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Résumé

L’étude “in vitro” de Dactivité antifongique des différentes huiles essentielles (HEs) vis-a-vis d’Aspergillus brasiliensis
CIPF1431.83 (A. brasiliensis) a été réalisée. Les résultats obtenus ont montré que I’HE issue de Satureja montana (S. montana) exerce
un pouvoir antifongique significatif (p < 0,05). Cependant, une grande capacité antifongique a été enregistrée lors de différentes
combinaisons des HEs. Les performances des différents traitements exprimées en termes de Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMIs) ont donné des valeurs de 1’ordre de 0,30 pl/ml, 0,63 pl/ml et 2,50 pl/ml, respectivement pour S. montana, L.
nobilis/S. montana et P. lentiscus/S. montana. Cependant, la combinaison P. lentiscus/L. nobilis/S. montana a donné une CMI
semblable & celle obtenue avec la combinaison P. lentiscus/S. montana (2,50 pl/ml). Le conditionnement sous micro-atmosphere en
présence de S. montana et de S. montana/P. lentiscus comme agents bioactifs a montré une efficacité élevée a I’encontre de la
moisissure étudiée et d’autres moisissures d’altération des fraises durant le stockage.

Mots-clés : Fraises, A. brasiliensis, conditionnement micro-atmospheére, huiles essentielles, bioconservation

Abstract:
The packaging of fresh strawberries under "'micro-atmosphere™ based on essential oils combination: Effect during storage

The “in vitro” study of the antifungal activity of essential oils (EOs) with respect to Aspergillus brasiliensis CIPF1431.83 (A.
brasiliensis) was carried out. The results obtained indicate that the EO of Satureja montana (S. montana) showed considerable
antifungal potential (p <0.05). Different combinations of EOs have shown great antifungal capacity. S. montana EO showed a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.30 ul/ml, the combination L. nobilis + S. montana gave a MIC of 0.63 pl/ml, whereas
the combinations P. lentiscus/S. montana; P. lentiscus/L. nobilis/S. montana gave MICs of 2.50 pl/ml. The design of a micro-
atmosphere conditioning of fresh strawberries in the presence of S. montana and S. montana/P. lentiscus as bioactive agents for the
biopreservation of fresh strawberries showed that the combination of EO showed a high efficiency against this mold studied and other
molds of strawberries deterioration.

Keywords: Strawberries, Aspergillus brasiliensis, micro-atmosphere, essential oils, biopreservation

1. Introduction des molécules bioactives comme un outil technologique
pour augmenter la durée de vie de ces produits. Les
HEs sont connues par leurs composés antimicrobiens et
antioxydants naturels. Ces composés volatils présentent
un moyen de base dans la conception de certains
conditionnements et emballages des denrées
alimentaires [2, 3]. C’est ainsi que ’emballage ne se
limite pas uniquement a une enveloppe inerte qui isole
I’aliment de I’environnement externe, mais, bien au
contraire, il joue un réle actif et substitue l'usage des
conservateurs dans les matrices alimentaires [4].

Les maladies post-récolte sont les principales causes
de la perte de produits frais horticoles sur toute la
chaine d'approvisionnement. Dés la récolte, la
préservation de ces produits nécessite d’adopter des
mesures protectrices. Celles-ci sont particulierement
importantes lorsque les fruits entiers sont destinés a une
commercialisation a 1’état frais, ou prét a ’emploi [1].

Dans le domaine de la conservation des aliments
périssables, la tendance actuelle porte sur l'utilisation
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L’avantage principal de I’incorporation des HEs dans
un emballage actif repose sur la nécessité de faibles
concentrations en HEs par rapport a la pulvérisation,
I'immersion ou l'ajout direct dans I’aliment. Un autre
avantage des HEs est, celui de leur bio-activité en phase
vapeur [5-7], une caractéristique qui les converties trés
utiles comme conservateurs alimentaires efficaces. Bien
qu’il y ait beaucoup d’études "in vitro” focalisées sur
les propriétés biologiques des plantes aromatiques, les
applications sur les aliments restent insuffisantes [8-
10,11].

L’Algérie, par sa situation géographique, offre une
végétation riche et diverse. Un grand nombre de plantes
aromatiques et médicinales y poussent spontanément.

Cette présente étude vise a mettre en évidence les
propriétés antifongiques de trois HEs extraites a partir
des plantes trés communes en Algérie : L. nobilis,
P. lentiscus et S.montana vis-a-vis de la souche
fongique A. brasiliensis, ainsi que 1’adoption de la
technique micro-atmosphére a base de ces HEs pour le
maintien des conditions optimales de conservation des
fraises de saison, trés sensibles aux altérations d’origine
fongique.

2. Matériel et méthodes

2.1. Les huiles essentielles

Les HEs L. nobilis, P. lentiscus et de S. montana
utilisées dans cette étude sont 100 % pures et naturelles
issues a partir d’une distillation a la vapeur d’eau a
basse pression au niveau du laboratoire Florame
Aromathérapie (Saint-Rémy-de-Provence, France) avec
une garantie biologique contrlée et certifiée par
ECOCERT (Organisme de contrble et de certification,
France). Elles ont été conservées a I’abri de la lumiére
et de ’oxygéne a + 7 °C. Les analyses chimiques de ces
HEs ont été réalisées au sein du méme laboratoire par la
technique chromatographique phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (CG/SM).

2.2. Activité antifongique « in vitro »
2.2.1. Méthode de contact direct
Les HEs ainsi que leurs différentes combinaisons

ont été testées a des concentrations de 0,30 ; 0,40 ; 0,63
et 2,50 pl/ml dans le milieu PDA! L’inoculation des

! Potato Dextrose Agar : Gélose Dextrose a la Pomme de Terre

boites a été réalisée par le dépbt au centre de chaque
boite d’un disque mycélien d’environ 6 mm de diamétre
(@=6mm) prélevé d’une pré-culture jeune de
trois jours (~108 spores/ml). Deux boites témoins ont
été réalisées : 1'une contenant 20 ml du milieu PDA
inoculée mais sans HEs (témoin négatif), I’autre boite
contenant 20 ml du milieu PDA supplémentée
d’antifongique (Amphitricine B) pour servir de témoin
positif. Les boites de Pétri sont sellées a I’aide d’un
para-film, puis incubées a 25 °C pendant 7 jours. La
croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24
heures.

2.2.2. Méthode de micro-atmosphére

L'intérét de cette méthode repose sur I'évaluation de
I'activité antifongique des composés volatils des HEs a
une température d'incubation donnée. Des boites de
Pétri contenant 20 ml de PDA ont été préparées. Une
inoculation a été réalisée par dépdt au centre de chaque
boite d’un disque de mycélium d’environ 6 mm de
diamétre, prélevé des boites d’une pré-culture de
trois jours (~ 108 spores/ml). Un disque stérile de papier
filtre (FIORONI S.A. Italie) (@ =6 mm) a été placé au
centre du couvercle de chaque boite de Pétri puis a
I’aide d’une micropipette, 5 pul de chaque HE ont été
déposés sur le papier filtre. Les boites ont été scellées a
I’aide d’un para-film (dépbt en position inversée, sur le
couvercle de la boite). Ces boites de Pétri ont été
incubées & 25 °C/7 jours.

2.2.3. Concentration minimale inhibitrice

Les concentrations minimales inhibitrices (CMIs)
des HEs ont été déterminées par la méthode de
microdilution selon Djenane et al. [13]. La

concentration fongique initiale était de 1’ordre ~10°
spores/ml. Les HEs ont été diluées dans 1 % de Tween-
80 (0,1-5 pl/ml).

L’indice antifongique est calculé par la formule de
Wang et al. [12] : IA =1 - (Da/Dy)] % 100 avec :
IA : Indice antifongique des composés volatiles de
I’HE ;
D. : @ de la zone de croissance de ’essai ;
Dy : @ de la zone de croissance du témoin négatif.
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2.3. Activité antifongique " in vivo"

Les fraises originaires de Jijel (Algérie) ont été
achetées du marché local dans la ville de Tizi-Ouzou
(Algérie) a maturité commerciale puis transportées au
laboratoire de Recherche Qualité et Sécurité des
Aliments (LQSA), Université de Tizi-Ouzou. Des lots
homogenes basés sur 1’absence de blessures, absence
d’impuretés et surtout absence d’infection fongique
visible a I’ceil nu ont été préparés. Des barquettes
(80 cm?) perforées a la base ont été utilisées pour le
conditionnement des fruits. Elles sont au préalable
désinfecté avec de 1’éthanol puis rincées avec de ’eau
distillé stérile. Chaque barquette est destinée a contenir
250 g de fraises du méme calibre. Le poids de chaque
barquette contenant les fruits est enregistre.

Les fraises de chaque barquette ont été immergées
dans de D’ecau froide javellisée (3 %) pendant 45
secondes, puis rincées avec de 1’eau distillée stérile et
égouttées a 1’aide des compresses stériles. Apres, les
fruits de chaque barquette ont été inoculés avec une
culture d’A. brasiliensis standardisée a environ 10°
spores/ml, obtenue a partir des jeunes cultures. L’HE de
S. montana ainsi que la combinaison
P. lentiscus/S. montana (v/v) sont utilisées pour le
traitement des fraises. 36 barquettes ont été préparées
d’une fagon a obtenir 12 barquettes témoins, 12
barquettes I’huile de S. montana et 12 barquettes HEs
de  P.lentiscus/S. montana. La  méthode de
conditionnement dite « microatmosphére » a été utilisée
pour [D’application de ces HEs comme moyen de
bioconservation des fraises. L'intérét de cette méthode
repose sur I'évaluation de I'activité antifongique des
composeés volatils issus des HEs pendant le stockage du
produit. Sur la partie interne du film plastique (espace
de téte) couvrant chaque barquette contenant les fraises,
trois (03) disques stériles de papier filtre (FIORONI
S.A. Italie) (@ = 6 mm) ont été placés et attachés avec
un ruban adhésif sur ce film (simulation d’un emballage
actif), puis a l’aide d’une micropipette, 5 ul de S.
montana et de la combinaison P. lentiscus/S. montana
(v/v) ont été déposés sur chaque disque. Les barquettes
ont été scellées puis entreposées & 7 + 1 °C pendant 7
jours.

2.4. Mesure du pH

Le pH de jus de fraise pour chaque barquette a été
enregistré a I’aide d’un pH meétre (Hanna pH meter,
211).

2.5. Perte du poids

La perte du poids, exprimée en pourcentage de perte
de poids d'origine, est obtenu par la formule suivante :
. Po—P
Perte en poids (%) = OTt x 100

o]
P, : Poids initial.
P;: Poids final.

2.6. Analyse microbiologique

Pour le dénombrement fongique, 10 g du fruit ont
été broyés puis homogénéisés dans 90 ml d'eau
physiologique stérile (suspension mere 1/10). A partir
de cette dilution meére, des dilutions décimales ont été
réalisées pour chaque échantillon (dilution de 1ml dans
9 ml d’eau physiologique stérile). L’ensemencement de
0,1 ml de la solution mére et ses dilutions a été effectué
dans des boites de Pétri contenant environ 15 ml de
milieu de culture PDA. L’incubation des boites a été
réalisée & 25 + 2 °C pendant 3 & 5 jours.

2.7. Analyse statistique

Les analyses de la variance (ANOVA) ont été
réalisées par un logiciel statistique STATBOX version
6.4. Les résultats sont présentés comme les moyennes
de trois expériences indépendantes + déviation standard
avec trois réplicas. Le test t de Student a été utilisé pour
comparer l'efficacité du traitement par EO et pour
déterminer les différences significatives entre les
traitements a un intervalle de confiance de 95 %
(p <0,05).

3. Résultats et discussion
3.1. Activité antifongique : test in vitro
3.1.1. Méthode de contact direct
L’évaluation de [Dactivité antifongique par la
méthode de contact direct a révélé que les trois HEs

testées individuellement ont exercé un pouvoir
antifongique significatif (p < 0,05) (Tableau 1).
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Tableau 1
Croissance mycélienne (@ mm) d’A. brasiliensis en présence des HEs aux différentes concentrations (moyenne + écart type) par la méthode de contact
direct
o ) Témoin
HEs S. montana L. nobilis P. lentiscus — —
Positif Négatif
0,30 pl/ml 6,00 + 0,002 84,00 + 0,00°" 84,00 + 0,00°"
0,40 pl/ml 6,00 + 0,002 84,00 + 0,00°" 84,00 + 0,00°"
18,00 £ 0,00 85,00 + 0,00
0,63 pl/ml 6,00 + 0,00* 82,50 + 0,00™" 83,50 + 0,00™"
2,50 pl/ml 6,00 + 0,00* 54,00 + 1,28 72,00 + 0,00*

¢ | es valeurs suivies par des lettres différentes dans la méme ligne sont significativement différentes (p < 0,05).
"X Les valeurs suivies par des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différentes (p < 0,05).

Il est a noter que I’activité antifongique la plus
remarquable a été enregistrée avec I’HE S. montana.
Contrairement a nos résultats, lauk et al. [14] et
Benhammou et al. [15] ont rapporté que I’activité
antifongique des extraits de P. lentiscus semble étre
beaucoup plus intéressante par rapport a son activité
antibactérienne. De méme, Taran et al. [16] ont
mentionné que les extraits de feuilles de Pistacia
khinjuk ainsi que des autres espéces sont connues pour
leurs activités antibactériennes et antifongiques. Duru et
al. [17] et Kordali et al. [18] ont rapporté que les
extraits bruts obtenus a partir des feuilles de Pistacia
vera, Pistacia terebinthus et P. lentiscus exercent une
bonne activité antifongique contre des moisissures
pathogenes des cultures agricoles (Phythium ultimum,
Rhizoctania solani et Fusarium sambucinum). D’aprées
Ouelhadj et al. [19], I’'HE de P. lentiscus exerce une
activité antifongique intéressante vis-a-vis d’Aspergillus
niger et Penicillium spp., il s’avére que ces deux
souches étaient trés sensibles & une concentration de
20 ul/ml d’HE du pistachier, alors qu’elles étaient
extrémement sensibles aux autres concentrations (30,
40 et 60 pl/ml). Les activités antimicrobiennes des HEs
sont difficiles a corréler a un seul composé spécifique
se trouvant dans une HE en raison de leur complexité et
leur variabilité. Néanmoins, certains chercheurs ont
signalé qu’il existe une relation étroite entre la
composition chimique en éléments les plus abondants et
de activité antimicrobienne [13]. Barra et al. [20] ont
examiné I'HE de P.lentiscus pour son activité
antifongique contre Aspergillus flavus, Rhizoctonia
solani, Penicillium commune et Fusarium oxysporum,
le terpinenol et le o-terpinéol, deux composants
principaux de I’HE de P. lentiscus, ont totalement
empéché la croissance mycélienne d'Aspergillus flavus.
L’analyse chromatographique de cette huile (Tableau 2)
a permis d’identifier les composés les plus abondants

suivants : a-pinene (19,82 %), B-myrcene (17,27 %),
1,8-cinéole /limoneéne (16,04 %).

Shaaya et al. [21] ont démontré que 1,8-cinéole a été
le composé le plus efficace contre Rhyzopertha
dominica et Oryzaepfilus surinamensis. Castola et al.
[22] ; Duru et al. [17] ; Zrira et al. [23] ; Bachrouch et
al. [24] et Djenane et al. [25] ont rapporté que parmi les
composés les plus abondants dans I’HE de P. lentiscus
se trouvent a-pinéne, 1.8-Cinéole et B-Pinene. Pour
Baranowska et al. [26] I’activité antifongique de I’'HE
de P.lentiscus est due essentiellement au composé
majeur a-pinene. De méme Ouelhadj et al. [19] ont
confirmé que d’HE de P.lentiscus chémotype : a-
pinéne et B-pinéne est bien connue pour son potentiel
antifongique. Peu de recherches se sont intéressées a
I’étude de I’activité antifongique de L. nobilis. Fawzi et
al. [27] ont testé in vitro ’activité antifongique de cinq
extraits de plantes contre deux moisissures (Alternaria
alternata et Fusarium oxysporum), ils ont signalé que
L. nobilis avait un énorme potentiel antifongique. Ils ont
également rapporté que ces extraits de plantes
pourraient étre utilisés comme des fongicides naturels
pour le contrble des moisissures pathogénes ce qui
réduit la dépendance et 1’utilisation des antifongiques
synthétiques. Récemment Christos et Evanthia [28] ont
rapporté que I’HE de L. nobilis présente une activité
inhibitrice contre le développement de deux mycorhizes
des plantes : Glomus deserticola et Glomus
intraradices.
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Tableau 2. Tableau 3
Composition chimique (%) de I’huile essentielle de P. lentiscus Composition chimique (%) de I’huile essentielle de L. nobilis
Temps de - % Temps de e %
Rétention Identification . Rétention Identification .
. Aire . Aire
(min.) (min.)
8,93 Tricycléne 0,66 3,73 cis-3-Hexénol 0,05
5,19 Tricycléne 0,02
9,25 a-Thuyeéne 0,15
4 5,30 o-Thuyéne 0,65
9,64 a-Pinéne 19,82 5,51 a-Pinéne 6,10
10,21 Camphéne 291 5,93 Camphéne 0,67
11,68 Sabinene/B-Pinéne (Co-élués) 6,10 6.72 Sabinéne 8,15
6,82 B-Pinéne 4,55
12,83 - & 17,27 .
B-Myrcene 7,27 Myrcéne 0,75
13,30 o-Phellandréne 3,89 7,77 a-Phellandréne 0,16
13,55 &-3-Caréne 0,15 7,97 5-3-Caréne 0,29
13,98 a-Terpinéne 2,91 8,24 o-Terpinéne 0,59
14,47 p-Cymene 1,05 8,65 p-Cymene - L7
o ) . o 16.04 8,95 Limoneéne/1,8 Cinéole co-élués 39,98
14,82 Cinéole-1,8/Limonéne (Co-élués) J 9,13 trans-B-Ociméne 0,09
15,44 cis-B-Ocimene 0,22 9,57 cis-B-Ociméne 0,50
16,06 trans-B-Ociméne 1,08 10,02 v-Terpinéne 1,09
10,41 4-Thujanol trans 0,23
16,60 - iné 4,47 T
y-Terpinene 11,37 Terpinolene 0,27
16,77 n-Butyrate d’Isoamyle 0,11 11,59 2-Undécanone 0.04
18,37 Terpinoléne 1,77 11,89 4-Thujanol cis 0,18
18,45 Déhydro-paracyméne 0,12 1211 Linalol 5,05
15,44 Bornéol 0,17
1 2-N 22 ' '
8,86 ) onanone 0. 16,12 Terpinen-4-ol 2,92
19,35 Linalol 0,30 16,94 oc-TerpinéoI 2’42
19,61 Isopentanoate d’isopentyle 0,08 17,32 Meéthylchavicol 0,05
19,97 2-Fenchanol 0,13 20,75 Acétate de linalyle 0,19
22,38 Acétate de bornyle 0,46
23,36 Bornéol 0,07 )
orn-eo 23,04 2-Undécanone 0,12
24,25 Terpinén-1-ol-4 570 26,41 Acétate de terpényle 12,10
25,15 a-Terpinéol 1,89 26,88 Eugénol 1,55
31,28 Acétate de L-Bornyle 1,49 21,36 Acétate de néryle 0.12
28,76 B-Elémene 0,29
32,07 2-Undecanone 0,34 i ,
] ) 29,90 Méthyleugénol 4,04
35,39 Acétate de Terpényle 0,09 30,21 B-Caryophylléne 0,63
36,77 a-Copaene 0,13 32,08 Acétate de cinnamyle 0,11
37,91 Eléméne 0,20 32,23 a-Caryophylléne 0,08
32,64 Aromadendréne 0,04
39,43 - & 2,86 .
B-Caryophyliéne 33,88 D Germacréne 0,10
40,80 Benzoate d’Isopentyle 0,18 34.15 Patchouléne 0.10
41,43 a-Caryophylléne 0,56 36,47 5-Cadinene 0,15
41,86 Alloaromadandréne 0,10 37,70 p-Bisabolene 0,05
4316 Cubébé 119 38,75 Elimicine 0,15
’ B-Cubébene ’ 39,48 Spathulénol 0,19
43,41 B-Sélinéne 0,06 39,64 Oxyde de caryophylléne 0,31
44,44 a-Cadinéne 0,37 43,47 -Eudesmol 0,10
45,83 3-Cadinéne 1.30 43,84 Valencéne 0,06
- o
46,24 o-Cédréne 0,08 Total identifié (%) 97.08
Total identifié (%) 96,06

L’analyse chimique de I’HE de L. nobilis (Tableau
3) indique que parmi les composés les plus abondants :
1,8-cinéole-limonene (39,98 %), Acétate de terpényle
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(12,10 %) suivi par sabinéne (8,15 %), a-pinéne
(6,10 %), linalol (5,05 %), pB-pinéne (4,55 %),
méthyleugénol (4,04 %) et I’eugénol (1,55 %).

Le profil chimique de I’'HE de S. montana testée
dans ce travail est caractérisé par un pourcentage élevé
de carvacrol (29,19 %), thymol (15,41 %) et le para-
Cymene (11,77 %) suivi par y-Terpinéne (6,72 %), B-
Caryophyllene (5,38 %) et le farnésol (4,10 %)
(Tableau 4)

Tableau 4
Composition chimique (%) de I’huile essentielle de S. montana
Rét-err?;]iqop: (dn:in.) Identification nAire
5,32 o-Thuyéne 0,73
5,52 a-Pinéne 0,79
5,94 Campheéne 0,51
6,70 Sabinéne 0,09
6,89 1-Octen-3-ol-B-Pinéne Co-élués 0,96
7,29 Myrceéne 1,04
7.77 a-Phellandréne 0,16
7,99 8-3-Caréne 0,04
8,24 o-Terpinéne 1,33
8,61 para-Cymeéne 11,77
8,74 Limoneéne 0,64
8,82 Cinéole-1,8 0,46
9,13 trans-B-Ocimene 0,92
9,57 cis-B-Ocimene 0,21
10,09 y-Terpinene 6,72
10,39 4-Thujanol trans Terpinoléne 1,05
11,39 Terpinolene 0,22
12,02 Linalol 1,97
12,23 Thujone 0,49
14,17 Camphre 0,32
14,73 Menthone 0,49
15,38 Bornéol 1,75
16,04 Terpinén-4-ol 1,04
16,82 a-Terpinéol 0,44
19,14 Nérol 0,33
19,98 Thymol méthyl éter 0,95
20,88 Farnésol 4,10
21,73 Géranial 0,42
22,48 Acétate de linalyle 0,10
23,33 Carvacrol 29,19
23,85 Thymol 15,41
26,31 a-Fenchéne 0,06
28,20 B-Bourbonéne 0,09
28,56 Acétate de géranyle 0,53
30,27 B-Caryophylléne 5,38
31,35 Alloaromadendréne 0,40
32,21 a-Caryophylléne 0,45
33,87 Germacréne D 0,23
34,76 y-Eléméne 0,75
35,72 B-Bisaboléne 0,87
36,45 5-Cadinene 0,23

Temps de e L .

. . %

Rétention (min.) Identification oAire

39,61 Oxyde de caryophylléne 0,98

40,12 o-Bulnéséne 0,19
Total identifié 94,80

Selon Radonic et Milos [33] et Mirjana et Nada
[34], la propriété antimicrobienne de la sarriette est
attribuée a la présence de ces composés chimiques
majeurs tel que le thymol, le cravacrol. Ultee et al. [35]
ont indiqué que de nombreux rapports ont mentionné
que le carvacrol et le thymol et leurs précurseurs (para-
cyméne et vy-terpinéne), sont biologiquement et
fonctionnellement étroitement associés. De nombreux
auteurs ; Piccaglia et al. [36] ; Idir [37] ; Lefsih et al.
[38] et Djenane et al. [13] ont montré que ces trois HES
ont  également une activitt  antibactérienne
principalement contre  Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Selon la
littérature scientifique, aucune publication n’a été
rapportée concernant ’effet des HEs vis-a-vis d’A.
brasiliensis. Néanmoins, plusieurs travaux ont été
réalisés concernant ’effet de ces HEs sur les espéces du
genre Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigates, A.
candidus, A. parasiticus) [39-43]. Vilela et al. [43] ont
testt I’HE d’Eucalyptus globulus et leur composé
majeur 1,8-cinéole contre A. flavus et A. parasiticus, et
ont constaté que l’activité antifongique de certains
composés identifiés et séparés individuellement serait
moins efficace en comparaison avec l'usage de 1’huile
brute extraite a partir des feuilles d’Eucalyptus
globulus. Les constituants mineurs des HEs pourraient
également étre impliqués dans l'activité antifongique
[44-46]. Pattnaik et al. [47] ; Daferera et al. [48] ;
Derwich et al. [49] ont signalé que la nature et la
proportion des différents constituants d’une HE et de
leurs effets synergiques ont une influence remarquable
sur l'activité antifongique de cette derniére. L'activité
inhibitrice peut étre due aux différents modes d'action
de tous les composants de I'HE sur le micro-organisme
cible [11]. Cependant, les chances de développer des
résistances par les moisissures aprés ’application des
extraits de plantes seraient réduites et le spectre de la
sensibilité fongique & leurs actions serait large [50]. Le
mécanisme d'action des HEs contre les mycétes, jusqu’a
maintenant, n’est pas complétement élucidé, cependant,
la majorité des auteurs indiquent que les composés
actifs attaquent la paroi et la membrane cellulaire,
affectant de ce fait la perméabilité et la diffusion des
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constituants intracellulaires, en interférant également
avec la fonction de la membrane [46,50-54]. D’aprés
Cosentino et al. [55] plus les teneurs en phénols sont
¢élevées, plus D’efficacité antimicrobienne des HEs est
grande. Le mécanisme de la toxicité phénolique est
fondé principalement sur I’inhibition des enzymes
fongiques contenant le groupement SH dans leur site
actif. Selon Caillet et Lacroix [56], la composition des
HEs d’une méme espéce varie selon la localisation
géographique, les conditions climatiques tel que
I’ensoleillement, la nature du sol, la période de récolte,
la partie de la plante utilisée, la technique d’extraction,

3.1.2. Méthode de micro atmosphere

La figure 1 montre qu’une microatmosphére a base
de la vapeur d’HE de S. montana a engendré une forte
sensibilité de la souche fongique A. brasiliensis (taux
d’inhibition ~ 98%). Contrairement, aux deux autres
huiles qui ont montré des taux d’inhibition inférieurs
(16,45% pour L. nobilis et 5,06 % pour P. lentiscus).
Les mémes résultats ont été observés dans le cas de la
méthode de contact direct. Par opposition aux
antibiotiques, les HEs sont fortement volatiles dans
I’atmosphére. Cette propriété des HEs nous a poussé a
déterminer leurs efficacités antimicrobiennes en phase
de vapeur.

..etc. Par conséquent, leurs propriétés
antimicrobiennes varient également.
100 1 "]
o 801
2
S 60 1
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S. montana L. nobilis P. lentiscus

Figure 1 : Inhibition (%) de la croissance mycélienne d’A. brasiliensis par la méthode de micro atmospheére

Nous avons noté des differences (P <0,05) au
niveau de la sensibilité de la souche fongique vis-a-vis
des HEs en comparaison avec la méthode de contact
direct. Ces différences peuvent s'expliquer, au moins en
partie, par la différence de composition entre la phase
liquide de I'HE, utilisée dans la méthode de contact
direct et la phase vapeur, mise en ccuvre dans la
technique de micro-atmosphére et d’autre part, par la
concentration d’HE utilisée. Il serait probable que les
vapeurs d’HEs sont moins efficaces par rapport au
contact direct. L’activité antimicrobienne des HEs est
principalement  fonction de leurs compositions
chimiques, et en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs. Elles agissent sur les
moisissures en inhibant la germination des spores,
I’élongation du mycélium, la sporulation et Ia
production de toxines.

3.2. Effet antifongique des différentes combinaisons
d’HEs : test in vitro

Le tableau 5 montre que les effets des différentes
combinaisons d’HEs sont trés significatifs (p < 0,05).
Une activité inhibitrice de 100 % a été enregistrée pour
une concentration de 2,50 pl/ml concernant les
combinaisons d’HEs : P.lentiscus + S.montana et
P. lentiscus + L. nobilis + S. montana vis-a-vis de la
souche A. brasiliensis. Alors que, la combinaison L.
nobilis + S. montana a exercé le méme effet inhibiteur,
voir méme a une concentration inférieure (0,63 pl/ml).
Ces résultats sont en accords avec ceux de Djenane et
al. [25] qui ont rapporté que la combinaison des HEs
P. lentiscus avec S.montana a montré un effet
synergique en inhibant d’avantage la croissance de
Listeria monocytogenes CECT 935. Tunc et al. [57] ont
également démontré que les combinaisons de certains
COMpOsés aromatiques
cinnamaldehyde + allylisothiocyanate et de
cinnamaldehyde + carvacrol ont présenté un effet
synergique et une activité inhibitrice efficace contre la
croissance de Penicillium notatum. Boutkhil et al. [58]
ont indiqué que la combinaison des HEs de Seriphidium
herba-alba et Dysphania ambrosioides a montré un
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effet synergique vis-a-vis de Streptococcus agalactiae.
Nguefack et al. [59] ont signalé I’effet synergique
observé par I’application d’un mélange de fraction
d'HEs de Cymbopogon citrates, Thymus vulgaris et
Ocimum gratissimum contre Penicillium expansum, un
champignon responsable de la détérioration post-récolte
des fruits et légumes et I'agent causal de la "pourriture
bleu" dans les pommes. Cette synergie a été rapportée
par l'effet combiné des différentes composantes de

Tableau 5.

chaque fraction d’HE. Elle est plus efficace lorsque ces
derniéres sont appliquées a des proportions de 1’ordre
de 1/1 (v/v). D’autres travaux menés par Moleyar et
Narasimham [60] ont rapporté que la combinaison de
cinnamaldehyde et eugénol inhibe la croissance de
Staphylococcus spp, Micrococcus spp, Bacillus spp. et
Enterobacter, alors que, lorsqu’elles sont appliquées
séparément, les mémes auteurs ont constaté que 1’effet
antibactérien est moins marqué.

Croissance mycélienne (@ mm) d’A. brasiliensis en présence des combinaisons d’HEs aux différentes concentrations (moyenne * écart type) par la

méthode de contact direct

; Témoins
HEs - fentiscus +L. L. nobilis + S. montana  P. lentiscus + S. montana  P. lentiscus + L. nobilis + S. montana — -
nobilis Positif Négatif
0,30 79,00 +0,00*" 61,00 + 1,80°" 67,40 = 0,70% 67,50 + 0,60 18,00 £0,00 85,00 +0,00
0,40 67,00 +0,00* 49,00 + 1,75™ 51,00 + 0,60 63,00 £ 0,00*
0.63 6500040 6,00 +0,00% 31,40 £0,00% 33,50 £0,37%
250 61,00 %0,00% 6,00 + 0,00% 6,00 + 0,00 6,00 + 0,00

¢ | es valeurs suivies par des lettres différentes dans la méme ligne sont significativement différentes (p < 0,05).
"z |es valeurs suivies par des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différentes (p < 0,05).

3.3. Concentrations minimales inhibitrices (CMIs)

Des concentrations minimales inhibitrices (CMIs)
ont été déterminées (Tableau 6) dans le but de définir
les intervalles de I'acceptabilité sensorielle du produit et
I'efficacité antifongique des HEs. La forte activité
antimicrobienne de S. montana et combinée avec I’HE
de L. nobilis a été confirmée par la méthode de la
microdilution, montrant des valeurs de CMI vis-a-vis A.
brasiliensis  proches de 0,3 et 0,63 pl/ml,
respectivement.

Tableau 6.

Valeurs des CMI des différentes HEs et leurs combinaisons (pl/ml)
Huile essentielle CMI (pl/ml)

S. montana 0,30

L. nobilis + S. montana 0,63

P. lentiscus + S. montana 2,50

P. lentiscus + L. nobilis + S. montana 2,50

L. nobilis >2,50

P. lentiscus > 2,50

P. lentiscus + L. nobilis > 2,50

Dans le domaine de la biopréservation a I’aide des
huiles essentielles, on cherche toujours a obtenir un
effet biologique escompté mais a une concentration en
huile le plus faible possible, ce qu’on appelle la
performance biologique d’une huile. Tout cela pour
éviter 1’'usage d’une forte concentration qui souvent
aurait un effet indésirable sur les propriétés

organoleptiques du produit. Une CMI plus faible est
synonyme d’une huile plus performante.

3.4. Application sur des fraises conditionnées sous
micro-atmosphére

Notre étude in vitro a été complétée par une étude in
vivo sur des fraises trés vulnérables aux infections
fongiques surtout, aprés la récolte. Nous avons
sélectionné pour cette étude les HEs qui ont présenté la
plus grande efficacité antifongique in vitro a savoir
S. montana et la combinaison P. lentiscus/S. montana.
Des rapports récents sur les activités antimicrobiennes
des huiles essentielles appliquées in vitro ou dans les
matrices alimentaires ont indiqué que les niveaux
nécessaires pour inhiber la croissance microbienne sont
considérablement élevés in vivo (x10 ou plus). En
conséquence, les concentrations nécessaires pour
inhiber efficacement la croissance microbienne
pourraient nuire de maniére significative a la saveur des
aliments limitant ainsi leur commercialisation. Dans ce
contexte, de nombreux de nos travaux ont suggeéré que
leur efficacité biologique peut étre renforcée par
l'utilisation des méthodes combinées [13, 25].
L’application de ces méthodes pour la conservation des
fruits est trés bénéfique de point de vue amélioration de
la qualité et sécurité des produits.
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La perte du poids est 'une des principales causes
responsables de la diminution de la qualité d’un fruit, ce
qui augmente la sensibilité aux altérations fongiques [5,
61]. D’aprés Van Der Steen [62], 1la macro-perforation
d’emballage expose les fruits a une perte du poids.
Cette perte est due a la transpiration et la respiration du
fruit (sénescence) et aussi a la multiplication fongique.
La perte du poids est relativement faible dans les
conditions  micro-atmospheres a base de la
combinaison : S. montana + P. lentiscus ou la perte en
poids au 7°™ jour de conservation était seulement de
9,19% (p<0,05). Alors que, pour les barquettes
témoins et celles a base d’HE de S. montana, les pertes
en poids ont été de 15,75 % et 11,44 %, respectivement

Tableau 7

(Tableau 7). Les pertes du poids ont été
considérablement réduites avec la combinaison d’HE
P. lentiscus/S. montana. Au dernier jour de stockage,
seulement 9,19 % de perte a été enregistrée pour cette
combinaison. Cependant, les pertes enregistrées dans le
cas de I’HE S. montana et le témoin sont de 11,44 % ;
15,75 % respectivement au méme jour de conservation.
Nos résultats sont en accord avec ceux de Martinez-
Romero et al. [63] et Serrano et al. [5] qui ont rapporté
que I’ajout d'eugénol, thymol ou le menthol en phase de
vapeur peut réduire considérablement les pertes en
poids des cerises et des raisins. Cependant, le
mécanisme par lequel ces composés d’HES ont conduit
a une réduction des pertes du poids est encore inconnu.

Perte du poids en % (moyenne + 1’écart type) chez les fraises emballées sous micro-atmosphere et conservées a 7 + 1 °C pendant sept jours.

Durée de conservation

Perte du poids (%)

(jours) Témoin S. montana S. montana + P. lentiscus
28me jour 9,58 + 0,202 4,77 + 0,44 %™ 2,22 0,45 %™
3™ jour 13,58 £ 0,13* 8,52 + 0,56 %™ 4,06 + 0,65 %™
7éme jour 15,75 £ 0,45 11,44 + 0,38 %Y 9,19 £ 0,16 %%

¢ | es valeurs suivies par des lettres différentes dans la méme ligne sont significativement différentes (p < 0,05).
"z |es valeurs suivies par des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différentes (p < 0,05).

Autre attribut de la qualité est celui de la
détermination du pH. La valeur du pH initial des fraises
est de 3,50 (Tableau 8) lors de stockage a une
température de 7 £ 1 °C. Il s’avére d’aprés ces résultats
que les différents traitements n’ont pas engendré des
différences significatives (p >0,05). Le pH est en
relation avec 1’intensité respiratoire qui dépend elle-
méme de la température. Selon Kartal et al. [64], le pH
augmente avec I’augmentation de la durée de
conservation et de la concentration de CO; dans I'espace
de téte entourant l'aliment. Ainsi, la macro-perforation
et ’augmentation de la température pourrait accélérer

d’avantage la respiration des fruits dans les barquettes
ce qui a induit a ’augmentation de la concentration de
CO; et du pH du fruit. Les valeurs du pH ont des
valeurs acides et selon Caillet et Lacroix [56],
I’efficacité de I’huile augmente avec la diminution du
pH de l’aliment et la quantit¢ d’oxygéne dans
I’emballage. 11 a été établi que I’efficacit¢ de I’'HE
augmente avec la diminution du pH. A des valeurs de
pH inférieures, ’hydrophobicité des HEs augmente, ce
qui engendre une bonne solubilisation dans les lipides
de la membrane cellulaire des micro-organismes [65].

Tableau 8
Effet du conditionnement en micro-atmosphére & base d’HEs sur le pH (moyenne + ’écart type) des fraises conservées a une température de 7 + 1°C
pH
Durée de conservation (Jours) - -
Témoin S. montana S. montana + P. lentiscus
0 3,50 + 0,00?
2 3,29 £0,05° 3,49 £0,03° 3,10 £ 0,05°
3 3,51+0,01° 3,47 £0,03° 3,58 £0,03°
7 3,49 +0,06° 3,34 +£0,07° 3,62 £0,03°

2 Les valeurs suivies par la méme lettre en exposant ne sont pas significativement différentes (p > 0,05).
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La figure 2 montre les résultats de développement
de la flore fongique (A. brasiliensis) sur des fraises
conservées a 7+1°C en présence des HEs de
S. montana et S.montana/P. lentiscus. D’aprés ces
résultats, il ressort que 1’effet antifongique exercé par la
combinaison S. montana/P. lentiscus est  ftres
considérable (p < 0,05). Afin d’approfondir les aspects
scientifiques concernant 1’application des HEs pour la
conservation alimentaire, la conception d’une technique
en micro-atmosphére a base des HEs pour la
prolongation de la durée de conservation des fraises
s’avere  intéressante.  Cependant, I’effet d’un
conditionnement des fraises fraiches sous micro-
atmosphere a base uniquement de I’HE S. montana n’a
pas donné des résultats escomptés, voire méme
I’efficacité antifongique était considérée trop basse
(p > 0,05) apres 7 jours de conservation. Cependant une
combinaison P. lentiscus/S. montana a montré une
bonne efficacité antifongique (p < 0,05). Cela pourrait
s’expliquer par la fagcon dans laquelle les HEs se
diffusent dans la matrice alimentaire, et & la variation

dans la composition chimique de chaque HE. Ceci
pourrait engendrer un effet synergique entre les
différents composants. Le dénombrement fongique
apres contamination avec A. brasiliensis a révélé lors de
la conservation des fraises a 7 +1°C, une charge
fongique de 5,65 au 2¢me jour  de
conservation logio UFC/g pour les témoins, cing jours
plus tard (7¢™ jour), la charge a atteint une valeur de
7,25 logio UFC/g (Aprés traitement avec les HEs et, au
2¢me jour de conservation, une baisse de la charge
fongique a été enregistrée: 3,98 logio UFC/g pour
S. montana et 4,09 logio UFC/g pour la combinaison
P. lentiscus/S. montana.  Au  dernier  jour de
conservation (7°™ jour), la charge a atteint une valeur
6,41 logio UFC/g  pour S.montanaet seulement
4,94 logio UFC/g pour la combinaison
P. lentiscus/S. montana.

—@— T émoin

—— S montana

7 —— 8. montana+ P. lentiscus

Flore fongique
Log jgufc/e

w

Durée de conservation (jours)

Figure 2 : Effet antifongique du conditionnement micro-atmosphére sur des fraises conservées a une température 7 + 1 °C pendant sept jours

El-Mogy et Alsanius [66] ont étudié I’efficacité de
I’HE de cassia contre Botrytis cinerea des fraises. Cette
huile a complétement inhibé la croissance de B. cinerea
in vitro, le pourcentage d’altération des fruits
artificiellement inoculés avec la souche fongique est
significativement réduit par 1’application de cette HE.
Ces auteurs ont observé également que ce traitement
n’avait aucun effet négatif sur la qualité organoleptique
du produit et que le pourcentage de la perte du poids
des fraises a été diminué avec toutes les concentrations

de ’HE appliquée. Plusieurs HEs ont montré une
activité antimicrobienne in vitro, mais elles sont moins
efficaces lorsqu’elles sont appliquées dans des matrices
alimentaires, le méme avis est partagé par Rodriguez et
al. [7] qui ont signalé le risque d'avoir des différences
importantes concernant ’effet inhibiteur des HEs vis-a-
vis des micro-organismes dans les aliments par rapport
a des supports synthétiques. Contrairement aux résultats
de I’étude "in vitro " vis-a-vis d’A. brasiliensis, I’'HE de
S.montana n’a pas montré une activité inhibitrice.
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Comme il n'y avait pas de contact direct entre I'HE et la
flore fongique inoculée sur des fraises, les composés
volatiles de cette huile pourraient se trouver
emprisonner dans l'espace de téte des barquettes
contenant les fraises et I’effet de diffusion de ces
composés est probablement long en comparaison a la
croissance fongique treés rapide. Burt [67] a rapporté
que les valeurs des CMIs des HEs obtenues in vitro
doivent étre affectées d’un ccefficient correcteur allant
de 2 a 100, pour qu’elles aient le méme effet dans une
matrice alimentaire. L’inefficacité de cette HE pourrait
étre expliqué par le choix de ce ceefficient qui serait
probablement insuffisant pour 1’étude in vivo.
Mohammadi et al. [68] ont montré que I’application in
vitro des HEs de fenouil (Feeniculum vulgare), anis
(Pimpinella anisum), et Cannelle (Cinnamomum verum)
a des concentrations, 400, 600 et 800 ul/l a inhibé
complétement la croissance de la moisissure grise B.
cinerea et, les résultats de 1’étude in vivo sur des fraises
ont montré également une augmentation de la durée de
conservation et une inhibition totale de B. cinerea. Tian
et al. [69] ont rapporté que I’application de I'HE Cicuta
virosa (200 ul/ml) a induit une diminution de
pourcentage d’infection de 11,1 % pour A. flavus ;
11,1 % pour A. oryzae ; 8,6 % pour A. niger et de
2,80 % pour A. alternata aprés I’inoculation des
tomates par rapport aux échantillons témoins.
Cependant, les résultats de I’application de I'HE
d’origan en phase de vapeur sur des tomates [70] ont
montré une baisse de viabilité des spores de 22%. Soylu
et al. [71] ont rapporté que I’application de I’HE
d’Origanum syriacum L. var. bevanii sur des tomates a
montré une efficacité élevée et une bonne protection
contre la pourriture grise causée par B. cinerea. Selon
Serrano et al. [5], la perte du poids est 1'une des
principales causes responsables de la diminution de la
qualité d’un fruit, ce qui augmente la sensibilité aux
altérations fongiques. En effet, les pourcentages de la
perte du poids sont trés faibles lors de la conservation a
une température de réfrigération. Il ressort de ces
résultats que la combinaison P. lentiscus/S. montana est
plus efficace vis-a-vis de I’inhibition de A. brasiliensis.
Il est trés intéressant de signaler que les conditions de
conservation peuvent jouer aussi un rdle trés important
dans ’efficacité antifongique des HES appliquées. En
effet, un grand pouvoir antifongique a été observé
durant la conservation a 7 + 1°C par rapport a celle de
température ambiante (30+1°C ; résultats non
affichés).

En accord avec ces résultats, Caillet et Lacroix [56]
ont observé qu’une HE n’est efficace que lorsqu’il y a
diminution de température de stockage des denrées.
Cependant, de nombreuses études portées sur
I’incorporation de différentes HEs dans les systemes
d’emballage actif ont été rapportées. Le cas par
exemple du travail de Serrano et al. [5] qui ont
développé un emballage actif avec l'utilisation de
certains composés antifongiques naturels d’HEs pures
(eugénol, thymol, menthol et d'eucalyptol) pour
améliorer ’atmosphére modifiée a Dintérieur de
I’emballage et ainsi, maintenir la qualité des cerises
durant I'entreposage a froid et s'étendre leurs durées de
vie. IIs ont montré que I'ajout de 1’eugénol, le thymol ou
du menthol a amélioré la durée de conservation des
cerises. Rodriguez et al. (7) ont rapporté I’efficacité de
I’utilisation des HEs  (Sygziumaro  maticum,
Cinnamomum zeylanicum et Origanum vulgare) comme
une solution antimicrobienne dans les papiers
d’emballages des fraises. Tzortzakis [70] a indiqué que
I’exposition des fruits et légumes (fraise et tomate) a
des vapeurs d'HEs d'eucalyptus/cannelle a amélioré
considérablement la qualité de ces fruits en termes de
protection antimicrobienne et un impact minimal sur
leurs caractéristiques organoleptiques durant le
stockage. Manso et al. [72] ont analysé l'influence de
plusieurs matériaux d'emballage contenant I’HE de
cannelle (Cinnamomum zeylanicum) comme agent actif
vis-a-vis d’A. flavus. lls ont démontré que les films
plastiques : Polyéthyléne téréphtalate (PET),
polypropyléne (PP) et polyéthyléne/ethylenevinyl-
alcohol (PE/EVOH)) ont nécessité une faible
concentration en cette huile par rapport a un emballage
en papier. lls ont indiqué également que l'interaction
des constituants de cette huile avec la surface du
polymére (absorption, dégradation) est négligeable.
L’effet de quelques constituants d’HEs comme le
thymol, eugénol, menthol et carvacrol dans les
réductions d’altérations fongiques des raisins et des
cerises a été bien déterminé dans les conditions micro-
atmospheres [73, 74].
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Figure 3 : Photos illustrant I’effet de traitement antifongique a base d’HE sur la qualité des fraises pendant le stockage réfrigéré.

Nos résultats ont démontré que la combinaison
P. lentiscus/S. montana a présenté une efficacité élevée
(Figure 3). D’aprés Parish et Davidson [75] ; Djenane et
al. [25,76], Iutilisation d'agents combinés offre
pratiquement un plus grand spectre d'activité et une
augmentation d’activité antimicrobienne contre les
organismes pathogénes ou d'altération. Lopez et al. [77]
ont démontré 1’utilité d’incorporation dans des
emballages en plastiques des HEs de cannelle, I'origan,
le clou de girofle ou I’HE de cannelle combinée avec le
cinnamaldehyde comme des antifongiques. Les études
ont montré que ces films conservent leurs propriétés
antimicrobiennes pendant plus de deux mois, et leurs
utilisations en contact avec des denrées alimentaires
n’ont pas montré des effets nocifs pour la santé des
consommateurs. Cependant, Dikbas et al. [78] ont
signalé que I’HE S. hortensis appliquée en phase de
vapeur pour la conservation des fraises et des raisins a
montré une efficacité antifongique importante. D’autre
part, Serrano et al. [5] ont signalé que certains
composés d’HEs appliqués sur des cerises ont montré
une efficacité élevée dans la réduction de Ia
prolifération des micro-organismes.

4. Conclusion

Les trois espéces végeétales ayant fait I’objet de notre
étude, a savoir le laurier, le lentisque et la sarriette sont
fréquemment utilisées dans la région de la Kabylie
(Algérie) a des fins thérapeutiques. L’HE S. montana a
montré une importante activité antifongique "in vitro”a
I’encontre d’A. brasiliensis par rapport aux deux autres
HEs. Une possible combinaison entre les HEs pourrait
accentuer cette activité antifongique, ce qui laisse

penser a des effets synergiques entre les différents
constituants de ces HEs.

Le rble clé que pourrait jouer un conditionnement
sous micro-atmosphére dans le maintien de la qualité
des fraises en réponse a la demande légitime des
consommateurs pour des denrées alimentaires sains et
sans additifs chimiques, nous ont incités a développer
ce travail. Les résultats antifongiques obtenus indiquent
que la combinaison d’HE P. lentiscus/S. montana a été
la plus efficace. Du méme a permis le maintien de la
qualité du produit durant le stockage réfrigéré.
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