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Résumé. De nombreux travaux montrent la contamination des denrées alimentaires mal traitées et/ou mal
conservées par des champignons microscopiques tels que les genres: Aspergillus, Rhizopus, Penicillium et
Alternaria. Aussi nombreuses sont les recherches qui révelent les effets inhibiteurs des huiles essentielles (H.E)
extraites des plantes sur les souches bactériennes et fongiques.

Dans ce travail nous avons testé 'activité antifongique des H.E du Chamaerops humilis L., espéce ouest
meéditerranéenne, sur certaines souches de moisissures et de levures.

Pour aboutir a notre objectif nous avons divisé notre travail en deux volets :

1- Extraction des huiles essentielles par différents procédés,

2- Test des activités antifongiques sur des souches isolées des grains de blé tendre provenant des silos de
stockage. Les rendements obtenus en H.E oscillent entre 5% et 0,2% selon le procédé utilisé et la partie de la
plante. Les résultats de 'activité antifongique montrent une inhibition de la croissance mycélienne ; elle est
totale sur Aspergillus flavus et Aspergillus ochraceus a une concentration de 2,5 pl/ml et sur Rhizopus
stolonifer a une concentration de 12,5 pl/ml. Pour les genres Penicillium et Alternaria 'inhibition est de 50 %
pour une concentration de 12,5 ul/ml. Les tests effectués sur des levures référencées principalement Candida
albicans 10231 et Candida albicans 2679 ont montré une inhibition (C.M.I) a 250 ul/ml et la C.M.I est de
Uordre de 500 pl/ml pour Candida albicans IP444.

Mots clés :: Activité antifongique, Chamaerops humilis, Huile essentielle, moisissures, levures

Introduction

Le palmier nain de son nom scientifigue Chamaerops humilis L. (C.h) est un
monocotylédone appartement a la famille des Arecaceae. Sur le plan phytogéographique c’est
une espéce ouest-méditerranéenne [1] En Algérie ce taxon est largement répandu dans la
partie occidentale algérienne [2].
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Le role socio-économique, ethno-pharmaceutique et ethnobotanique du C.h a été signalé par
plusieurs auteurs [3-11]. De nombreuses études descriptives ont été effectuées sur le role
déterminent du C.h en médecine traditionnelle. Les feuilles et les fruits ont des vertus
médicinales (hypoglycemiant, anti-inflammatoire, anabolisant, antiseptique, antilithique, et
diurétique [3; 6 ; 8; 9, 10]. Les fruits sont généralement astringents en raison de leur richesse
en tanin [12]. C.h est utilisée aussi pour le traitement de nombreuses maladies principalement
celles qui touchent le tube digestif [7 ; 8 ; 13]. Actuellement les études des H.E extraites des
plantes et leurs effets antibactériens et/ou antifongiques sont d’actualité [11 - 15]. De ce fait,
les H.E sont utilisées en médecine alternative depuis tres longtemps pour leurs propriétés
inhibitrices.

Les travaux réalisés par Hasnaoui et al., [11] montrent I’effet antibactérien des H.E du C.h sur
certaines souches bactériennes.

Afin d’augmenter le corpus scientifique de I’impact de H.E extraites des parties aériennes du
Chamaerops humilis sur certaines souches de moisissures et de levures que ce travail a été effectué.
Ce type d’approche n’a pas été entrepris a ce jour.

Matériel et Méthodes

a) Matériel végétal

Les feuilles et les fruits ont été recueillis sur des pieds de C.h situées dans la région
Tlemcen (Algérie occidentale) en Septembre 2011. Le matériel végétal est ramené par Mr
Hasnaoui (botaniste) dont un spécimen a été déposé au laboratoire de biologie de I’Université
de Saida. Les parties de la plante sur lesquels notre travail a été effectué ont été découpés en
petits morceaux et séchés a une température ambiante de 20 °C et a I’abri de la lumiere et cela
pendant deux semaines. Apres le séchage les morceaux ont été broyés et stockée dans des
flacons fermés hermétiquement jusqu'a leur utilisation.

b)  Extraction des huiles essentielles

L’extraction (E) des huiles essentielles (H.E) s’est effectuée par trois méthodes différentes: E.
par hydro-distillation (E.D) ; E. par Soxhlet (E.S) et E. par macération (E.M). Dans les deux
premiers cas (E.D et E.S) nous avons utilisé 30 grammes (g) de matériel végétal broyé. Les
techniques utilisées sont respectivement celles de Wengiang, et al., et Ashnagar et al . [16,
17]. Les solvants employés dans cette étude varient selon le procedé utilise : il s’agit de I’eau,
Chloroforme et I’hexane (Tableau 1). Quant a I’E.M nous avons utilisé 20 g de broyat dans 60
ml de chloroforme et 20 g dans 50 ml de H,O. Dans les deux procédés on s’est basé sur les
méthodes d’extraction décrites par Ashafa et al., et Benmehdi et al., [9 ; 18].

¢) Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la masse
d’H.E obtenue apres I’extraction (M’) et la masse de la matiere végétale utilisée (M) [19]. Le
rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante :

Q

D RHE (%) = M’/M x 100

RHE : rendement en H.E de la matiére séche;
M": masse d’H.E en gramme a partir de la matiére végétale seche;
M : masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme

d) Analyses mycologiques
1- Isolement des moisissures
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Ce procédé consiste a préparer une suspension a partir des grains de blé tendre provenant des
silos de stockage de la wilaya de Saida- Algérie. Dix grammes de grains de blé broyés de
chaque échantillon sont mis en suspension dans 90 ml d’eau peptonée (0,1%). Aprés une
agitation pendant 3 minutes, des dilutions décimales de 10 2 10 * et 10 ™ sont réalisées a
partir de la suspension mere. Le milieu utilisé pour les isolements est le Dichloran Rose
Bengal Chloramphénicol (DRBC) [20]. Trois boites par dilution sont ensemencées.
L’incubation a lieu a une température de 28°C pendant 5 jours et la densité de la flore
fongique est exprimée en cfu/g de blé.

2- Identification des moisissures

L’identification a été réalisée en se basant sur I’étude des caractéres macroscopiques et
microscopiques des isolats poussant sur milieu extrait de malt agar et sur milieu Czapek-
extrait de levure-agar [21-22]. L’identification des moisissures fait essentiellement appel aux
caractéres culturaux et morphologiques [23].

3- Essais de I’activité antifongique de H.E sur les souches testées

3.1- Sur les especes de moisissures

Dans notre étude nous avons testé le pouvoir antifongique de H.E par la méthode de contact
direct sur les espéces de moisissures isolées a savoir : Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer, Alternaria. spp, Aspergillus ochraceus. La méthode utilisée est celle de
Fandohan, [24] ou I’H.E des feuilles du C. h est testée avec les concentrations suivantes :
0,05;0,2;05;25; 5 et 12,5 pul/ml de milieu PDA. Ces concentrations sont obtenues par
I'addition de 1, 4, 10, 50, 100 et 250 ul de I'H.E dans 20 ml du milieu PDA tiéde dans un tube
a essai. Apres agitation des tubes le milieu est coulé dans des boites de pétrie en verre de 9 cm
de diametre. L'inoculation se fait par le dépdt au centre de la boite d’un disque mycélium
d'environ 0,6 cm de diametre d'une pre-culture de 3 a 7 jours.

Une boite de pétrie contenant 20 ml de PDA sans H.E est inoculée pour servir de témoin. Pour
chaque concentration 3 tests ont éte realises.

Aprés une incubation de 7 jours a une température de 28 + 4°C et en tenant compte de la
croissance de mycélium du témoin; on calcule I'indice antifongique qui est déterminé par la
formule suivante:

B Indice antifongique = (1-Da/Db) x 100 T

> Da: le diamétre de la zone de croissance de |'essai.
> Db: le diametre de la zone de croissance du témoin.

3.2- Sur les Levures

La méthode des micro- dilutions sur milieu liquide [25] a été utilisée sur trois souches de
levure de références pour déterminer I’activité antifongique de H.E ; il s’agit de : Candida
albicans ATCC 10231 et Candida albicans 2679, Candida albicans IPP444. Elles sont
entretenues par repiquages successifs sur Gélose Sabouraud et conservées a 4°C.

Résultats et discussions

1- Le rendement en huiles essentielles (R.H.E)

Le R H.E varie selon la méthode utilisée. 1l est de 5% pour les feuilles alors qu’il n’est que de
2,7 % pour les fruits en utilisant E.S. Le R.H.E obtenus dans I’E.M est variable en fonction du
milieu de macération ; il est de 1,5% pour les feuilles et de 0,4% uniquement pour les fruits en
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utilisant le chloroforme comme milieu de macération; quant a I’E.M dans I’H,0O les résultats
obtenus sont faibles ; ils sont respectivement de O, 3 % et O, 2 %. L’E.D n’a donné que

quelques traces dans les deux parties utilisées (Tableau 1).

Tableau 1 : Variation du R.H.E en fonction de la méthode utilisée.

Méthode Quantité Le temps
d’extraction Matiére Le solvant d’extraction (h) | Rendement %
végétale (g)
E.S 30 Hexane 6h 5
E.D 30 Eau 2h Traces
Feuille EM 20 Chloroforme 15min 15
E.M 20 Eau 15min 0,3
E.S 30 Hexane 6h 2,7
E.D 30 Eau 2h Traces
Fruit EM 20 Chloroforme 15min 0,4
E.M 20 Eau 15min 0,2

Les résultats obtenus en termes de R.H.E présentent des valeurs différentes pour les deux
parties de C.h Le rendement dépend pour une grande partie de la méthode d’extraction
utilisée. Ces résultats corroborent avec ceux de Sefidkon et al., [26]. Dans notre cas I’'E.S
donne un R.H.E important comparativement aux autres méthodes utilisées (E.D et E.M). Sur
le plan quantitatif les feuilles sont plus riches en H.E que les fruits. L’E.M dans le
chloroforme donne un résultat moins important avec 1,5 % pour les feuilles et 0,4% pour les

fruits.

2- Test de I'activite antifongique
2.1- L'activité de I'H.E sur les moisissures

L'activite antifongique de I'H.E des feuilles de C. h sur les moisissures a été évaluee par
la méthode de contact direct. Les résultats obtenus sont rapportes dans la figure 1.
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Figure 1 : Indice antifongique de I'H.E du Chamaerops humilis
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L analyse des résultats relatifs a la croissance fongique soumise a I’action de différentes
concentrations d'H.E de C.h (Figure 1) nous a permis de constater que I’H.E a exercé une
action antifongique variée sur les especes de moisissures testées a des concentrations allant de
0.05 pl/ml a 12,5 pl/ml. En effet, a une concentration égale a 2.5 ul/ml, I’H.E de C.h a pu
inhibée la croissance de A. niger, tandis que la croissance de P. viridicatum, A. flavus, A.
ochraceus, Alternaria spp et R. stolonifer ne sont pas totalement inhibée. On a remarqué aussi
que le taux d’inhibition de la croissance fongique est proportionnel a la concentration des
H.E.

2.2- L'activité de I'H.E (CMI) sur les levures

D’apres les résultats obtenus (Tableau 2), I’H.E a exercé un effet inhibiteur vis-a-vis de : C.
albicans 10231 et C. albicans 2679 avec une CMI de I’ordre de 250 mg/ml et une inhibition
vis-a-vis C. albicans IP444 a une CMI de 500 mg/ml.

Tableau 2 : Résultats des CMI de I’H.E de Chamaerops humilis contre Candida albicans.

1 2 3 4 5 6 71819 10]11] 12
Candida albicans 2679 - + + + + + |+ |+ |+ + +
Candida albicans 10231 - + + + + + |+ |+ | + + +
Candida albicans 1P444 - + + + + + + |+ |+ | 4+ + +
CMI (mg/ml) 500 | 250 | 125 |62.5|31.25]15.62|7.81| 3.9 |1.95/0.97|0.48 | -

Plus (+) = Concentration non inhibitrice
Moins (-) = Concentration inhibitrice

3- Discussion

Les E.H sont utilisées en médecine alternative depuis tres longtemps pour leurs
propriétés inhibitrices de la croissance nombreuses bactéries et moisissures. Le pouvoir
antibactérien et antifongique de ces substances d’origine végétales a fait I'objet de nombreuses
études in vitro [27]. Plusieurs études ont porté sur l'utilisation potentielle des H.E dans la lutte
biologique contre des champignons microscopiques. Les résultats obtenus dans notre
investigation corroborent avec ceux travaux de Bankole et Joda, [28] et Moretti et al., [29].
Les résultats de ces recherches montrent I’effet inhibiteur des H.E sur la croissance de
certaines souches fongiques et peuvent étre appliquées pour stopper la croissance des
champignons dans les aliments stockés.

Les résultats obtenus dans notre investigation sont positives mais contrastées. Numériguement
les valeurs de I’inhibition oscillent entre 3,9 % a 100%.pour les espéces considérées. Nous
remarquons aussi que le degré d’inhibition est fonction de la concentration d’E.H utilisée et
de la nature de la moisissure et/ou de la levure testée. Les mycéliums d’Aspergillus niger sont
inhibés a 100% a partir d’une concentration de 2,5 ul/ml ; ceux d’ A. flavus et P. stolonifer
sont inhibés a 100 % a une concentration de 12,5 pl/ml. Nos résultats confirment ceux de
Bansod et Rai [30]; Gupta et al. [31]; Pawar et Thaker, [32] sur I’activité inhibitrice des H.E
de Syzygim aromaticum et Cinnamomum cassia sur la croissance d'Aspergillus niger.

Contrairement & I’action des H.E sur les moisissures ou nous avons constaté une CMI de
I’ordre de 0,05 pl/ml pouvant avoir un effet sur la croissance des moisissures, la CMI des les
levures a été évaluée a 250 mg/ml dans notre cas. Ces résultats mettent en relief la différence
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de I’action des H.E sur la croissance des champignons et des levures. L’effet antifongique est
proportionnel a la concentration d’H.E dans le milieu [33].

Le degré d’activité antimicrobienne est proportionnel a la concentration en H.E. D’une
maniére générale, la diminution de la croissance des mycéliums en présence de I’H.E comparé
au témoin pourrait s’expliquer par la présence de composes terpéniques dans C.h [34]. Les
terpénes sont particulierement actifs contre les cellules microbiennes, car ils sont solubles
dans les milieux aqueux et provoquent d’importants dégats sur les parois cellulaires des
microorganismes [35 ; 36 ; 37]. En effet, les différentes analyses phytochimiques réalisées par
Hasnaoui et al ., [8] sur les parties aériennes de Chamaerops humilis montrent la richesse en
terpénes de cette derniére.

Conclusion

Les R.H.E obtenus dans notre investigation mettent en relief le lien qui existe entre le
procédé d’éxtraction et la richesse en H.E de chaque partie de la plante. Dans notre cas les
feuilles sont plus riches en H.E que les fruits.

L’H.E du Chamaerops humilis présente une action inhibitrice sur I’ensemble des souches
testées. Les activités antifongiques des H.E de C.h sur des souches de moisissures en
provenance des silos de stockage montrent des réponses inhibitrices positives mais
contrastées. Ces réponses peuvent étre de 100% dans le cas de Aspergillus flavus, Aspergillus
nige et, Rhizopus stolonifer, dans les autres cas I’inhibition peut aller jusqu’a 70 % c’est el vas
de Penicellium viridicatum.

Ces résultats trés probants peuvent trouver une application industrielle dans le domaine de la
conservation de certaines denrées alimentaires et pourront étre utilisé dans I’agroalimentaire
comme bio conservateur.
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