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Résumé

Dans le but de rechercher des moyens de lutte biologique contre les champignons
responsables de la pourriture des pommes en conservation, des tests de l'activité antifongique
des huiles essentielles de Mentha pulegium et d’Eucalyptus camaldulensis ont été réalisés.
Les huiles essentielles, obtenues par hydrodistillation, ont été analysées par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. L'essence de M. pulegium est dominée
par la pulégone (80,28 %), alors que celle d'E. camaldulensis possede le 1,8-cinéole (42,30
%) et l'a-pinéne (28,30 %) comme composants majoritaires. Le pouvoir antifongique de ces
huiles a été etudié vis-a-vis d'Alternaria alternata et de Penicillium expansum par la
technique de micro-atmosphere. C’est I’huile essentielle de M. pulegium qui s’est révélée la
plus active, en effet 10 ul de son extrait ont été suffisants pour inhiber totalement la
croissance mycélienne des deux moisissures ; alors qu'il a fallut 30 pl d’huile essentielle d'E.
camaldulensis pour obtenir le méme effet sur les deux champignons. L’effet inhibiteur de ces
huiles laisse entrevoir des perspectives d’application dans le domaine de la conservation de
certaines denrées alimentaires (pommes, poires, etc.).

Mots clés : Eucalyptus camaldulensis, Mentha pulegium, huile essentielle, Activité
antifongique, pourriture des pommes.

Abstract

In order to explore ways of biocontrol against fungal rot of apples in storage, testing the
antifungal activity of essential oils of Mentha pulegium and Eucalyptus camaldulensis have
been made. The essential oils obtained by hydrodistillation were analyzed by gas
chromatography-mass spectrometry. The essence of M. pulegium is dominated by pulegone
(80.28 %), while that of E. camaldulensis has 1,8-cineole (42.30 %) and a-pinene (28.30 %)
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as major components. Antifungal activity of these oils has been studied against Alternaria
alternata and Penicillium expansum by the technique of micro-atmosphere. It is the essential
oil of M. pulegium which was the most active, 10 pl extract were sufficient to completely
inhibit mycelial growth of both fungi, while it took 30 pl of essential oil of E. camaldulensis
to get the same effect on both fungi. The inhibitory effect of these oils suggests prospects for
application in the field of conservation of certain foods (apples, pears, etc.).

Keywords : Eucalyptus camaldulensis, Mentha pulegium, essential oil, antifungal
activity, apple rot.

1. INTRODUCTION

Les vertus therapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis l'antiquité ;
cependant l'intérét accordé a I'étude scientifique du pouvoir des plantes aromatiques et
médicinales n'a augmenté que durant ces dernieres années dans le but de rechercher des
alternatives aux substances chimiques qui présentent des risques pour la santé humaine et
pour I'environnement [1].

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongique [2, 3, 4], antibactérien
[5, 6], antioxydant [7] et insecticide [8, 9, 10]. Ainsi par ces propriétés, les huiles essentielles
pourraient donc servir d’agent de conservation des denrées alimentaires. Dans ce contexte de
nombreuses études ont montré que les extraits de certaines plantes aromatiques ont une action
inhibitrice sur la croissance et la toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons
responsables d’infections alimentaires [11, 12, 13, 14].

Eucalyptus camaldulensis Dehnh. et Mentha pulegium L. sont des plantes aromatiques
et médicinales tres utilisees en médicine traditionnelle ; leur pouvoir antimicrobien a été
démontré par plusieurs travaux [15, 16, 17, 18]. L’eucalyptus des Camaldules, plante
endémique d’Australie, est une espéce tres répandue a travers le monde suite a son utilisation
dans les reboisements [19]. Au Maroc, il est planté en grande partie dans la zone Nord-Ouest
du pays; son bois est destiné surtout a la fabrication de la pate a papier. L’huile essentielle
d’E. camaldulensis est trés connue par sa propriété de soulagement des rhumes et de la grippe
[20, 21]. La menthe pouliot, originaire d'Europe et d'Asie Mineure, se rencontre partout au
Maroc dans les endroits humides [22] ; elle est tres utilisée pour soigner les rhumes, les maux
de gorge, la toux, les bronchites, les infections pulmonaires et les refroidissements de toutes
sortes ; elle est aussi un excellent digestif [20, 21]. La production nationale d’huile essentielle
de cette plante peut étre estimée a 20 tonnes par an [21].
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La composition chimique ainsi que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
d’E. camaldulensis et de M. pulegium ont été décrites par plusieurs chercheurs [17, 23, 24, 25,
26]. Cependant l'activité antifongique de ces deux huiles essentielles contre les champignons
responsables de la pourriture des pommes n’a pas été étudiée auparavant. Alors, I’objectif du
présent travail est de tester, in vitro, I’activité antifongique des huiles essentielles de M.
pulegium et d’E. camaldulensis a I’égard d’Alternaria alternata et de Penicillium expansum,
dans le but de rechercher des substances naturelles actives pour une éventuelle lutte

biologique contre la détérioration des pommes en conservation.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel végétal

La récolte des échantillons d’E. camaldulensis Dehnh. et de M. pulegium L. a été
effectuée en mai 2008 au Nord du Maroc, respectivement, a Sidi Yahia (Maamora) et Asilah.
Les huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation pendant 1h30 dans un appareil de
type Clevenger. Le matériel végétal distillé correspond aux feuilles seches d’E. camaldulensis
et aux parties aériennes séchées de M. pulegium. Les huiles obtenues ont été déshydratées a

I’aide du sulfate de sodium anhydre et stockées a 4 °C a I’obscurité.

2.1.2. Matériel fongique

Les deux espéces fongiques testées dans cette étude sont Alternaria alternata (Fr.)
Keissler (1912) et Penicillium expansum Link ex Gray (1821). Ces moisissures proviennent
de la mycothéque du laboratoire de botanique de la Faculté des sciences de Rabat, Maroc.
Elles ont été isolées a partir de pommes détériorées et ont été identifiées en se basant sur leurs
caracteres morphologiques et microscopiques [27, 28]. Elles sont régulierement entretenues

par repiquage sur un milieu gélosé a base d’extrait de malt.

2.2. Méthodes

2.2.1. Analyse des huiles essentielles

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un chromatographe en phase
gazeuse de type Hewlett Packard (série HP 6890), équipé d’une colonne capillaire HP-5 (30
m x 0,25 mm x 0,25 pm épaisseur de film), d’un détecteur FID réglé a 250 °C et alimenté par

un mélange de gaz Hy/air. Le mode d’injection est split, le gaz vecteur utilisé est I’azote avec
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un débit de 1,7 ml/min. La température de la colonne est programmeée a raison d’une monté de
4 °C/min de 50 a 200 °C pendant 5 min. L’appareil est piloté par un systeme informatique de
type « HP Chemstation » gérant le fonctionnement de I’appareil et permettant de suivre
I’évolution des analyses chromatographiques. L’identification des constituants a été réalisée
en se basant sur leurs indices de Kovats (IK) et sur la chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse (CG-SM).

La CG-SM a été réalisée sur un chromatographe Hewlett Packard (HP 6890) couplé a
un spectrometre de masse (série HP 5973). La fragmentation est effectuée par impact
électronique a 70 eV. La colonne utilisée est une capillaire de type HP-5SM (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um). La température de la colonne est programmeée a raison d’une monté de 4 °C/min
de 50 a 200 °C pendant 5 min. Le gaz vecteur utilisé est I’hélium dont le débit est fixé a 1,7
ml/min. Le mode d’injection est split. L’appareil est geré par un systéme informatique muni
d’une bibliotheque de spectre de masse NIST 98.

2.2.2. Test biologique

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles a été évalué par la méthode de micro-
atmosphére [29, 30]. Dans cette technique, une boite de Petri (90 mm) contenant 25 ml de
milieu gélose a I’extrait de malt (MEA a 2 %) est d’abord ensemencée par un fragment de 10
mm de diameétre prélevé a la périphérie d'une culture fongique dans le milieu MEA agée de
sept jours ; ensuite un disque de papier Wattman imbibé d’une quantité d'huile essentielle
pure (2,5;5; 10 ; 20 ; 30ul) est déposé au centre du couvercle de la boite de Petri. La culture
est ensuite incubée a I'obscurité, couvercle en bas, pendant sept jours a 25 °C. Chaque essai
est répété trois fois. Un témoin, dépourvu d'huile essentielle, est préparé dans les mémes

conditions avec un disque de papier imprégné d'eau distillée.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Rendement et composition chimique

Les rendements moyens en huiles essentielles ont été exprimés en millilitre par rapport
a 100 g de matiére végétale séche. Ces taux sont de 1,40 % pour I’eucalyptus des camaldules
et 3,30 % pour la menthe pouliot.

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles ont permis d’identifier trente et
un composés qui présentent environ 96,47 % pour I’E. camaldulensis contre dix sept

composés (97,06 %) pour M. pulegium (Tableau 1).
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Tableau 1 : Composition chimique des huiles essentielles
d'E. camaldulensis et de M. pulegium.

IK Constituants E. camaldulensis (%) M. pulegium (%)
930  a-thujéne 1,00 -
939  a-pinéne 28,30 0,37
952  cyclohexanone-3-méthyl - 0,24
980  B-pinéne 1,00 0,35
993  myrcéne 0,30 0,15
994  octanol-3 - 0,92
1001  &-2-carene - 0,08
1006  a-phellandrene 0,95 -
1026  p-cymeéne 6,50 -
1031 limonéne - 1,81
1033 1,8-cinéole 42,30 -
1062  y-terpinene 7,30 -
1072  p-mentha-3,8-diéne - 1,32
1099 linalol 0,22 -
1113  fenchol 0,20 -
1139  trans-pinocarvéol 1,50 -
1146  isopulégol 0,14 -
1154  menthone - 0,65
1163  pinocarvone 1,10 -
1173  menthol - 1,15
1178  terpinen-4-ol 1,40 -
1189  a-terpineol 0,65 -
1194  dihydrocarvone - 2,54
1205  verbénone 0,13 -
1218  trans-carvéol 0,08 -
1238 R(+)-pulegone - 80,28
1240  cuminaldéhyde 0,10 -
1243  carvone 0,30 -
1245  eucarvone - 3,8
1253  pipéritone 0,33 1,22
1256  géraniol traces -
1258  acétate de linalyl 0,08 -
1290 thymol 0,30 -
1419  B-caryophyllene 0,30 0,96
1440  aromadendrene 0,90 -
1462  allo-aromadendréene 0,20 -
1493  virifloréne 0,03 -
1534  cis-nérolidol 0,20 -
1576  spathulénol 0,50 -
1582  globulol traces -
1630 g-eudesmol 0,16 0,54
1949  a-eudesmol - 0,68

Total 96,47 97,06

IK : indices de Kovats ; - : absence.
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Les constituants majoritaires de I’huile essentielle d’E. camaldulensis sont le 1,8-
cinéole (42,30 %), I'a-pinéne (28,30 %), suivi de y-terpinene (7,30 %) et de p-cyméne (6,50
%). Cette composition est relativement comparable a celle de I’huile essentielle d'E.
camaldulensis de Sidi Amira (Maroc), qui est plus riche en 1,8-cinéole (50,69 %) et p-cyméne
(11,24 %) et moins riche en a-pinene (11,23 %) et y-terpinéne (1 %) [31]. L huile essentielle
d'E. camaldulensis du Cameroun est également plus riche en 1,8-cinéole (54,29 %), p-cyméne
(14,59 %), y-terpinéne (14,80 %) et pauvre en a-pinene (12,13 %) [32]. Les huiles essentielles
d'E. camaldulensis de Taiwan présentent deux chémotypes : le premier est caractérisé par la
prédominance du 1,8-cinéole (29,6 %) [33], alors que le second est marqué par la co-
dominance de l'a-pinéne (22,52 %), de p-cymene (21,69 %) et d'a-phellandrene (20,08 %)
[10]. Cependant en Espagne, I’huile essentielle étudiée par I’équipe de Verdeguer [25] a une
composition totalement différente de celle de notre huile essentielle ; elle présente un
chémotype dominé par le spathulénol (41,46 %), le p-cymene (21,92 %) et la cryptone (7,76
%), alors que la teneur du 1,8-cinéole est faible (1,92 %). De méme en Chypre, I’étude de la
composition chimique des huiles d’E. camaldulensis a montré une dominance d’ethanone
(25,36 %) et du 1,8-cinéole (13,73 %) [26].

L’huile essentielle de M. pulegium est caractérisée par la présence de la pulégone
comme principal constituant avec une teneur de 80,28 %. Ces résultats sont similaires a
majorité des travaux déja effectués au Maroc [23, 34, 35]. De méme, les travaux entrepris en
Tunisie par Snoussi et al. [18] et Hajlaoui et al. [36] ont montré que la pulégone est le
composé majoritaire de M. pulegium, avec des concentrations respectivement de 44,27 % et
61,11 %. Alors que les travaux de Mahboubi et al. [17] en Iran ainsi que ceux de Derwich et
al. [37] au Maroc, ont mis en évidence un autre chémotype dont les composés majoritaires
sont la piperitone et le piperitenone, avec de faibles teneurs en pulégone. En plus de la
pulégone (43,3 a 87,3 %), Beghidji et al. [38] ont trouvé dans différentes provenances
d'Algérie, un chémotype de M. pulegium caractérise par sa richesse en monoterpenes (a. et -

pinénes, camphéne, sabinéne, a-terpinéne et myrcene).

3.2. Activité antifongique des huiles essentielles

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles d’E. camaldulensis et de M. pulegium a
été étudié vis-a-vis de deux champignons causant la pourriture des pommes (Tableau 2).
L’huile essentielle de M. pulegium est plus active que celle d’E. camaldulensis, elle a
provoqué une inhibition de la croissance d’A. alternata et de P. expansum a partir de 10 pl,
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Tableau 2 : Activité antifongique des huiles essentielles d’E. camaldulensis et de M.
pulegium a I’encontre d’A. alternata et P. expansum.

Volume (ul) E. camaldulensis M. pulegium
A. alternata P. expansum A. alternata P. expansum
2,5 + + + n
5 + + + +
10 + + _ _
20 + + _ _
30 - - - -

- inhibition ; + : croissance.

alors qu'en présence de I’huile essentielle d'eucalyptus, les deux champignons ont résisté
jusqu'a un volume de 30 pl. Cette différence du pouvoir antifongique des huiles essentielles
des deux plantes peut étre attribuée a leurs compositions chimiques ; en effet, la menthe est
dominée par la pulégone qui est une cétone alors que l'eucalyptus est constitué principalement
du 1,8-cinéole qui est un oxyde terpénique. Des travaux antérieurs [39, 40] ont montré que les
cetones sont plus actives contre les agents microbiens que les oxydes terpeniques.

Nos résultats corroborent d'autres travaux sur le pouvoir antifongique des huiles
essentielles de la menthe pouliot et de I'eucalyptus. En effet I’équipe de Lahlou [41] a montré
gue I’huile essentielle de M. pulegium inhibe la croissance d’un Penicillium sp. a un volume
de 20 pl. Ouraini et al. [23, 35] ont obtenu une inhibition totale de la croissance des
dermatophytes a partir d'une concentration de 2 pg/ml de I’huile essentielle de M. pulegium.

Par ailleurs, Botrytis cinerea, un autre champignon responsable de la pourriture des
pommes, ainsi que d’autres especes fongiques (Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum et Trichoderma sp.) sont tous sensibles a I’activité
antifongique de I'huile essentielle de la menthe pouliot [24, 34].

Su et al. [33] et Somda et al. [42] ont mis en évidence le pouvoir antifongique des
huiles essentielles d’E. camaldulensis de Taiwan vis-a-vis de dix espéces fongiques.
Cependant, I’huile essentielle d'Eucalyptus sp. de Chine a été inactive vis-a-vis d’A.
alternata ; cette inactivité peut étre attribuée a la composition chimique de cette huile [43].
L activité antifongique des huiles essentielles d’E. camaldulensis riches en 1,8-cinéole serait
due au moins partiellement a I’action de ce monoterpéne ; les mécanismes d'action des
monoterpenes sur I’inhibition de la croissance des cellules fongique et végétale restent encore
obscurs malgré les nombreux travaux sur les effets inhibiteurs des monoterpenes sur les
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plantes. Cependant, de tous les effets possibles des monoterpénes sur les membranes
biologiques, les effets délétéres sur les membranes mitochondriales devraient provoquer une
inhibition du métabolisme énergétique mitochondrial, ce qui entraine des perturbations dans
un large éventail des processus physiologiques et biochimiques dans la cellule [44].

Les travaux de Chebli et al. [34] et de Vilela et al. [45] ont montré que la pulégone et le
1,8-cinéole purs provoquent une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des
concentrations plus élevées que les huiles essentielles dans leur totalité ; ainsi I'activité de
I’huile essentielle est le résultat de ses composés majoritaires et aussi de I'effet synergique des
composes minoritaires [23, 34].

4. CONCLUSION

L apparition de souches fongiques résistantes aux traitements chimiques a base de
fongicides synthétiques durant la période de conservation des pommes pousse a la recherche
d’alternatives plus efficaces et plus slres. Dans ce cadre, ce travail a été consacré a I'étude de
la composition chimique et de l'activité antifongique de deux huiles essentielles sur la
croissance mycélienne de deux champignons responsables de la déetérioration des pommes en
conservation.

L'analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles d'E. camaldulensis et de M.
pulegium a permis d'identifier respectivement trente et un et dix-sept constituants. Le 1,8-
cinéole (42,30 %) est le composé majoritaire de I'eucalyptus des Camaldules alors que la
menthe pouliot est dominée par la pulégone (80,28 %).

La détermination in vitro du pouvoir antifongique des huiles essentielles a été réalisée
par la méthode de micro-atmosphere. Les deux extraits végétaux ont totalement inhibé la
croissance d'A. alternata et de P. expansum. Cette activité antifongique est due
essentiellement a la composition chimique des huiles essentielles. Ces resultats meritent d'étre
approfondis par des tests in vivo afin de développer un moyen de lutte biologique a base de

substances naturelles contre les champignons causant la pourriture des pommes.
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