélienne ont évolué progressivement en fonction du temps d’incubation et ont diminué
avec ’augmentation de la dose des huiles essentielles. Le taux d’inhibition le plus marqué a
¢té observé pour la D2 (125ul) et la D3 (250ul). L’indice antifongique ¢était de 75 plLa
vitesse de croissance mycélienne la plus élevée était enregistrée pour la DO (Témaoin).

Mots clés : Géranium rosat, huiles essentielles, Aspergillus niger, moisissure noire,

potentialités fongicides



summary

The objective of this work is to highlight the antifungal activity of essential oils of an
aromatic and medicinal plant of the Geraniaceae family, in this case Geranium rosat,
harvested from the Thniat El Had de Tissemsilte national park and " study their action on the
growth of the fungus Aspergillus niger responsible for black mold. These essential oils were
extracted by hydro distillation. Thus, the yield obtained was 0.25%. The antifungal activity
has been tested using different concentrations of the essential oils. The results obtained
showed that these oils have a strong inhibitory effect on the fungus studied. Thediameters of
myecelial growth gradually changed with the incubation time and decreased with increasing
dose of essential oils. The strongest inhibition rate was observed for D2 (125ul) and D3

(250ul). The antifungal index was 75 pl. The highest rate of mycelial growth was recorded for
oD (Control).

Key words: Rose geranium, essential oils, Aspergillus niger, black mold,
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