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INTRODUCTION

L’olivier, Olea europea est 1’'un des arbres les plus caractéristiques de la région
méditerranéenne ; un arbre chargé de symboles : de paix et de réconciliation, de victoire, de
force et de fidélité, de longévité et d’espérance, comme il a une grande importance
nutritionnelle, sociale et économique pour les peuples de cette région ou il est largement
distribué (Gaouar, 1995).

L’olivier est exposé a un complexe parasitaire tres diversifié : ravageurs, oiseaux, maladies
cryptogamiques, bactériennes et plantes parasites. L’ensemble des maladies de 1’olivier
entraine des chutes de rendement considérables et représente une menace pour 1’oléiculture.

Bactrocera oleae est considéré comme 1’un des ravageurs les plus redoutables parmi les
insectes nuisibles, attirant I’attention de tous les oléiculteurs, notamment en Algérie (Gaouar
et Debouzie, 1991; Gaouar, 1996 ; Bouktir, 2003 ; Hamiche, 2005).

Ce phytophage transmet également des champignons et bactéries provoquant la pourriture des
fruits. En effet, en se nourrissant, les larves de ce phytophage créent des galeries a travers le
fruit ; la destruction et la consommation de la pulpe permettent lI'acces et le développement de
ces bioagresseurs qui déprécient la qualité de I'huile d'olive (Athar, 2005).

La recherche des alternatives biologiques et naturelles aux pesticides est une grande
préoccupation pour l'industrie alimentaire, principalement en raison des pertes post-récolte
importantes qui se produisent en raison de la contamination fongique. En méme temps, les
agences et les organisations de protection de I'environnement expriment leur inquiétude a
propos de l'utilisation généralisée des fongicides de synthése qui contaminent le sol et I'eau et
laissent des résidus toxiques qui pourraient affecter les cultures ainsi que les consommateurs.
D'un point de vue santé, le plus grand danger est associé au développement des champignons
est leur capacité a produire des mycotoxines. La possibilité d'utiliser des composés extraits de
plantes ou leurs extraits entiers pour contréler la contamination par les mycotoxines est une
alternative prometteuse.

Le fait d'utiliser des plantes qui ont été historiquement employées par la médecine alternative,
dont la sécurité est avérée, renforce la confiance chez les consommateurs qui sont de plus en
plus intéressés a obtenir des « produits verts » et « bio ». Il induit également un avantage
économique supplémentaire en raison de la possibilité de fournir une utilisation pour une large
gamme de plantes.

De nombreuses études ont été consacrées a la recherche de produits naturels ayant une activité
antimicrobienne, surtout fongicide ; cependant, 1’activité insecticide des huiles essentielles a
été peu étudiée, ce qui nous incite a effectuer ce travail afin de savoir si I’on peut utiliser
certaines huiles essentielles pour lutter contre la mouche de 1’olive, I’un des ravageurs des plus
importants au monde.

Pour contribuer a une gestion durable de I’environnement, la mise en place de nouvelles
alternatives de controle des insectes est davantage encouragée et justifie 1’¢laboration de ce
travail afin d’évaluer D’activité insecticide, larvicide, fongicide et bactérienne des huiles
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essentielles des plantes médicinales aromatiques sur Bactrocera oleae, la mouche de I’olive et
la flore microbienne qui I’accompagne.

Pour toutes ces raisons, nous avons jugé utile d’étudier les infestations du ravageur Bactrocera
oleae dans un verger situé a Bouhanak (wilaya de Tlemcen) ainsi que des champignons et
bactéries pathogeénes dont 1’installation est favorisée par les attaques de ce phytophage. Nous
avons testé D’efficacité insecticide et fongicide des huiles essentielles de trois plantes
aromatiques locales sur ces bioagresseurs de I’olive.

Les huiles essentielles HE de Ammoides verticillata, Curcuma longa et Allium sativum
possedent d'importantes propriétés biologiques telles que des activités antibactériennes et
antioxydantes (Robak et Gryglewsky, 1988 ; Zhang et al., 2017 ; Dosoky et al., 2018 ). Dans
ce travail nous avons évalué les propriétés antioxydantes et antifongiques des mélanges des
huiles essentielles de ces trois plantes.

Par ailleurs, nous avons testé les activités insecticides et bactériennes de 1’huile essentielle de
Ammoides verticillata (Nounkha), la plante endémique de notre région, souvent utilisée en
médecine traditionnelle. Apres avoir obtenu des résultats trés intéressants sur les activités
biologiques de cette HE et en vue de I’obtention d’un produit multifonctionnel (engrais,
insecticide, fongicide...), nous avons procédé a son encapsulation par coacervation complexe,
en utilisant la gomme arabique et la gomme d’amandier comme polysaccharide.

C’est la premicre fois que I’encapsulation de I’huile essentielle d’Ammoides verticillata par
coacervation complexe a été effectuée.

Cette encapsulation consiste a créer une membrane, qui isole le principe actif (huile essentielle)
du milieu environnant, la protégeant ainsi efficacement de tout facteur dégradant tels que : la
radiation lumineuse ou thermique, I’agression chimique, I’incompatibilité avec d’autres
produits... (Benali et al., 2018). En effet, les formulations poudreuses obtenues par cette
technique présentent une meilleure protection des principes actifs et de leurs périodes d’action
comparées a celle des huiles essentielles brutes.

Le but de ce présent travail a été de déterminer :

Les taux d’infestation des olives de notre région comme préalable aux activités
insecticides des huiles essentielles des plantes étudiées ;

- lacomposition chimique des huiles essentielles de chaque plante par CPG et CPG-SM ;
- le pouvoir antioxydant des huiles essentielles par les tests de DPPH ;

- les activités antibactériennes testées sur quatre souches bactériennes pathogenes ;

- les effets synergiques des combinaisons doubles et triples des huiles essentielles des
trois plantes et leurs activités antifongiques sur quatre champignons responsables de la
pourriture des fruits in-vivo et in-vitro ;
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- lamicro-encapsulation par coacervation complexe de I’huile essentielle d’A. verticillata

pour une meilleure conservation et un relargage optimisé.

L’objectif du présent travail vise d’un coté a valoriser nos ressources naturelles et de
I’autre, a préserver I’environnement et la santé, en proposant des alternatives aux pesticides
dont la nocuité est démontrée tout en préservant les composés aromatiques des huiles
essentielles contre la dégradation thermique et leur volatilité par la micro-encapsulation.
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I-Présentation de la plante hote

Depuis des millénaires, I'olivier est cultivé dans le Bassin méditerranéen ou il marque le paysage
de sa silhouette si caractéristique. Arbre sacré, il a inspiré aussi bien les grands textes religieux
fondateurs (Bible, Torah, Coran) que les peintres et les poetes (Breton et al., 2006).

L’olivier est la deuxi¢me plus importante culture fruitiére et oléagineuse a travers le monde, apres
le palmier a huile.

Sa culture est liée a la région méditerranéenne ou il revét une grande importance économique,
sociale et écologique. En effet, 95% des oliveraies mondiales se concentrent dans cette région,
assurant ’essentiel de la production mondiale. Comme conséquence des effets bénéfiques de
I’huile d’olive sur la santé humaine, I’intérét pour cette culture est grandissant, la consommation
de I’huile d’olive s’est développée aussi dans les pays traditionnellement non producteurs comme
les USA, I’Australie et le Japon (Pineli et al., 2003).

L'Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est propice a sa culture.
Durant les trente années qui ont suivi lI'indépendance, I'oléiculture fut abandonnée et le paysan
livré & lui-méme. Malgré une prise de conscience salvatrice, quoique tardive, I'évolution des
plantations est insignifiante ; en 10 ans on a planté moins de 50.000 arbres, soit moins de 5000
oliviers par an.

Actuellement, un programme de plantation en intensif a été mis en ceuvre pour rattraper le retard
accuse par I'Algérie dans le domaine de I'oléiculture par rapport aux autres pays du Maghreb, et
ce, en dépit de la disponibilité des ressources naturelles considérables lui permettant d'occuper une

place de choix sur le marché mondial.

1. Description botanique de la plante
L’olivier appartient a I’ordre des Ligustrales et a la famille des Oléacées ; cette famille comportant
environ 30 genres et 600 especes dont les lilas (Syringae), Forsythia et troénes (Ligustrum), les

frénes (Faxinus) et le Phillyrea (Lousert et Brousse, 1978).

1.1. Taxonomie de ’olivier (Cronquist, 1981)
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae
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Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae
Genre : Olea

Espéce : Olea europea L.

Sous-especes : Olea europaea L. ssp. Sativa Hoffm. et Link (=O. europaea L. ssp.
Europaea), Olea europaea L. ssp. Oleaster Hoffm.et Link (=O. europaea L. ssp.
sylvestris Miller) (Figure 1).

Famille Oléacées
Genre Olea
Sous-genre
‘ | Autres sous-genres,
Section Ligustroides Section Olez taxons non détaillés
Sous-espéces
: | |
Répartition géographique
Afrique de I'Est et Madagascar Pourtour Massifs Madére Iles Canaries Sud du Asie,
méditerranéen  sahariens Maroc  Chine,
Massifs  Inde
du Grand Pakistan et
Atlas Iran
Arabie,
Afrique de
I'Est et du
Sud

Figure 1: Schéma de la taxonomie du genre Olea (Oleaceae,) simplifiée et répartition

géographique des taxons (Breton et al., 2006).

1.2. Morphologie de I’olivier
Arbre fruitier se distinguant des autres espéeces par sa pérennité et sa grande longévité, il est réputé
pour sa grande rusticité et sa plasticité, lui permettant de se developper dans différentes conditions
de milieu et de climat.
1.2.1. Systeme racinaire
Le systéme racinaire est fonction des conditions du sol et du mode de multiplication. 1l est pivotant

s'il est issu de semis et dans des terres legéres ; fasciculé s’il est obtenu par bouturage et dans des
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terres lourdes. Selon Benrouina (2001), le nombre de racines et leur étendue a différentes
profondeurs du sol sont fortement dépendants de la nature du sol. Il reste généralement localisé a
une profondeur de 50 a 70cm.

Le systeme radiculaire de I'olivier arrive a former sous le tronc une souche ligneuse trés importante
appelée "matte™ ou "cépée" dans laquelle s'accumule d'importantes quantités de réserves qui lui

permettent de résister aux conditions difficiles.

1.2.2. Tronc
C'est le principal support de I'arbre, qui va du collet au niveau du sol jusqu'au point d'insertion de
la premiére branche. Il est d'aspect et de couleur variables selon I'age. Chez les jeunes arbres, le
tronc est droit, circulaire, lisse, de couleur gris-verdatre. En vieillissant, il devient noueux,
crevassé, élargi a la base en prenant une couleur gris foncé presque noire.
Le tronc qui atteint parfois 10 a 20 metres de circonférence et 12 metres de hauteur, est recouvert
d'une écorce brun-grisatre, lisse chez les jeunes, et plus ou moins crevassée sur les vieux pieds

d'oliviers. 1l peut vivre plusieurs centaines d'années.

1.2.3. Feuilles

Les feuilles de I’olivier sont entiéres et lancéolées, disposées sur les branches avec un pétiole de
courte taille ; comme chez toutes les Oléacées, elles sont opposées (Figure 3). Méme si la forme
générale est lancéolée, ses proportions varient des ovales a presque linéales, selon la variété.

Leur couleur peut aussi varier, on observe des variétés avec des feuilles de couleur vert brillant et
d’autres de tonalités plus foncées. Dans ’envers, la couleur varie entre des tonalités grises
argentées et d’autres plus chatains, dues a la présence des poils étoilés dans cette position.

Ce sont des feuilles persistantes avec une durée moyenne de 2 a 3 ans. Leur taille varie entre 3 et
8 cm de longueur et 1 a 2,5 de largeur. Elles sont habituellement trés rigides et présentent un nerf

central tres marqué.

1.2.4. Fleurs
Les fleurs sont blanches avec une corolle, deux étamines, un calice a quatre pétales ovales et un
ovaire de forme arrondie qui porte un style assez épais et terminé par un stigmate (Figure 2). Cet
ovaire contient deux ovules. Les fleurs sont regroupées en petites grappes de 10 a 20, poussant a
l'aisselle des feuilles au début du printemps. La plupart des oliviers sont auto-fertiles, c'est-a-dire

que leur propre pollen peut féconder leurs propres ovaires. La fécondation se fait principalement
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par le vent et ne dure qu'une petite semaine par an. S'il ne pleut pas trop durant cette période, 5 a
10% des fleurs produiront des fruits pour une bonne production.

Figure 2: Fleurs de ’olivier

1.2.5. Fruit ou drupe
Le fruit de I’olivier appelé olive est une drupe a mésocarpe charnu, riche en lipides dont on
extrait I’huile. Il est recouvert par un péricarpe lisse et un noyau ou endocarpe fusiforme, tres
dur, protégeant I’amande. A maturité, 1’épicarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte) a la
couleur violette ou rouge (olive tournante) puis a la coloration noiréatre (olive noire). La forme du
fruit peut étre sphérique, ovoide ou ovoide-allongé. Celle de I’endocarpe est sphérique, ovoide,
elliptique ou allongée (Figure 3). La forme et la dimension du fruit et du noyau ainsi que le
nombre de sillons sont des caractéristiques variétales. Fontanazza et Baldoni (1990) signalent

que la longueur du fruit et celle du noyau sont les caracteres les plus héréditaires.

Figure 3: Feuilles et fruits de I’olivier

1.3. Cycle végétatif
Le déroulement annuel du cycle végétatif de I'olivier est en étroite relation avec les conditions

climatiques de son aire d'adaptation, caractérisée essentiellement par le climat méditerranéen.
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Aprés la période de ralentissement des activités végétatives (repos hivernal) qui s'étend de
novembre a février, le réveil printanier (mars-avril) se manifeste par l'apparition de nouvelles
pousses terminales et I'éclosion de bourgeons axillaires ; ces derniers, bien différencies, donneront
soit du bois (jeunes pousses), soit des fleurs (Loussert et Brousse, 1978).

Au fur et a mesure que la température printaniere s'adoucit, que les jours sallongent et
I'inflorescence se développe; la floraison a lieu en mai-juin.

C'est en juillet-aout que I'endocarpe se sclérifie (durcissement du noyau). Les fruits grossissent
pour atteindre leur taille normale fin septembre-octobre. Suivant les variétés, la maturation est plus
ou moins rapide.

La récolte s'effectue de la fin septembre pour les variétés précoces récoltées en vert, jusqu'en
février pour les variétés tardives a huile (ITAF, 2013).

L'olivier ne produit naturellement qu'une année sur deux en l'absence de taille et la production
s'installe lentement, progressivement, mais durablement: entre 1 et 7 ans, c'est la période
d'installation improductive, dont la durée peut doubler en cas de sécheresse; jusqu'a 35 ans, I'arbre
se développe et connait une augmentation progressive de la production ; entre 35 ans et 150 ans,
I'olivier atteint sa pleine maturité et sa production optimale. Au-dela de 150 ans, il vieillit et ses

rendements deviennent aléatoires. Le cycle de vie de I'olivier est résumé dans la figure 4 :

Formation des Gonflement des
grappes florales boutons Moraux

Différenciation des
corolles

Grossissement des fruits I Grossissement des fruits
stade

Figure 4: Cycle de vie de 1' olivier (Argenson et al., 1999)
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1.4. Exigences de I’olivier
La faculté adaptative de l'olivier aux aléas de I'environnement est en étroite relation avec les

qualités pédo-agrologiques du sol.

1.4.1. Climat
Bien que ’olivier fiit introduit dans les quatre coins du monde, sa culture et ses exigences sont
associées a la zone méditerranéenne, cette derniére est caractérisée par un hiver doux et humide
et un été sec et chaud. Comme I’olivier ne peut pas résister a des températures inférieures a
-15°C, cet isotherme délimite sa zone de culture en latitude (entre 22 et 45° dans 1’hémisphére

nord et de I’équateur au 37¢éme paralléle dans I’hémisphére sud) (Baldy, 1990).

1.4.2. Températures

L’olivier est un arbre thermophile, caractéristique des régions tempérées, malgré son aptitude a
supporter les températures élevées de 1’été (avec alimentation hydrique), les températures
supérieures a 40°C causeront des brulures, endommageant 1’appareil foliacé ainsi que la chute des
fruits (Loussert et Brousse, 1978). L’olivier ne supporte pas beaucoup le froid ; en effet, les
températures négatives (-5 a -6°C) peuvent étre dangereuses, surtout si elles surviennent
brutalement au court du repos végétatif. Les dégats se manifestent suite a I’impuissance du systeme
racinaire a pomper ’eau ainsi que les nutriments vers la partie aérienne ce qui provoquerait le
desséchement de cette partie (Baldy, 1990).

Quelques critéres thermiques concernant 1’olivier au cours de son cycle de développement :

Tableau 1 : Différents stades de développement avec leurs températures optimales
(Loussert et Brousse, 1978).

Stade de développement Températures
Repos végétatif hivernal (risque de gel) -10 a -12°
Réveil printanier (risque de gel) -5 a -7°c
Zéro de végétation 9 a 10°
Développement des inflorescences 14 a 15°
Floraison 18 a 19°%
Fécondation 21 a 22°
Arrét de végétation 35 a 38°%
Risque de brulure >40°
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14.3. Eau

Les besoins hydriques de I'olivier dépendent du climat et du type de sol de la région, ainsi que de
la réserve d'eau disponible a la fin de I'hiver.

L'olivier est un arbre typique du climat méditerranéen. Etant assez résistant a la sécheresse, il est
traditionnellement cultivé en sec. Toutefois, sa production augmente considérablement lorsque des
apports d'eau viennent compléter les pluies, en particulier dans les zones de faible pluviométrie.
Dans le cas de la conduite en sec et dans les conditions méditerranéennes, I'olivier ne peut s'adapter
a l'irrégularité du régime hydrique qu'en puisant en profondeur du sol le peu d’humidité qu'il peut

contenir (Loussert et Brousse, 1978).

1.4.4. Lumieére
Avec une bonne exposition au soleil, 1’olivier présente un meilleur développement et donne de
meilleurs rendements. La lumiére est un facteur déterminant au cours de la floraison. Selon Daoudi

(1994), I’évolution florale est inhibée sur les arbres qui ne regoivent pas assez de lumiére.

1.4.5. Exigences pédologiques

L'olivier est réputé comme étant une espéce peu exigeante en qualité de sol. Il s'adapte a une
large gamme de types de terres a condition qu'ils ne soient pas trés compacts ou mal drainés
(James et al., 1985). Dans les régions peu pluvieuses, I'olivier ne donne de bons résultats que s'il
est planté dans des sols profonds et sablonneux ou le systéme radiculaire peut se développer

verticalement et horizontalement.

1.5. Répartition géographique de I’olivier
Dans le monde, il y’a environ 840 millions d’oliviers (Fig. 5) qui produisent selon les années

entre 2 et 2.5 millions de tonnes d’huile et 700 000 tonnes d’olives de table.

Plus des trois quarts des oliveraies (650 millions d’oliviers) sont plantées en Europe, dans les

pays du pourtour méditerranéen: Espagne, Italie, Gréce, Portugal, France, Turquie (DSA, 2007).

10
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Figure 5 : Répartition de I’olivier dans la Méditerranée (Amouretti, 1989)

Lirnites dues
A3 frotd —
AUhumidité ———

Alasécheresse —

En Algérie :

En 2008, la culture de I’olivier en Algérie occupait une superficie de 309500 hectares (Figure 6).

L’oléiculture est présente sur I’ensemble du territoire d’est en ouest et du nord au sud (jusqu’a

Tamanrasset). La surface oléicole est répartie dans quatre régions :
- Le Centre avec 56 % de la superficie totale soit 148 385 ha ;
- L’Est avec 23 % soit 60 010 ha ;

- L’Ouest avec 19 % soit 50 193 ha, dont la plupart est destinée a la production d’olive de
table,

- Le Sud, 2% avec une superficie de 4 764 ha.

11
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- L'oliveraie en 1999

2 1 CHLEF 6 : BEJAIA 9: BUDA 10:
BOUIRA 13 : TLEMCEN 15: TiZ-ouzou is:
JUEL 19: SETIF 21: SKIKDA 22; 5.

B. ABBES 24: GUELMA 44 : AIN DEFLA 2%

MOSTAGANEM 2% MASCARA 34: BORI BOU-ARRERL

35 : BOUMERDES 41 : SOUK AHRAS 42 : TIPAZA
- Nouvelle aire oléicole

3 : LAGHOUAT 4 : 0.E.BOUAGHI
5 1 BATNA 7 : BISKRA

8 : BECHAR 12 : TEBESSA

14 : TIARET 17: DJELFA

20: SAIDA 28: MYSILA

32: EL-BAYADH 39: EL-OUED
A0 : KHENCHELA 45 1 NAAMA

Figure 6 : Carte oléicole d’Algérie (Source : Institut Technique des Arbres Fruitiers ITAF, 2008)

La wilaya de Tlemcen, considérée comme une région oléicole, posséde 923.815 oliviers répartis
sur une superficie de 6.839 Ha. Les variétés qui se trouvent a Tlemcen sont : Sigoise, Verdal,

Conicabra, Sevillane et Chemlal.

Le nombre d’arbres en production est de 788.334 dont 214.979 en isolé et 571.555 en masse. Le
rendement a I’hectare pour 2011/2012 est estimé a 25 quintaux. En superficie plantée en oliviers,
c’est la région de Maghnia (1.63 ha) qui se taille la part du lion, suivie de Remchi (1.083 ha), Sabra
(1.060 ha), Beni-Snous (548 ha), Chetouane (441 ha), Bensekrane (319 ha), Fellaoucéne (310 ha),
Mansourah (304 ha), Ouled Mimoun (260 ha), Hennaya (255 ha), Bab El Assa (163 ha) et Ain
Tellout (116 ha) (DSA, 2013).

2.  Bioagresseurs de I’olivier

Les maladies et les prédateurs de ’olivier sont trés courants dans les régions septentrionales de la
Méditerranée ; la mouche de 1’olive étant son pire ennemi. Lors des périodes estivales, elle dévore
les fruits et fait augmenter ’acidité de I’huile. Trés redoutés, les étourneaux n’hésitent pas a
dépouiller entiérement 1’arbre de ses fruits. Les autres prédateurs sont la teigne et la cochenille

noire. Des champignons attaquent aussi I’olivier, la présence du Cyclonium ou « ceil de paon »

12
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entraine une défoliation importante ; pour les combattre efficacement, 1’oléiculteur doit

constamment surveiller ses arbres (Bonnier, 1990).

Tableau 2 : Principales maladies de l'olivier Selon Argenson et al. (1999)

Les maladies

Les causes

Les symptomes et dégats

Capnodium oleaginum
Fumagine ou noir de I’olivier

La fumagine (complexe des
Champignons).

-L'ensemble du végétal recouvert d'une

sorte de poussieres noires.

-La fonction chlorophyllienne des feuilles
peut étre stoppée

(Cycloconium oleaginum)
(Eil de paon

Entrainées par le vent et la pluie,
les conidies (organes
microscopiques qui permettent
la diffusion de la maladie)
émettent des zoospores qui
provoguent la maladie.

-La défoliation peut compromettre
non seulement la récolte de l'année
mais également la vie de I'arbre
-Provogue la chute des fruits.
-Provoque la chute des feuilles.

Saissetia oleae Bern
Cochenille noire

Forte population de cochenilles

-Affaiblit I'arbre.

Prays oleae Bern.
La Teigne de Il'olivier

La teigne

-La consommation des organes floraux
rend toute la fécondation impossible
pour les fruits ; les dégats se manifestent
par deux chutes successives.

Verticillium dahliae
La verticilliose

Champignon pathogéne du sol

-Les feuilles s'enroulent longitudinalement
en gouttiére vers la face inférieure,

leur coloration vert gris brillant vire au
gris terne.

- feuilles séches et cassantes

Pourridié
Armillariella mellea

Champignon dont le mycélium
forme un réseau de fils blancs

-Maladie mortelle pour l'olivier

-un réseau de fils blanc-créeme ressemblant a
des racines, s'installe entre I'écorce et le bois des
racines et du collet.

Principal ravageur :

La mouche de l'olivier

-Perte de récolte par la chute des fruits
-Diminution du rendement en huile

et détérioration de la qualité de I'huile
par augmentation de son aciditeé.

13
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1. La mouche de ’olive Bactrocera oleae Gmel.

La mouche de I’olive est le principal ravageur de I’olivier. Cet insecte peut causer des dégats
considérables, jusqu’a 100% d’olives abimées et inutilisables. La période la plus critique se situe
en septembre-octobre, mais la mouche est présente dés le mois de juin dans les vergers en zones
précoces et réalise 4 & 5 générations, jusqu’a la fin octobre et parfois la mi-novembre. Il n’existe
pas de solution unique de lutte contre ce ravageur, les techniques s’orientent vers une alternance

des produits, 1’utilisation de produits préventifs ou la conjugaison de plusieurs méthodes.

1. Description
La mouche de I’olive Bactrocera oleae fait partie de la classe des insectes, de 1’ordre des Diptéres
et de la famille des Tephritidae. Dans cette famille, on trouve bon nombre de mouches, ravageuses
de fruitiers : la mouche de la cerise (Ragholetis cerasi), la mouche méditerranéenne des fruits
(Ceratitis capitata), la mouche du brou du noyer....etc...

o L’adulte mesure 4 a 5 mm de long. La téte est orangée avec des yeux a facettes bleu-vert.
Le thorax est noir avec des bandes grisatres sur le dos et se termine par un triangle blanc-creme.
Les pattes sont orangées. L’abdomen est également orange avec des taches noires. Les ailes sont
transparentes, avec un point noir a leur extrémité, caractéristique de 1’espece (Figure 7).

Le male et la femelle ont la méme taille. La femelle possede seulement un abdomen un peu plus
large et un ovipositeur de ponte a I’extrémité de celui-ci (Figure 7). La durée de vie est de 30 a 90

jours.

adulte de mouche de I'olive

Figure 7: Stades adultes de la mouche Bactrocera oleae /source (www.afidol.org).

14
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o L’asticot mesure a la fin de son développement jusqu’a 7 mm de long, il est de couleur
blanche. La pupe (ou nymphe) est de couleur creme a brun doré et mesure entre 3 et 4 mm de long

sur 2 mm de large (Figure 8).

Figure 8 : Larve et pupes de Bactrocera oleae

2. Biologie et cycle de développement

A notre latitude, la mouche de I’olive passe 1’hiver sous forme de pupe, dans les cinq premiers
centimétres du sol. Au printemps, les adultes émergent et 4 ou 5 générations peuvent se succéder
du début de I’été jusqu’au mois d’octobre a basse altitude et dans les zones précoces ; 3 a 4
générations, voire moins, dans les zones plus tardives et en altitude.

Apres I’accouplement, la femelle va déposer un ceuf sous 1’épiderme de 1’olive. La piqiire de ponte
a la surface du fruit est petite (1 a 2 mm). Elle pond un ceuf par fruit et a une fécondité moyenne
de 300 a 400 ceufs. Apres quelques jours, un asticot éclot et commence a se nourrir de la pulpe de
I’olive. En grossissant, cette larve crée des galeries de plus en plus importantes ; a la fin de son
développement, le ver se transforme en pupe dans 1’olive (nymphose). Aprés une dizaine de jours,
un nouvel adulte émerge de la pupe (Gaouar M., 2004).

A I’automne, quand la larve termine son développement et que 1’olive devient trés mire, elle tombe
au sol et se pupéfie (Figure 9). Cette pupe est assez tolérante au froid (température minimale létale
autour de 0°C) et aux produits de traitements.

Une génération dure entre 25 et 30 jours en été, depuis la ponte de 1’ceuf jusqu’a la maturité
sexuelle des femelles adultes. Cette durée de développement augmente en automne et explique en
partie le chevauchement des générations observé en septembre et octobre (Gaouar, 1995).

Le vol des adultes, observé par piégeage, marque le début du risque de ponte. On va ainsi
distinguer 3, 4 ou 5 vols de mouche ; le premier vol en début de saison (juin-juillet) correspondant

15
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a la fin de la génération de 1’année précédente (émergence des pupes hivernales). Un vol peut étre
plus ou moins important et plus ou moins long selon les conditions climatiques. Ainsi, une forte
chaleur (T° > 35°C) peut interrompre un vol, mais les femelles gardent leur pouvoir fécondant plus
d’un mois, le temps que les conditions redeviennent favorables.

A Tl’automne, on peut observer plusieurs générations en méme temps, avec tous les stades de
développement de la mouche présents dans le verger. Comme tout insecte, la mouche de 1’olive
est sensible aux conditions climatiques qui influent sur sa vitesse de développement. L’optimum
de développement des larves et des adultes se situe entre 20 et 30°C.

Au-dela de 30°C, les activités d’accouplement et de ponte sont fortement réduites, la femelle
pouvant garder son pouvoir de ponte quelques mois. Au-dessus de 35°C, ceufs, larves et pupes ne
survivent pas. En dessous de 10°C, I’activité des différents stades de la mouche est réduite et les

pupes meurent apreés un froid prolongé en dessous de 0°C.

Cycle de développement de Bactrocera oleae
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Figure 9 : Cycle de developpement de Bactrocera oleae /source (www.afidol.org).

3. Facteurs favorisant le développement de la mouche de L’olive

Les paramétres favorables au développement de la mouche sont :
o climat : un hiver doux, un printemps précoce, un été sans chaleur excessive, un automne

doux et humide sont autant de facteurs qui permettent a la mouche de bien se développer. Si I’été
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est long, chaud et caniculaire (comme ce fut le cas en 2015), la mouche se développe peu. De
méme, si I’hiver est long et trés froid, avec beaucoup de gelées, peu de pupes survivront et les
populations seront réduites. Les zones précoces : elles sont souvent soumises aux conditions
climatiques favorables citées ci-dessus. Il s’agit du littoral et de certains bassins connaissant un
microclimat particulier. En général, les zones supérieures a 300 m d’altitude, moins précoces et au
climat plus rude, sont moins propices au développement important de ce ravageur.

o irrigation : I’apport d’eau aux oliviers permet d’obtenir des fruits plus gros, moins flétris
et donc plus attirants. Par ailleurs, la mouche a besoin d’eau pour vivre ; I’irrigation lui permet de

s’abreuver.

4. Dégats

Les dégats engendrés par la mouche de I’olive sont d’ordre quantitatif et qualitatif. Le
développement de la larve a I’intérieur de 1’olive (Figure 10) affecte directement I’alimentation du
fruit, sa maturation et sa force d’attachement au pédoncule, provoquant ainsi une chute accéléree
de ’olive atteinte. Par ailleurs, en mettant la pulpe du fruit au contact de I’air lors de la sortie de
I’adulte (Figure 11) et des déjections de la larve, les attaques de mouche conduisent a une altération
de la qualité de I’huile, provoquant une augmentation des taux d’acidité et de 1’indice de peroxyde
(Madjdoub, 2011).

Figure 10: Galerie et piqdres de ponte  Figure 11 : Trou de sortie d'une pupe ou d’un adulte

5. Lutte contre Bactrocera oleae

Afin d’assurer un contrdle adéquat des ennemis de 1’olivier, on optera pour une approche globale
illustrée ci-dessous :
- Connaissance de la morphologie, de la biologie et de 1’écologie du ravageur ;

- observations visuelles et suivi quotidien des ravageurs ;
- installation des pieges et Monitoring du ravageur ;

- tracabilité et enregistrement des données de suivi ;

- observation des fruits au moment de la récolte.
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a.  Lutte intégrée (IPM)
La lutte contre les ravageurs de I’olivier se fera par une lutte intégrée. Ainsi, le recours a la lutte
chimique n’aura lieu que si les seuils d’intervention ont été dépassés. Le monitoring et le contrdle
permettront d’intervenir dés les premiers vols par :

- des lachers d’auxiliaires (lutte biologique). Cette intervention empéche 1’accouplement et
la fécondation des femelles par des males ;

- des traitements localisés (traitement d’un tiers du verger) avec de faibles bouillies et faibles
quantités en produits chimiques en intervenant des I’apparition des ravageurs.
Ces deux interventions contribueront sensiblement a la préservation de la faune auxiliaire et a la

réduction des populations des ennemis de I’olivier.

b.  Lutte chimique

L’utilisation des traitements insecticides contre les mouches de fruit pour les désinfestations est
un complément de contréle (kapatos, 1989). Parmi ces traitements utilisés contre la mouche de
I’olive B. oleae on distingue :

% Lutte préventive
La lutte préventive est réalisée des 1’apparition des premiers adultes de chaque génération (date
donnée par les avertissements agricoles ou par piégeage dans la parcelle).
Le principe repose sur ’utilisation d’un attractif, généralement un hydrolysat de protéine, mélange
destiné a éliminer les adultes de B. oleae. Ce traitement présente 1’avantage d’étre économique et
utilisable méme en zone d’acces difficile ou dans les régions pauvres en eau.
Par ailleurs, les femelles ont besoin de protéines pour leur maturation sexuelle et le développement
de leurs ceufs ; de ce fait, I'utilisation de I’attractif protéinique dans la solution d’insecticide
augmente son efficacité (Rossler, 1989 ; Aversend, 2000).

% Lutte curative
Elle a été largement utilisée lorsque 1’apparition des insecticides de synthése chlorés puis
organophosphorés a permis un développement de la protection phytosanitaire en oléiculture. Ces
traitements se font par pulvérisation d’insecticides qui tuent les adultes par contact et les larves
dans le fruit par effet semi systémique. Ils tendent a régresser actuellement en raison de leurs effets
secondaires soit au niveau de I’olivier, quand ils sont utilisés par voie terrestre, soit au niveau de
toute la zone oléicole traitée y compris le sol, lorsqu’ils sont réalisés par voie aérienne.
Ce traitement curatif présente 1’inconvénient de détruire I’intégralité de la faune utile (Aversenq

et Pinatel, 2000).
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I11. Les huiles essentielles

Une huile essentielle ou essence végétale est un corps gras volatil et odorant obtenu par la
distillation des plantes aromatiques. L'huile essentielle est présente dans les feuilles, les fleurs,
I'écorce et les racines de certains vegétaux. Parmi les huit cent mille especes du monde végétal,
seulement dix pour cent sont capables de synthétiser une essence (Adlercreutz et al., 2003).
Afin de réduire l'utilisation des insecticides et fongicides chimiques de synthése dans les produits
alimentaires, plusieurs traitements alternatifs ont été étudiés. Les métabolites produits par les
plantes sont une alternative prometteuse parce que les plantes produisent une grande variété de
composeés, soit dans le cadre de leur développement ou en réponse a un stress ou une attaque
pathogene. Au cours des dernieres années, ils ont suscité de plus en plus I'intérét, en raison de
leur statut relativement sdr; ils sont facilement décomposés, respectueux de I'environnement et
non phytotoxiques. Il a été prouvé que les extraits de plantes obtenus avec différents solvants et
les huiles essentielles sont riches en composés potentiellement bioactifs, tels que les
phytoalexines. Beaucoup sont connus pour avoir une activité antimicrobienne pour la protection
des végétaux, y compris des alcaloides, des flavonoides, isoflavones, des tanins, des coumarines,

des glucosides, terpenes, phénylpropanes et des acides organiques.

Les huiles essentielles sont des liquides huileux aromatiques, obtenus par hydrodistillation de
matériel végétal et sont généralement des mélanges de plusieurs composants. Les huiles
essentielles et extraits de plantes ont I'avantage potentiel d'étre bioactifs dans leur phase vapeur,
une caractéristique qui les rend attrayants comme fumigenes possibles pour la protection des

produits stockeés.

L’huile essentielle de Chenopodium ambrosioides a inhibé la croissance du mycélium de deux
souches d’Aspergillus flavus a 100 pg/ml. Cette huile a également inhibé la croissance de
Aspergillus fumigatus, Botryodiplodia theobromae, Fusarium oxysporum, Phythium debaryanum
et Sclerotium rolfsii (Kumar et al., 2007). L'huile essentielle de Peumus boldus est active contre
Aspergillus niger, Aspergillus flavus et Fusarium spp. (Souza et al., 2005). Les extraits aqueux
de Anthemis nobilis L. et Malva sylvestris L. a 0,92 et 0,6 g / ml, ont respectivement inhibé la
croissance de quatre champignons testés, Aspergillus candidus, Aspergillus niger, Penicillium
sp., et Fusarium culmorum, Malva sylvestris étant la plus efficace, car une plus faible

concentration a été requise pour l'inhibition fongique (Magro et al., 2006).
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Jasso de Rodriguez et al. (2007) ont évalué I'activité antifongique de trois especes de
Flourensia ; Flourensia microphylla a inhibé Alternaria sp. de 42,5% a une concentration de 10
ul/l, atteignant 76,8% d'inhibition a 100 pl/1. I’inhibition atteint 100% a 1000 pl/1 pour
Flourensia cernua et Flourensia retinophylla, mais pour Flourensia microphylla, elle a été
atteinte a 1500 pl/1.

1. Composition chimique des huiles essentielles

Sur le plan chimique, les huiles essentielles sont des mélanges de structures extrémement
complexes, pouvant contenir plus de 300 composes différents. Ces substances sont des molécules
tres volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpénes comme les
monoterpenes et les sesquiterpénes (Croteau et al., 2000).

Il'y a parfois des traces de diterpénes dans les huiles essentielles a quatre unités d'isopréne, mais
les triterpenes (Six unités d'isoprene) sont des cires et ne se retrouvent pas dans les huiles
essentielles distillées a la vapeur, car elles ne sont pas assez volatiles (Bowles, 2003).

1.2. Les monoterpenes
Les monoterpénes contiennent deux unités d'isoprene (Cio), montre un exemple de myrcéne, un
monoterpene commun dans les huiles essentielles (Fig. 12). La molécule de myrcéne suit la regle
de I’isopréne qui stipule que les unités isoprénes sont généralement jointes «téte a queue» pour

constituer les squelettes carbonés des molécules de terpénoides (Bowles, 2003).

Figure 12. Monoterpéne alpha-myrcene

1.3. Les sesquiterpenes
Les sesquiterpénes contiennent trois unités d'isopréne(Cis), montre le sesquiterpéne (E)-béta-
farnéséne, un sesquiterpéne a chaine ouverte (Fig.13). L’une des -caractéristiques des
sesquiterpenes est qu’ils subissent facilement des réactions créant des structures moléculaires a
anneaux fermes, les formes moléculaires formées par les anneaux fermés peuvent étre classées en

sous-groupes de sesquiterpenes (Bowles, 2003).
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s

Figure 13. Sesquiterpene : (E) -béta-farnésene.

1.4. Phénols et phényles propanoides
Les phénols ont un groupe hydroxyle (-OH) lié au cycle et généralement une queue isopropyle.
Les propanoides phenyliques ont généralement un groupe fonctionnel méthyl éther attaché au
cycle, et une queue propényle (chaine a 3 atomes de carbone avec un C = C lié au cycle par une
extrémité) (Bowles , 2003).

1.5. Molécules aliphatiques non terpénoides

Le mot « aliphatique » décrit des molécules constituées de chaines carbonées en ligne droite et
n’ayant pas de cycle fermé ou aromatique. Des exemples de molécules aliphatiques sont les
aldéhydes Cs, Co et C1o a odeur &cre que I'on trouve en petites quantités dans les huiles d'agrumes
et les composés Cs a odeur de feuilles vertes que I'on trouve dans certaines huiles florales telles
que Jasmin et Rose. Les molécules aliphatiques ne se trouvent généralement qu’en quantités
infimes dans les huiles essentielles, mais s’ils ont des groupes fonctionnels oxygénes, leurs odeurs
sont néanmoins perceptibles (Bowles , 2003).
La notion de synergie entre les systemes antioxydants et antibactériens est aussi une alternative
trés importante ; voire un procédé incontournable pour mieux sécuriser les produits vis-a-vis des
germes pathogenes et contre les phénomeénes d’oxydation lipidique (Sillankorva et al., 2004). De
nombreux auteurs (Smith-Palmer et al., 2001 ; Pintore et al., 2002 ; Lin et al., 2004 ; Fisher et
Phillips, 2006 ; Oussalah, 2006 ; Caillet et Lacroix, 2007) ont rapporté que les huiles essentielles

peuvent étre ajoutées pratiquement a tous les aliments.

Les substances naturelles qui présentent un large spectre d’action en pharmacologie, comme
bactéricides, fongicides, acaricides, nématicides, etc., peuvent aussi étre utilisées comme
insecticides de remplacement. La lutte biologique prend diverses formes, mais celle qui attire
I’attention des chercheurs a I’heure actuelle est la lutte biologique par 'utilisation de substances

naturelles d’origine végétale comme insecticides (Boutaleb Joutei, 2010).
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3. Activité antioxydante des huiles essentielles

Les antioxydants ont été largement utilisés pour la conservation des aliments, des antioxydants
synthétiques tels que I'hydroxy anisole butylé (BHA), I'hydroxy toluéne butylé (BHT), ont été
couramment utilisés comme antioxydants dans divers produits.

Les préoccupations des consommateurs au sujet des effets néfastes potentiels des antioxydants
synthétiques sur la santé (Kahl et Kappus, 1993 ; Pokorn, 2007) ont incité 1’industrie a
rechercher des solutions naturelles a I’oxydation et a prolonger la durée de conservation des

produits alimentaires.

Les épices et les herbes sont utilisées traditionnellement depuis 1’antiquité par de nombreuses
cultures, non seulement comme agents aromatisants, mais également comme agents de
conservation des aliments. Ils sont reconnus comme étant sdrs en raison de leur utilisation
traditionnelle sans impact négatif documenté et ils sont également peu codteux, montrent une
meilleure tolérance du patient et sont facilement disponibles pour une population a faible niveau

socio-économique (Heo et al., 2007 ; Ravit et al., 2009).

Les huiles essentielles, en tant que sources naturelles de composants phénoliques, incitent les
chercheurs a évaluer leur activité en tant qu'antioxydants ou agents anti-radicaux libres.

Par exemple, les huiles essentielles de Thymus mastichina, Thymus camphoratus et Thymus
caespititiua ont montré une activité antioxydante qui, dans certains cas, était égale a celle de 'a-

tocophérol (Miguel et al., 2004 ; Mimica-Dukic et al., 2004).

4. Activité antifongique et antibactérienne des huiles essentielles

Les HEs peuvent représenter I'un des produits naturels les plus prometteurs pour l'inhibition
fongique. Les fongicides chimiques sont largement adoptés dans les pratiques agricoles pour
protéger les cultures contre les maladies ; cependant, leur utilisation a récemment suscité de plus
en plus d'attention car ils sont hautement toxiques. Ils peuvent provoquer une contamination de
I'environnement et/ou la présence des résidus de fongicides dans les produits alimentaires,
induisent un agent pathogéne résistant (Moenne-Loccoz et al., 1998).

Les HEs sont utilisées comme agents de protection dans le domaine phytosanitaire et agro-
alimentaire contre les champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant les
denrées alimentaires (Lis-Balchin et al., 2002).

L’activité antimicrobienne ou antifongique de 1’huile essentielle pourrait étre due aux propriétes

des terpénes/terpénoides qui, en raison de leur nature fortement lipophile et de leur faible poids
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moléculaire, sont capables de perturber la membrane cellulaire, provoquant la mort des cellules ou

inhibant la sporulation et la germination des cellules (Nazzaro et al., 2017).

5. Effets synergiques, additifs et antagonistes des mélanges alimentaires sur les capacités
antioxydantes et antifongiques totaux

Les extraits de plantes en tant que huiles essentielles et leurs composants ont fait I'objet de
nombreuses recherches en tant que source potentielle de molécules bioactives. De nombreux
chercheurs se sont intéressés a leur activité antioxydante pour une utilisation éventuelle comme
alternative aux additifs synthétiques moins souhaitables pour la protection des produits
cosmétiques et alimentaires contre I'oxydation. De nombreux aliments a base de plantes sont de
bonnes sources d'antioxydants phytochimiques uniques, susceptibles d'exercer des effets
bénéfiques pour la santé (Adlercreutz, 2003). Une combinaison de différents aliments a base de
plantes peut présenter des effets additifs, synergiques ou antagonistes.

Un effet additif fait référence a une combinaison d'aliments qui fournit la somme des effets des
composants individuels, un effet synergique se produit lorsque I'effet est supérieur a la somme de
composants individuels et un antagonisme se produit lorsque la somme des effets est inférieure a
la somme des composants individuels (Winefield et al., 2009)

De nombreuses propriétés naturelles des huiles essentielles en font des agents conservateurs trés
prometteurs pour ’industrie alimentaire. Il est bien établi que les composés phénoliques et les
métabolites secondaires a doubles liaisons conjuguées présentent des propriétés antioxydantes
importantes (Lee et al., 2001). La plupart des huiles essentielles sont dominées par des
monoterpenes oxygénés tels que les alcools (Achilleafili pendulina), les aldéhydes (Galagania
fragrantissima), les cétones (Anethum graveolens). Artemisia scoparia et Artemisia absinthium
contiennent principalement des hydrocarbures monoterpénes, alors que les terpénoides
phénoligues, tels que le thymol ou le carvacrol, caractérisent Origanum tyttanthum et Mentha
longifolia, ce qui expliquerait pourquoi les deux plantes manifestaient généralement I'activité
antioxydante la plus forte. Le thymol et le carvacrol, qui sont prédominants dans Origanum
tyttanthum, sont également responsables de l'activité antioxydante de plusieurs autres huiles

essentielles, telles que Mentha longifolia (Koh et al., 2002).

Le travail sur des agents de protection naturels en tant qu’alternative aux fongicides chimiques est
en cours de développement alors que trés peu d’études sur les activités antifongiques des mélanges
des huiles essentielles ont été étudiées (Sriwattanachai et al., 2017). L'huile essentielle de thym

et le surnageant depourvu de cellules de Lactobacillus plantarum (LCFS) ont montré une activité
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antifongique remarquable contre Penicillium spp (Shin et Kang, 2003) ainsi que la combinaison
de I’estragole avec I’huile essentielle de A. rugosa qui exergait une activité inhibitrice synergique
sur la croissance de Penicillium presque identique a la référence, le kétoconazole (Nikkhah etal.,
2016).

Les combinaisons les plus efficaces, y compris thym/romarin et thym/cannelle ont montré un effet
synergique contre B. cinerea, alors que les combinaisons de thym/marjolaine et
cannelle/marjolaine ont montré des effets additifs. La combinaison de cannelle avec le thym et le
romarin, a eu des effets synergiques contre P. expansum. La triple combinaison de cannelle, de
romarin et de thym a montré un effet synergique sur B. cinerea et P. expansum, alors que la
combinaison de cannelle, la marjolaine et le thym ont montré un effet additif et synergique contre
P. expansum et B. cinerea respectivement (Sriwattanachai et al., 2017).
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V. Les plantes etudiées

1. Ammoides verticillata

1.1. Présentation de la plante
A. verticillata est une plante odorante qui pousse dans le nord de I'Afrique ainsi qu'en Asie. On la
trouve généralement dans les pelouses, les montagnes et dans les foréts (Quezel et Santa, 2017).
Il s'agit d'une plante meédicinale et aromatique appartenant a la famille des Apiaceae. Espece
annuelle gréle, a tiges trés ramifiées de 10 & 40cm de haut (Figure 14), elle connait un cycle

dynamique tardif allant de mai a juillet (Felidj et al., 2010).

Figure 14 :Ammoides verticillata (16 /03 /2020)

1.2. Caractéristiques générales des Apiacées
Les Apiacées sont généralement des plantes herbacées annuelles, parfois bisannuelles ou vivaces.
La famille compte aussi des arbres et arbustes.
Latige est souvent creuse et porte a l'extérieur des sillons dans le sens de la longueur.
Les feuilles sont alternes, sans stipules, le plus souvent composées de folioles finement découpées,
mais certaines espéces ont des feuilles entiéres (buplévre par exemple). Souvent les pétioles sont

élargis a leur base, engainant la tige.
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L'inflorescence typique des Apiacées, justement appelées ombelliferes, est I'ombelle qui peut étre
simple ou composée d'ombellules. Les ombelles sont souvent munies a leur base d'un involucre
formé de bractées.

Les fleurs, petites, a symétrie pentamere, sont le plus souvent blanches ou jaunatres, quelquefois
rougeatres comme la fleur centrale de I'ombelle de carotte. Elles comptent 5 pétales et 5 étamines
et ont au centre un ovaire infére a deux carpelles. Les sépales sont absents ou trés réduits du fait
que le calice est presque completement soudé a l'ovaire. Parfois, les fleurs périphériques de
I'ombelle sont irréguliéres, avec des pétales externes nettement plus grands, contribuant a faire de
I'ombelle une simili-fleur. L'ovaire porte deux styles qui s'élargissent a la base en un disque ou
coussinet nectarifére (stylopode).

Les fruits, secs, sont des schizocarpes (diakénes) qui se scindent en deux a maturité, chaque partie
contenant une graine. lls sont trés diversifiés par leur forme externe : présence de crochets ou
d'épines, de protubérances ou de poils, parfois d'ailes, qui sont importants a observer pour la

détermination des espéces.

1.3. Nom scientifique
La désignation scientifique est Ammoides verticillata, en Algérie, elle est appelée Nounkha ou
Ndnkha tirée du nom Perse «Nankhah» qui est utilisée comme aromate dans le pain (Baytop et
Satlupinar, 1986).

1.4. Composition chimique

Les plantes possédent des métabolites dits ‘secondaires’ par opposition aux métabolites
‘primaires’ que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent en fonction
des espéces, il est cependant clair qu'ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec
les organismes vivants qui I'entourent (Krief, 2003).

Les résultats du screening phytochimique confirment la richesse de cette plante en composés
terpéniques (saponosides, stéroides, stérols, triterpenes et huiles essentielles), en composés azotés
(alcaloides), ainsi qu’en antioxydants (caroténoides) et en composes phénoliques (polyphénols,
flavonoides, flavonoides libres (flavones), coumarines, anthocyanes et quinones libres) (Daira et
al., 2016).

1.5. Utilisation thérapeutique
L’enquéte réalisée aupres des herboristes a montré que cette espéce aide a guérir de nombreuses

maladies. Elle est utilisee en décoction ou en infusion pour la fiévre typhoide, comme
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antipyrétique, antispasmodique, dépuratif pour les affections rénales ; aussi, avec le citron pour la
migraine et les céphalées. Le mélange de la plante broyé avec du miel traite 1’asthme et les douleurs
gastriques. L’inhalation de la vapeur dégagée lors de 1’ébullition de la plante traite la fievre, le
rhume et la grippe ainsi que les maladies broncho-pulmonaires.

Des études antérieures ont montré une forte activité antioxydante de I’huile essentielle de cette
plante qui est due a sa contenance en composés phénoliques comme le thymol et le carvacrol qui
servent a traiter les infections bactériennes, virales, cutanées, les infections ORL (oto-rhino-
laryngologie) et le rhumatisme (Knobloch et al., 1989).

2. Curcuma longa

2.1. Présentation de la plante
Le curcuma est une plante a fleurs de la famille du gingembre (Zingiberaceae) dont les racines
sont utilisées en cuisine (Loap, 2008). La plante est une herbacée, vivace et rhizomateuse, elle est
originaire du sous-continent indien et de I'Asie du Sud-Est. Elle a besoin d'une température
comprise entre 20 et 30 °C et d'une pluviométrie annuelle considérable pour se développer.
les plantes sont cueillies chaque année pour leurs rhizomes, certaines pour la multiplication la

saison suivante et d'autres pour la consommation (Turmeric processing, 2015).

Figure 15. Curcuma poudre et rhizome. (16 /03 /2020)

Les rhizomes sont cuits a I'eau pendant environ 45 minutes, puis séchés dans des fours chauds. Ils
sont ensuite broyés en une poudre jaune-orange foncée, couramment utilisée comme colorant et

aromatisant, ainsi que pour la teinture (Brennan, 2012). La poudre de curcuma a une saveur
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chaude et ameére, semblable & celle du poivre noir et un aréme terreux (Brennan, 2012 ;
Turmeric, 2017).

2.2. Nom scientifique
Curcuma longa, Linn en anglais Turmeric, en arabe kourkoum et appelé parfois en France safran
des indes (Negi et al., 1999).

2.3. Composition chimique

La poudre de curcuma contient environ 60-70% de glucides, 6-13% d’eau, 3-7% de minéraux
alimentaires, 6-8% de protéines, 5-10% de matiéres grasses, 2-7% de fibres alimentaires, 3-7%
d’huiles essentielles et 1 a 6% de curcuminoides (Nelson et al., 2017). Les composants
phytochimiques du curcuma comprennent les diarylheptanoides, une classe comprenant de
nombreux curcuminoides tels que la curcumine, la déméthoxycurcumine et Ila
bisdéméthoxycurcumine (Nelson et al., 2017). La curcumine constitue jusqu'a 3,14% des
échantillons commerciaux de poudre de curcuma testes (la moyenne était de 1,51%) (Hu et al.,
2014).

2.4. Utilisation thérapeutique
Le curcuma dont la composante majoritaire est la curcumine, connu depuis longtemps en médecine
traditionnelle en Inde, en Chine et en Iran, a été utilisée contre plusieurs maladies telles que le
diabéte, les maladies du foie, les maladies rhumatoides, I'athérosclérose, les maladies infectieuses
et le cancer (Noorafshan et Esfahani , 2013 ; Ammon et Wahl M, 1991).

L'ar-Turmerone, est le composé majoritaire de I'huile essentielle de curcuma, il présente une
activité anti oxydante et aussi une forte activité d'agrégation antiplaquettaire in vitro,
antimutagene, anti-inflammatoire puissant et neuroprotecteur, il posséde aussi des activités
insectifuges, antihépatotoxiques, antiarthritiques et il posséde également une forte activité
antibactérienne et antifongique (Dosoky et Setzer , 2018).

3. Allium sativum

3.1. Présentation de la plante
L’ail est une plante médicinale appartenant a la famille des Amaryllidaceae (Block, 2010) ; la
hauteur de la tige et de la fleur est en moyenne 40 cm, sa floraison est en mois du juin a ao(t, il se
caractérise par une odeur particuliere forte provenant de I’allicine, un composé organo-sulfuré. Il

est utilisé par les médecins de 1’Inde ancienne (Colin, 2016).
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Figure 16 : ail Allium sativum(16 /03 /2020)

3.2. Nom scientifique

Ail, en anglais garlic et A. sativum comme désignation botanique (Block, 2010).

3.3. Composition chimique
A. sativum est caractérisé par la présence de I’allicine (sulfoxyde), de liquide incolore, des
composés soufrés, d’eau, des glucides, des minéraux tels que potassium, soufre, calcium,
phosphore, chlore, magnésium, sodium, fer, zinc, sélénium, manganése et des vitamines ; il

contient aussi des oligo-éléments (Colin, 2016).

3.4. Utilisation thérapeutique

Suite a une enquéte thérapeutique réalisée dans la région de Tlemcen, on a constaté que I'ail protége
contre de nombreuses maladies telles que le cancer (Saidi et Ali Belhadj, 2016) ; I’ail minimise
les risques du cancer du colon et du cancer de 1’estomac aussi il réduit les taux du cholestérol et
des triglycérides (Steinmetz et al., 1994).

L’ajoene (extrait de I’ail) remplace un médicament fongique (le terbinafne) pour traiter le
tineapedis une infection qui se trouve dans les lieux humides et chauds (Ledezma, 2000).
Concernant les propriétés de I’huile essentielle de I’ail, elle se caractérise par la présence des
composes soufrés comme le disulfure de diallyle, le trisulfure de diallyle qui lui attribuent une
activité antioxydante puissante. L'ail permet de réguler le taux de cholestérol et contréle la tension
artérielle, luttant ainsi contre le risque des maladies cardiovasculaires. 1l serait efficace contre les
vers intestinaux du fait de sa composition soufrée contribuant a 1’activité antimicrobienne et anti-

infectieuse (Dieumou et al., 2009).
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V. Micro-encapsulation des huiles essentielles

1. Définition de I’encapsulation

L'encapsulation est définie comme un processus visant a piéger une substance (un agent actif) dans
une autre substance (matériau de la paroi). La substance encapsulée, a I'exception de I'agent actif,
peut étre appelée le noyau, le fil, la phase active, interne ou la charge utile. La substance qui
encapsule est souvent appelée le revétement, la membrane, I’enveloppe, la capsule, le matériau de
support, la phase externe ou la matrice (Wandrey et al., 2009; Fang et Bhandari, 2010)

C’est une technologie spécifiquement adaptée a fournir des composés a haute valeur ajoutée,
capable de stabiliser et de contréler la libération de composés extraits a partir des fruits, des
légumes ou des déchets (c'est-a-dire des composés bioactifs antioxydants, des vitamines, des
acidulants, des parfums, des ardmes, des enzymes, des cellules microbiennes et autres). C'est une
pratique courante dans la conservation ou 1’amélioration de la bioactivité des extraits naturels
(Nikmaram et al., 2017).

L'encapsulation des huiles peut étre définie comme un processus dans lequel les gouttelettes de
I'huile bioactive sont entourées d'un matériau d’enrobage, ou noyées dans une matrice homogene
ou hétérogéne, pour donner de petites capsules ayant de nombreuses propriétés utiles (Sagalowicz
et Leser, 2010).

2. Intérét de I'Encapsulation
L’objectif de I’encapsulation est de préserver la stabilité des composés bioactifs pendant le
traitement et le stockage, d’empécher les interactions indésirables avec la matrice alimentaire, et
de ralentir les processus de dégradation (par ex. 1’oxydation ou I’hydrolyse) jusqu'a ce que le
produit soit libéré aux sites désirés (McClements et Lesmes, 2009), ces ingrédients alimentaires
et surtout les huiles étant trés sensibles a I'environnement, au traitement et / ou les conditions

gastro-intestinales.

Aussi, elle peut fournir une barriere entre les matériaux bioactifs sensibles et I'environnement, et
permettre de masquer le mauvais godt ou haleine, et augmenter leur biodisponibilité.
Selon Desai et Park (2005), I'encapsulation a un bénéfice pour la modification des caractéristiques

physiques du produit original afin de :

(a) faciliter la manipulation ;
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(b) aider a séparer les composants du mélange qui réagirait autrement entre eux ;

(c) fournir une concentration adéquate et une dispersion uniforme d'un agent actif

3. Les formes galéniques obtenues

Les propriétés des produits encapsulés dépendent en grande partie de la taille de la capsule, des
matériaux d’enrobage, des ingrédients actifs et des techniques de production. En tant que tel, un
meilleur produit encapsulé est destiné pour la livraison nutraceutique par exemple, peut étre avec
les petites capsules, composées d'un matériau enrobant de qualité alimentaire et préparé en utilisant
une technique qui n'affecte pas le composé actif. Cette information révele la valeur qualitative du
produit encapsulé.

De facon globale, les particules consistent en un matériau de noyau, qui est appelé phase interne
ou remplissage et une paroi appelée revétement, enveloppe ou membrane (fig.17). Le matériau de
mur détermine la stabilité des microparticules, I'efficacité du processus et le degré de protection
du noyau. Les matériaux de mur couramment utilisés pour 1’encapsulation des huiles comprennent
les polymeres synthétiques et les biomatériaux naturels (habituellement les glucides et les

protéines).

COUCHE D'ENROBAGE

| PRINCIPE ACTIF

Figure 17: Structure du matériau encapsulé (huile) et encapsulant.

(http://www.capsularis.com/microencapsulation/)

La taille et la forme des particules formées dépendent spécifiguement des matériaux de la paroi et
des méthodes utilisées pour les préparer. De plus, les techniques de composition de paroi et
d‘encapsulation peuvent également déterminer les propriétés fonctionnelles et les applications
potentielles des composants encapsulés.

Les ‘structures’ créées par encapsulation (particules, capsules, billes...) ayant un effet bien défini,
sont capables de transporter une charge avec un mécanisme programmé de relargage dans un

environnement donné. A I’intérieur de ces structures, la substance encapsulée peut rester en forme
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de solution, de suspension ou d’une émulsion. Elle peut correspondre a des molécules simples ou
a des structures plus complexes comme des cellules. Dans le domaine de la santé, la fonctionnalité
est un des éléments clés du développement des systemes de délivrance des molécules avec une

activité thérapeutique.

4. Techniques de Micro-encapsulation de I’huile essentielle
De nombreuses techniques ont été utilisées, notamment pour encapsuler les huiles marines,
végétales et essentielles. Les plus couramment utilisées sont: 1’émulsification, le séchage par
pulvérisation, le systéme d’¢lectro-spray coaxial, la lyophilisation, la coacervation, la
polymérisation in situ, 1I’extrusion, 1I’enrobage en lit d’air fluidisé et la technologie des fluides

supercritiques

microcapsules)

Bioactive Shell Microparticules
molecules materials (microspheres and

t
Encapsulation A to Eovd ekl
techaology ppiication
. v \J
24 / J U
J W\
)
*  Chemical and * GRAS materialy *  High encapsulation efMclency
blological properties * Solubllity + Controlled or targeted released Functiosal properties
*  Stability (preferably water soluble) *  Re bhydration capacity

(if ln dehydrated form)

Figure 18 : Représentation schématique du principe général d’une technique de
microencapsulation.
(http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2015/fo/c4fo01175a/unauth#!divAbstract)

5. Coacervation

5.1. Principe
La coacervation implique lattraction électrostatique entre deux biopolymeéres de charges
opposées ; la formation de coacervats se produit dans un intervalle étroit de pH. Dans cette
technique, la phase liquide (huile) se sépare de la phase riche en polymere (coacervat). Le
processus de coacervation est classé en coacervation simple et complexe. En coacervation simple,
le polymeére est relargué par I'action d'électrolytes tels que le sulfate de sodium, ou désolvaté par
I'addition d'un solvant non miscible a I'eau, ou en augmentant et diminuant la température. Ces

conditions favorisent les interactions macromolécule-macromolécule (Ocak et al., 2011).
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La coacervation complexe (figure 19) est un processus dans lequel deux ou plusieurs polymeres
de charges opposeées sont impliqués.

La premiére étape d’encapsulation d’une huile par ce processus implique I'émulsification de I'huile
dans une solution aqueuse contenant deux polymeres différents (le plus souvent un polysaccharide
et une protéine), a une température et un pH généralement au-dessus du point isoélectrique et de
gélification de la protéine.

La deuxiéme étape est la séparation de la phase liquide et de la phase insoluble riche en polyméres
en raison de l'attraction électrostatique entre les charges opposées du polymeére, causés par
I'abaissement du pH de la solution au-dessous du point isoélectrique de la protéine.

La troisieme étape consiste a la formation de la membrane en raison du dép6t de la phase riche en
polymeéres autour des gouttelettes hydrophobes (huile), suivie d'un refroidissement contrélé au-
dessous de la température de gélification. Dans la derniére étape, le durcissement des

microcapsules est obtenu par I'ajout d’un agent de réticulation (Piacentini et al., 2013).

5.2. Usage
La coacervation est 1'une des techniques d’encapsulation les plus anciennes et les plus utilisées. Le
processus de coacervation est largement utilisé dans 1’alimentation (Leimann et al., 2009 ; Yang
etal., 2014) le domaine pharmaceutique (Leimann et al., 2009 ; Ocak et al., 2011), la cosmétique
(Xiao et al., 2014) et I’industrie des pesticides (Solomon et al., 2012).

La coacervation simple a été utilisée pour encapsuler 1’huile de poisson, de basilic, de citronnelle
et de théier (Leimann et al., 2009 ). Elle permet facilement la production de microcapsules
contenant des substances hydrophobes, comme des huiles marines, végétales et essentielles.

Elle offre des avantages importants par rapport a la coacervation complexe grace a sa technique
moins couteuse et flexible. Pour induire une phase de séparation, la coacervation simple utilise des
sels inorganiques bon marché, tandis que la coacervation complexe est plus sensible 8 méme d’un
petit changement de pH. De plus, la coacervation complexe utilise relativement des hydrocolloides
codteux (Sutaphanit et Chitprasert, 2014)

La technique de coacervation complexe a également été utilisée pour encapsuler des huiles de
poissons, des microalgues, des graines de lin, des olives, des clous de girofle, de tournesol, de
menthe poivrée, d’orange douce, de vétiver, d’huiles de graines de Neem, de lavande, de vanille

et de Zanthoxylum limonella et du camphre (Yang et al., 2014).
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La technique de coacervation complexe produit des microcapsules avec une faible surface d’huile,
une teneur et une stabilité supérieures de celles des émulsions produites par sechage par
pulvérisation (Fig. 19). Aussi, les microcapsules produites par coacervation possédent
d'excellentes caractéristiques de libération controlée et de résistance a la chaleur (Wang et al.,
2014).

L'avantage majeur de la coacervation complexe sur d'autres méthodes est son taux d’encapsulation
(99%). De plus, cette méthode est simple, évolutive, de faible co(t par rapport au séchage par
pulvérisation, sans solvant et reproductible. Par conséquent, la coacervation complexe peut étre

utilisée pour la fabrication de microcapsules a I'échelle industrielle (Xiao et al., 2014).

0’. '0“..
0% %!
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Y Y
0%

(1) (iv)

Figure 19: Exemple de coacervation complexe (Abdellaoui, 2018)

Impliquant une émulsification de I'huile dans une solution agueuse contenant deux polymeéres
différents, (ii) une coacervation initiale des polymeéres apres I'abaissement du pH de la solution au-
dessous du point isoélectrique de la protéine, (iii) le dépdt des polymeéres sur la surface de I'huile,
et (iv) le durcissement de la paroi par ’addition d'un agent de réticulation (Bakry, 2016)

chimiquement instables et sensibles a la dégradation.

L’encapsulation est un outil efficace et important pour la préparation de produits bénéfiques pour
la santé dans diverses industries afin d'améliorer leur stabilité chimique, oxydative et thermique.
Les huiles encapsulées ont été appliquées avec succés dans divers aliments et produits

pharmaceutiques, en textiles, et dans les produits antiparasitaires.
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Chapitre 11 Matériels et Méthodes

PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

1. Situation géographique

1.1. Situation géographique de la wilaya de Tlemcen

La wilaya de Tlemcen occupe une position de choix au sein de I’ensemble national. Wilaya a la

fois frontaliére et cétiére, avec une facade maritime de 70 km, elle s’étend sur une superficie de

9017,69 Km2. Le Chef-lieu de la wilaya est située a 432 km a I’ouest de la capitale, Alger. La

wilaya est limitée par (Fig. 20):
La Mer Méditerranée au nord ;
La wilaya de Ain Témouchent a I’est ;
La wilaya de Sidi Bel Abbes a I’est-sud-est ;

La wilaya de Nadma et le Maroc a 1’ouest.
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Figure 20 : situation géographique de la wilaya de Tlemcen

https://www.google.com/maps/place/Wilaya+de+Tlemcen,
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1.2. Situation géographique de la station d’étude

La station de Bouhanak est située dans la commune de Mansourah, a 3 km a I’ouest de la ville de
Tlemcen, entre 34° et 35° 40” de latitude nord et 0° 30 et 2° 30’ de longitude ouest.

La station est limitée a 1’est par une autoroute, au sud par des habitations, a I’ouest et au nord par
des parcelles abandonnées en jachere ; elle se compose de plusieurs parcelles dont celle située dans
sa partie Est est laissée en jachére et utilisée occasionnellement par des nomades pour 1’¢levage
ovin. Dans sa partie ouest, I’olivier domine, il est a noter la présence de quelques jujubiers (Figure
21).

Dans ce site nous distinguons deux groupes d’oliviers, ’'un est représenté par des arbres en
alignement situés en face de I’l. T. M. A. (Institut Technologique Moyen Agricole) et I’autre est
un verger propriété de I’I. N. P. V. de Tlemcen (Institut National de la Protection des Végétaux),
a proximité du premier. Ces deux vergers ont une altitude de 780 m et une superficie de 3,5 ha
dominés par la variété « Sigoise ». lls sont caractérisés par un relief recevant une tranche
pluviométrique de 350 mm (I.N.P.V, 2005). Les arbres ont le méme age, 35 ans en moyenne ; ils

sont vigoureux, présentant une cime globuleuse bien remplie de feuillage vert. Les branches

mortes sont rarement observées et le tronc est généralement droit a Iégérement sinueux.

Figure 21: Station de Bouhanak

2. Etude bioclimatique
Le climat joue un role fondamental dans la répartition et la vie des étres vivants (Guyot et Mamy,
1999). 1l se définit par 1I’action combinée de plusieurs facteurs : la température, les précipitations,

I’humidité, 1I’évaporation, le vent, la lumiére et la pression atmosphérique. 1l varie en fonction du

36



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

relief (altitude) et de I’éloignement par rapport a la mer (Claude et al., 1998; Ramade, 2003). La

température et la pluviosité sont les deux éléments principaux du climat (Dajoz, 2006).

L’étude climatique a pour but de déterminer 1’étage bioclimatique du site d’étude a partir du
climagramme pluviothermique d’Emberger (1971) et la détermination de la période seche par
I’utilisation du diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953).

Cette etude a été effectuée a partir des données météorologiques, des températures et des

précipitations, de la station météorologique de Zenata durant la période 1989-2018.

2.1. Parametres climatiques
2.1.1. Précipitations

La pluviométrie constitue un facteur écologique fondamental, non seulement pour le
fonctionnement et la répartition des écosystemes terrestres mais aussi pour certains ecosystemes
aquatiques (Ramade, 2003). Elle est considérée comme un facteur bénéfique pour I’abaissement

des niveaux de la pollution (Chovin et Roussel, 1973).

La tranche pluviométrique différe d’une région a une autre en fonction du relief ; la pluviométrie
donne a la végétation sa caractéristique et au sol sa typologie » (Gaouar A., 1986). Les valeurs

moyennes mensuelles de la pluviométrie sur 30 cycles sont présentées par la figure 22.

Pmm

B Pmm

Figure 22 :Moyennes mensuelles et annuelles des précipitations de la station de Zenata (1989-
2018).

37



Chapitre 11 Matériels et Méthodes

L’analyse des précipitations pendant la période 1989-2018 montre que novembre est le mois le

plus arrosé, juillet étant le mois le plus sec.

2.1.2. Températures

La température est un facteur écologique fondamental et un élément vital pour les formations
végétales. Ce facteur a été défini comme une qualité de I’atmosphére et non une grandeur physique

mesurable.

Les criteres thermiques utilisés en climatologie intéressent les extrémes qui se caractérisent par les

variables suivantes :

e Les températures moyennes mensuelles [(M+m)/2]

Le mois de janvier représente la température moyenne la plus basse avec 11,1 °C ; le mois d’aott
comporte la température moyenne la plus élevee a 27,06 °C.

e Les températures maximales M

L’analyse des données climatiques montre que les températures les plus élevées sont enregistrées
généralement au mois d’aot.

e Les températures minimales m

L’examen des températures (Figure 23) nous a permis de relever que le mois le plus rigoureux est

celui de janvier.
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Figure 23: Moyennes mensuelles et annuelles des températures de la station de
Zenata (1989-2018).
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2.2. Synthese bioclimatique

La synthése climatique est une étape indispensable pour tout projet relatif a I’environnement. Les
paysages végétaux sont cependant bien répartis par les phénoménes climatiques : la température
et la pluviosité.

L’estimation de ces parameétres permet d’aboutir a une interprétation efficace des indices, d’ou
I’intérét de ces derniers dans la détermination du type de climat ainsi que pour la distribution de la

veégeétation.

2.2.1. Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen (1953)

Bagnouls et Gaussen (1953) ont établi un diagramme qui permet de dégager la durée de la période
séche en s’appuyant sur la comparaison des moyennes mensuelles des températures en degrés
Celsius (°C) avec celles des précipitations en mm ; en admettant que le mois est sec lorsque « P
est inférieur ou égal a 2T ».

Le principe de cette méthode consiste a porter sur un méme graphe la température et la
pluviométrie, de sorte que I’échelle des températures soit le double des précipitations (1°C=2mm)
; en considérant la période de sécheresse lorsque la courbe des précipitations passe en dessous de
la courbe de la température. Ce diagramme nous permet de connaitre également 1’évolution des
températures et des précipitations.

L’analyse des différents diagrammes permet de visualiser une période pluvieuse qui s’étend
généralement de la fin octobre a la fin avril et une période séche pour le reste de I’année. Les mois
de juin, juillet et ao(t demeurent les mois les plus secs. La durée de la saison séche est de six mois
par an, elle dure de mai au début octobre, coincidant avec la période estivale ; le reste de I’année

est relativement humide (Figure 24).
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Figure 24 : Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen de la station de Zenata (1989-
2018).

2.2.2.  Quotient pluviothermique d’Emberger

En 1955, Emberger proposa de définir des sous-classes dans le bioclimat méditerranéen sur la base
de I’humidité globale du climat et sa rigueur hivernale(Emberger, 1955; Emberger, 1971; Dajoz,

1976). Cela est caractérisé par le quotient pluviothermique Q2:
Q 2= 100p/ M?- m?

Avec :

P : précipitations moyennes annuelles (mm).

M : Moyennes des maximas du mois le plus chaud (°C).

m : Moyennes des minimas du mois le plus froid (°C).

Apreés le calcul de Q2 (Tableau 3), la lecture du climagramme pluviothermique montre que notre

site d’étude se situe dans 1’étage bioclimatique semi aride a hiver tempéré (Figure 24).

Tableau 3 : Synthése des données climatiques de la station de Zenata

station Période [P M M M2 m2 Q2

Zenata 1989-2018 | 327,78 33,79 5,41 1141,76 |29 ,26 29,46
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Figure 24: Climagramme d’Emberger de Zenata (Période allant de 1989 a 2018).
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3.  Etude entomologique
Nos travaux ont été effectués sur des échantillons de fruits d’oliviers de la variété « Sigoise »,

prélevés dans la station de Bouhanak, choisie pour sa proximité par rapport a I'Université.

3.1. Echantillonnage des olives

Pour choisir les vergers dans lesquels nous avons effectué nos prélevements, nous nous sommes

basés sur les critéres suivants :

o Un nombre important d’oliviers par verger ;
. Un nombre élevé des fruits par arbre ;
. La présence de la variété Sigoise, choisie pour notre étude en raison de sa prédominance

dans notre région ;

. Un verger non traité.

Les prélévements ont été effectués au niveau de notre verger selon un échantillonnage aléatoire.
Les fruits ont été recoltés au hasard des arbres, avec un nombre de 20 olives par arbre. Les
échantillons (olives) ont été prélevés des oliviers a partir des quatre points cardinaux pour éviter
I’influence de I’orientation.

Les prélevements ont été effectués durant une période qui s'étale sur trois mois, les fruits étaient
destinés au dénombrement des piqdres et des trous de sortie, servant a I'estimation des taux
d'infestation ainsi qu’a I’isolement des champignons dont I’installation est favorisée par les piqures

du ravageur Bactrocera oleae.

Les principaux caractéres etudies sont :

- les taux d'infestation de I'olive par le phytophage Bactrocera oleae;
-isolement et identification des principaux champignons infectant nos olives ;

- étude des activités antiparasitaires et antifongiques par les huiles essentielles et les hydrolats des

deux plantes étudiées.

Les arbres improductifs qui ne répondaient pas au principe du prélévement des fruits et qui se
trouvaient dans le lot de 1’échantillonnage ont été remplacés par ceux de la ligne ou de la colonne

la plus proche.
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3.2. Estimation du taux d’infestation

Les olives ont été rapportées au laboratoire, puis examinées et disséquées pour dénombrer les

piqares et les trous de sortie des larves.

Le taux d’infestation peut étre estimé soit par :
-le nombre moyen des piqdres ;
-le nombre moyen de trous de sortie.

Rq : Les nombres d'ceufs et de larves n'ont été comptabilisés que pour les olives prélevées a

Bouhanak et destinées a la dissection.

Tableau 4 : Nombre des piqares et de trous de sortie pour 10 arbres

Nb d'arbres Nb des olives |nb des piqdres Nb des trous de sortie
10 200 483 203

3.3. Analyse statistique des données

Les résultats obtenus a partir de la dissection des olives prélevées a différentes dates ont été testés

par les analyses de variance et les corrélations linéaires.
3.3.1. Analyse de variance et autres tests utilisés

Ces analyses ont été utilisées pour tester I’influence de la date sur le nombre de piqures et de trous
de sortie. Une analyse de variance (Anova) et le test de Tukey (HSD) test (p <0,05) ont été utilisés
pour comparer les moyennes des générations de différentes mois et/ ou des années. Bien que les
données aient été transformées pour I'analyse statistique, les moyennes et les erreurs-types basées
sur les données originales sont présentées dans les figures. Les calculs ont été effectués a I’aide du
Minitab 15.

3.3.2. Corrélation et régression
> Coefficient de corrélation linéaire
Pour savoir s’il existe une dépendance entre la date et les nombres de piqures, et des pupes
(représentées par les trous de sortie) des olives infestées, nous avons calculé les coefficients de

corrélation linéaire.
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Principe : pour établir une relation d’indépendance entre deux variables X et Y, il suffit de calculer

le coefficient de corrélation :

r=Y(x-x) (y-y) =Cov(X,V)

no x oy o X oy

r est compris entre -1 et +1

-si r=0 il n’y a pas de corrélation linéaire entre les variables X et Y ;
-si r>0 il existe une liaison positive entre les deux variables ;
-si r<0 il existe une liaison négative entre les variables ;

-si les deux variables suivent une loi normale, on peut tester le coefficient de corrélation par rapport
au zéro en calculant la quantité t=Vn-2 /N1-r2 qui est distribuée, sous I’hypothése Ho selon loi de
Student a (n-2) ddl.

Si t>t théorique, la corrélation entre les deux variables est jugée significative ; il existe alors une

dépendance statistique entre elles.
> Droite de régression

S’il existe une corrélation significative entre les variables X et Y, on peut établir une droite de
régression. Elle permet d’estimer les valeurs de Y connaissant certaines valeurs de X, ce qui nous
permet de prédire ’évolution ou I’effectif de 1’un des stades en connaissant ceux de I’autre, si r

est positif.

4.  Etude mycologique

Nous avons utilisé un milieu nutritif favorable au développement d’un grand éventail de
champignons. II s’agit d’un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) qui est le meilleur support pour

la croissance de nombreux champignons, bactéries et certaines levures (Harold, 1998).

Dans des conditions aseptiques, les fragments des olives infestées ont été découpés séparément en

petits morceaux a 1’aide d’un scalpel stérile. Les fragments ont été déposés dans des boites de Pétri
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stériles contenant le milieu PDA ou bien un milieu Sabouraud. Les boites ont été mises a incuber

sous une température de 28°C pendant 3 & 7 jours.

4.1. Purification des souches fongiques isolées
La purification a été réalisée par des repiquages successifs des différents aspects de colonies,
obtenues apres la premiere mise en culture dans des boites contenant le milieu de culture PDA, a
une temperature de 28°C pendant 3 a 7 jours, jusqu’a I’obtention des colonies pures. Ces dernieres
ont été reprises sur des tubes de PDA inclinés et incubés a 25+1°C, pendant une semaine ou plus,

puis ont été conservés a 4°C.

Pour éviter la contamination bactérienne, le milieu PDA a été acidifi¢ jusqu’apH de 4,5a5eny

ajoutant 1 ml d’acide lactique a 25 % par flacon.

4.2. ldentification des moisissures

L’identification des isolats fongiques est basée sur des études macroscopiques et microscopiques
(Rappily, 1968), en se référant aux guides d’identification des champignons de (Barnett et
Hunter, 1972) et (Rieuf, 1985). Les caractéres macroscopiques sont les suivants : texture et

couleur du thalle, couleur du revers de la boite de pétri, présence d’un pigment diffusible et I’odeur.

Les caractéres microscopiques ont été observés grace a la méthode de microculture de Harris,
(1989) :

Afin de prélever des spores et des filaments mycéliens de la souche fongique a identifier, un
morceau de papier adhésif ( scotch) a été mis sur la culture puis déposé sur une lame contenant
une goutte de bleu coton qui a permis de gonfler les filaments du mycélium et donner une meilleure
observation (Fig.25). L’observation microscopique a permis la visualisation de la forme du

mycélium et les spores caractéristiques des champignons pathogenes.
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Figure 25: Technique de microculture (Harris, 1989)

5. Matériel végétal

5.1. Choix des plantes
Les plantes étudiées ont été choisies essentiellement sur la base de leur intérét thérapeutique et les
activités antioxydantes de leurs essences végétales.

5.2.  Collecte du matériel végétal
Ammoides verticillata et Allium sativum ont été collectées aux mois d’avril, Mai et Juin de I’année
2018. Curcuma longa a été acheté auprés d’un herboriste. Les parties des plantes étudiées et les

sites de récolte sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Parameétres géographiques des sites des espéces récoltées.

Plantes Sites de Période de Parties
Collecte récolte Etudiées

A. verticillata TERNI Avril-Mai Parties
(TLEMCEN) (2018) aériennes

A. sativum Beni-Snous Mai-Juin Bulbes
(Tlemcen) (2018)

C. longa Commerce Février Rhizomes
(Tlemcen) (2019)
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5.2.1. Procédés d’extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger
(Fig. 26) pendant 5h.

Figure 26 : Montage d’hydrodistillation type Clevenger

5.2.2. Conservation des huiles essentielles
Les échantillons ont été conservés au réfrigérateur (4°C) dans des piluliers bruns bien fermés, pour

¢éviter tout risque de dégradation de I’huile essentielle.

5.2.3. Détermination du rendement en huiles essentielles
Le rendement des huiles essentielles (Rmt) est défini comme étant le rapport entre la masse de

I’huile essentielle obtenue et la masse végétale seche traitée (Carrée et al., 1953)

Rmt: rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage (% p/p).
P1: poids en (g) d’HE.
PO: poids en (g) de la matiére végétale séche traitée.

Rmt =P1*100/P0
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5.3. Analyse des huiles essentielles
5.3.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe
Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé d’un injecteur split/splitless, de deux
colonnes capillaires Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm d.i., épaisseur du film de phase
stationnaire : 0,25 um) et Rtx-WAX (polyéthylene glycol, 60 m x 0,22 mm d.i., épaisseur du film
de phase stationnaire : 0,25 pum) et de deux détecteurs a ionisation de flamme. Le gaz vecteur
utilisé est le dihydrogene, la pression en téte de colonne est de 25 psi avec un débit de 1 ml/mn, la
température de I’injecteur et des détecteurs est de 280°C. La programmation de la température
consiste en une élévation de 60 a 230°C a 2°C/mn puis en un palier de 35 mn a 230°C. L’injection
se fait en mode split 1/50. Le volume injecté des échantillons (huiles essentielles et fractions) est
de 0,2 pul. Pour chacun des composés, les indices de rétention polaire et apolaire sont calculés par

extrapolation linéaire a partir des temps de rétention d‘une gamme d’étalon d’alcanes.

5.3.2. Conditions CPG-SM

Les analyses ont été réalisées a I’aide d “un chromatographe Perkin Elmer Autosystem XL (Walton,
MA, Etats Unis), doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i. ;
épaisseur du film de la phase stationnaire : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1),
couplées a un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo Mass. Les molécules sont bombardées par
un faisceau électronique de 70eV. L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de
1/80. La quantité injectée est de 0,2 pL.

Les spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 35-
350 Da. La température de la source est de 150°C. Les conditions chromatographiques
(programmation de température, gaz vecteur, etc.) sont identiques a celles décrites précédemment
(Cf.5.3.1).

5.3.3. ldentification des composés
L‘identification de chaque composé des mélanges a été réalisée par comparaison :
(i) des indices de rétention calculés respectivement sur colonnes polaire et apolaire avec ceux des
composeés standards (bibliothéque laboratoire) ou ceux rapportés dans la littérature ;
(ii) des spectres de masse (impact électronique) avec ceux des composés standards (bibliothéque

laboratoire) ou ceux présents dans les banques informatisées.
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6. Activité antioxydante

La capacité antioxydante des HEs extraites (A. verticillata, C. longa et A. sativum) peut étre
influencée par un grand nombre de facteurs et ne peut pas étre complétement évaluée par une seule
méthode ; il est nécessaire de réaliser plus d’un type de capacité antioxydante. Dans ce travail on

a choisi la technigue de piégeage du radical libre DPPHe (Blois, 1958).
e Piégeage du radicale libre DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

L’un des premiers radicaux libres exploité pour évaluer 1’activité antioxydante est le radical libre

(DPPHe) (Blois, 1958)
Principe :

Le radical DPPHe posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (figure 27). En
raison de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas de diméres mais restent dans
leur forme monomeére relativement stable a température ambiante. La mesure de 1’efficacité d’un
antioxydant se fait par I’observation de I’intensité de la coloration violette du DPPHe, en solution
alcoolique qui vire vers le jaune pale apres sa réduction par une substance donneuse de protons, se

traduisant par une diminution de 1’absorbance a 517 nm.

| \ \';3 ) ‘RH E—— Ty :
l | (Antioxydant)) |

Figure 27 : Réaction entre le radical libre DPPHe et I’antioxydant.

Procédure : 0,003g de DPPHe ont été dissouts dans 100 mL d’éthanol 96% (v/v), puis recouverts
de papier aluminium et conservés dans le réfrigérateur pendant 30 min. Pour chaque huile de A.
verticillata, C. longa et A. sativum, nous avons utilisé des concentrations comprises entre 0,015
et 7,5mg/mL préparées a partir d’une solution-mere (15mg/mL). Les différentes solutions ont été
ajustées a un volume de ImL par de I’¢thanol, en ajoutant 1mL de la solution éthanolique de
DPPH".
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Le tout est incubé durant 30min a 1’obscurité et a tempeérature ambiante ; le contr6le négatif était
constitué uniquement de 1mL d’éthanol et ImL de DPPHe. Les absorbances ont été mesurées a
une longueur d’onde de 517nm par un spectrophotométre ultraviolet contre le blanc (1’éthanol).
L’¢évaluation de I’activité antioxydante permet de déterminer la concentration qui correspond a

50% d’inhibition (CI50), ce qui exprime ’efficacité des huiles (Takao et al., 1994).

Procédure des melanges croises : Pour 1’étude des mélanges croisés des trois huiles, nous avons
utilisé la méthode du piégeage du radical libre DPPHe. Les concentrations utilisees étaient de
15mg/mL pour les associations double et triple des huiles essentielles. Des ratios de 1 :1 ont été
préparés pour la préparation des concentrations de chaque mélange. Le pourcentage d’inhibition

de ’activité antioxydante a été calculé suivant la formule :
% =[(A0 — A1)/A0] x 100

Avec :

%: pourcentage d’inhibition.

AOQ : absorbance du contrdle négatif.

Al : absorbance de 1’échantillon aprés 30 min.

7. Activité Antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été évaluée contre des souches de référence
(Tableau 6) gracieusement fournies par le Laboratoire des Produits Naturels, Département de
Biologie, Université Abou Bekr BELKAID, Tlemcen.

Deux méthodes de vérification in vitro de ’activité antimicrobienne ont été utilisées :
- la méthode de diffusion en disque sur milieu gelosé pour évaluer I’activité en contact ;

-la méthode de micro-dilution sur microplaque pour la détermination des concentrations

minimales inhibitrices (CMI) et des concentrations minimales bactéricides (CMB).

Par ailleurs nous avons attribué a chaque huile essentielle son indice aromatique, pour cela
I’activité antimicrobienne a été réalisée sur un échantillon de quatre souches phytopathogénes qui

se présentent comme suit :
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Tableau 6: les souches microbiennes utilisées

Microorganismes

Bactéries Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Levure Candida albicans

7.1. Méthode de disques

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles a été testée selon la méthode de diffusion de
disque selon les normes du Comité National pour les Normes de Laboratoire Clinique (NCCLS,
2001), en utilisant 100 pl de suspension microbienne, contenant 2x108 UFC / ml pour les bactéries
et 1- 5x10° UFC / ml pour Candida albicans. La gélose Mueller-Hinton et la gélose Sabouraud
stérilisées ont été distribuées dans des boites de Pétri stérilisées de 9 cm de diametre, apres
solidification, elles ont été inoculées avec les microorganismes testés. Des disques de papier filtre
(6 mm de diamétre) imprégnés de 10 pl d'huile ont été ensuite placés sur les géloses. Les boites de
Pétri ont été maintenues a 4 ° C pendant 2 h, puis incubées a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries

et a 30°C pendant 24 et 48 h pour la levure.

Les diametres des zones d'inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diameétre des disques.

Tous les tests ont été réalisés en double.

Les huiles essentielles seront ainsi classées selon 1’échelle de Ponce et al. (2003) en :
- HE non active (-): si le diamétre d’inhibition ne dépasse pas 8mm ;

- HE active (+) : si 9 < diamétre <14mm ;

- HE tres active (++) : si 15 < diamétre <19mm ;

- HE extrémement active (+++) : si le diamétre dépasse 20mm.
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7.2. Détermination des CMI et CMB

La méthode de microdilution sur microplaque en utilisant du Mueller Hinton liquide a été utilisée
pour la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et les Concentrations
Minimales Bactéricides (CMB) des huiles essentielles actives (diametre> 9 par la méthode de
disques), selon la technique publiée par le Comité national des Normes du Laboratoire Clinique
(NCCLS, 2001).

Les huiles essentielles ont été dissoutes dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a 1% a la
concentration la plus élevée, puis une gamme de dilution de demi en demi a été préparée dans le
bouillon Mueller Hinton, préalablement distribué dans les cupules, puis ont été ajoutés les
inoculats microbiens a des concentrations finales de 5 x 10° UFC/ml pour les bactéries et 2.5 x

108 UFC/ml pour la levure C. albicans.

La CMI est définie comme la plus faible concentration de I'huile essentielle qui ne montre aucune

croissance bactérienne visible (pas de trouble visuel) apres une incubation de 24h a 37°C.

Pour déterminer la CMB, des aliquotes de 10 ul sont prélevées a partir de cultures, au niveau des
puits ne présentant pas de turbidité visible, et ensemencées sur des milieux géloses et incubées
pendant 24h a 37 °C, la CMB est la plus faible concentration qui inhibe toute culture visible sur

gélose apres la période d’incubation.

Le rapport CMB / CMI a également été calculé pour mettre en évidence la nature de I'effet
antimicrobien de I’huile essentielle testée. Lorsque le rapport est inférieur a 4, I'huile essentielle
est considérée comme étant bactéricide et lorsque le ratio est supérieur a 4, elle est considérée

comme une huile essentielle bactériostatique (Lakhdar et al., 2016)

8. Procédé d’encapsulation par coacervation complexe

8.1. Materiel et produits chimiques
Le protocole de coacervation est une adaptation du brevet W0O2014057202A1 (Ollagnier, 2014)
a) matiére active

- Huile essentielle d’Ammoides verticillata.

b) Produits chimiques

- Gélatine (protéine)

- Gomme arabique (polysaccharide)
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- Trans glutaminase/ glutaraldehyde/Tween 80 (agent de durcissement)
- Hydroxyde de Sodium
- Acide chlorhydrique

8.2. Mode opératoire

Le mode opératoire adopté comprend les étapes suivantes :

1) Préparation de la solution S1 (V1=100 ml) de gélatine 43% (g/g) : 57 ml d’eau et 43 g de
gélatine sont mélangés dans un bécher. La solution est agitée a une température de 50°C
pour faciliter la dissolution de gélatine dans 1’eau (bain d’eau chaude a 50°C) ;

2) préparation de la solution S2 (v2=100ml) de gomme arabique GA (57% (g/g)) : 43 ml d’cau
et 57 g de GA sont mélangés dans un bécher ;

3) lasolution S1 et la solution S2 sont mélangées sous agitation a 50°C (S3 200ml),

4) T’huile essenticlle est ajoutée goutte a goutte (1, 2, 4 ou 8 g) a la solution S3 et
homogénéisée dans un homogénéisateur pendant 3 min (10 000 rpm) ;

5) dans un bain-marie a 40°C, un volume de 1200 ml d’eau déionisée a 40°C est ajouté a la
solution S3. la solution S4 (S3+1200 ml d’eau) ;

6) le PH de la solution S4 est ajusté a 3,8 par 1’ajout de 1’acide chlorhydrique avec agitation
(400 rpm) pendant 10 mn ;

7) la solution S4 est refroidie jusqu'a 15°C dans un bain de glace ;

8) le PH de la solution S4 est ajusté a 6 par 1’ajout de I’hydroxyde de sodium ;

9) le transglutaminase (agent durcisseur), est ajouté a la solution S4 (15u/g de gélatine) sous
agitation ;

10) apreés 12h, les microcapsules formées, sont séchées, filtrées et rincées par 1’eau distillée.

Figure 27. Procédé de coacervation complexe utilisant de la gélatine et de la gomme arabique

comme polymeres.
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Le pH et les proportions de chaque polymére (gélatine et gomme arabique) sont déterminés a partir
de dosage pH-métrique et conductimétrique.

4.1. Calcul du rendement d’encapsulation (%)

La formule du rendement d’encapsulation est présentée ci-dessous :

Rendement d’encapsulation (%) = (Masse PA / Masse PAE) x 100
Calcul du pourcentage de rendement d’encapsulation
Avec :

Masse PA : Masse du produit encapsulé

Masse PAE : Masse du produit a encapsuler

Le protocole expérimental est représenté dans la figure 28 suivante :
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Figure 28 : protocole expérimental

Préparation d’'un mélange (HE (3mL), Gomme Arabique 2,5%) dans 100 mL a 50°C

|

Chauffage sous agitation (15 minutes a 50 ° C)

[ ]

Emulsion

Ajout de 2,5% de
gélatine (100 ml, 50 ° C)

Mélange sous agitation (20 minutes a 50 ° C)

Ajout d’Hcl (5M)

Ajustement de pH a 3,8

v

La coacervation se produit

|

Refroidissement (réduire la température @ moins de 10°C
en 30 minutes)

Ajout de la solution de
glutaraldéhyde a 25% (10 ml)
et de I'eau (300 ml)

Mélange (agitateur magnétique,
60 minutes)

Ajout d'hydroxyde de
sodium (20%)

L'aiustement dupH a9

Mélange (agitateur magnétique, 4 heures a température ambiante)

|

Filtration de la solution (un papier filtre Whatman)

|

Collecte des microcapsules (forme granulaire)

|

Séchage des particules collectées dans un four a 50 ° C
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

Les attaques de Bactrocera oleae ont été étudiées en 2017 dans la station de Bouhanak durant
trois mois, d’octobre a décembre (12 sorties).

L’infestation des olives par Bactrocera oleae a été évaluée selon la date de prélevement,
étroitement liée a la saison et aux conditions climatiques qui sévissent a cette période.

L’étude mycologique de nos olives a montré une diversité des genres présents. Par ailleurs
I’étude phytochimique nous a permis d’identifier les principaux composés ayant des effets
insecticides, fongicides et bactéricides, confirmant ainsi le pouvoir des huiles essentielles des

plantes étudiées a I’encontre des bioagresseurs de 1’olivier.

1. Etude Entomologique

Comme tous les étres vivants, dont principalement les insectes, la mouche de I’olive a une
biologie qui dépend de tous les facteurs écologiques.

La biologie de I’insecte est conditionnée pour une bonne part par les facteurs climatiques,
notamment les températures. En effet, au-dessous de 12°C et au-dessus de 30°C, I’activité
reproductrice des femelles est totalement arrétee.

Au niveau de cette étude, nous nous sommes intéressés particuliérement a 1’incidence de la date
d’observation, avec ses particularités climatiques, sur les attaques du phytophage B.oleae, qui
nous renseigne sur la répartition temporelle ou cinétique des attaques.

Nous avons analysé 1’incidence de ce facteur sur le nombre de piqdres et de trous de sortie qui

déterminent le degré d’infestation des olives par ce phytophage.

1.1. Effet de la date

Il existe des variations du degré d’infestation suivant les dates d’observation. Celles—Ci
s’expliquent par le degré de maturation donc de réceptivité du fruit et par les variations
climatiques qui évoluent au cours du temps.
En effet, Jerraya et al. (1982) ont démontré que 1’infestation est liée a un stade de croissance
bien défini, lequel peut étre observé a des dates fort différentes selon les années et les régions
considérées.

L’estimation du taux d’infestation a été réalisée a partir des nombres de piqures et de trous de

sortie. Ces derniers étant les deux facteurs les plus représentatifs des infestations.
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1.1.1. Effet de la date en fonction des piqares
Les valeurs moyennes calculées par date sont représentées dans la figure 29, il existe une
variation hautement significative du nombre de piqures d’une sortie a I’autre. Le taux de piqtires

a varié significativement en fonction de la date d’observation avec Fops= 2.84 pour P=0,002.
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Figure 29: Variation du nombre moyen de piqlres en fonction des dates
Limites de confiance = 95 % distinctes pour la moyenne en fonction de I'écart type regroupé

Ecart type regroupé = 6,557

1.1.2. Effet de la date en fonction des trous de sortie
D’aprés la figure 30, le nombre moyen de trous de sortie a subi des variations hautement

significatives en fonction des dates avec un Fops = 38,82 pour P = 0,000
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Figure 30 : Variation du nombre moyen de trous de sortie en fonction des dates
Limites de confiance = 95 % distinctes pour la moyenne en fonction de I'écart type regroupé,

Ecart type regroupé = 9,787
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1.2. Corrélations entre les caractéres liés a I’infestation de ’olive et la date
La relation entre les caractéres liés a ’infestation de 1’olive par B. oleae et la date d’observation
a été analysée par la recherche de corrélations linéaires.
Les résultats ont montré une absence totale de corrélation linéaire entre les piqures et la date
(Tableau 7) alors que les trous de sortie présentent une corrélation de plus de 50% avec la date ;
ce qui signifie qu’il existe une relation positive entre les trous de sortie et les dates de
préléevement. Nous pouvons donc prédire le nombre de trous de sortie en fonction des dates

d’observation.

Tableau 7 : corrélations linéaires des piqures et trous de sortie en fonction des dates

Valeur de p = 0,401 Valeur de p = 0,000

L’absence de corrélation entre les nombres de piqures et les dates de prélévements est
principalement due a un grand nombre de piqdres stériles, a la chute des fruits fortement infestés
et/ou a I’inhibition de la ponte si la surface des fruits a des propriétés défavorables qui sont

percues par les récepteurs antennaires et tarsiens (Haniotakis et Voyadjoglou, 1978).

1.2. Cinétique des populations de B. oleae dans la station de Bouhanak

La figure 31 montre 1’évolution des différents stades du phytophage Bactrocera oleae au cours
de la période d’étude, dans la région de Bouhanak.

Cette figure confirme 1’indépendance des variables. Elle présente deux courbes qui présentent
la méme allure avec un léger décalage correspondant au développement larvaire qui précéde la
sortie des pupes. Les deux variables ont présenté chacune un seul pic important. correspondant
a I’apparition d’une nouvelle génération durant la période d’étude, a la quatriéme date D4, a la
fin du mois de septembre ou les conditions climatiques sont favorables d’une part aux pupes

pour sortir du fruits et d’autre part a I’apparition d’une nouvelle génération d’adultes.
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Figure 31 : Fluctuations du nombre moyen des piqdres et de trous de sortie par date

La figure 31 confirme la prédominance des piqures sur les trous de sortie et leurs fluctuations

au cours des différentes dates d’observation, ce qui implique qu’un bon nombre de piqures

étaient stériles (sans dépot d’ceufs).
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2. Etude phytochimique

Les huiles essentielles HEs sont trés utilisées en cosmétique, parfumerie et dans les industries
agroalimentaires. Elles sont également connues pour leurs propriétés biologiques comme
dépuratives et régénérantes. Elles sont recommandées pour stimuler et régénérer 1’organisme
(Burt, 2004).

Dans cette partie de notre travail, nous nous sommes intéressés a I’étude de trois plantes trés
utilisées en Algérie pour leurs vertus médicinales. 1l s’agit dans ce travail d’examiner les

compositions chimiques des HEs, de leurs parties aériennes et leurs activités biologiques.

2.1. Caractéristiques des huiles essentielles extraites
Les caractéristiques des trois huiles sont représentées dans le tableau 8.
De nombreuses différences et similitudes liees a leurs propriétés organoleptiques ont été
observées.

Tableau 8 : Propriétés organoleptiques des trois huiles essentielles

Huiles Couleur Aspect Odeur
essentielles
A. verticillata Jaune Liquide huileux Aromatique Forte et
épicée
A. sativum Jaune foncé Liquide huileux Forte et piquante
C. longa Jaune pale Liquide huileux Aromatique acre,

Forte et piquante

2.2. Rendement en huiles essentielles des plantes étudiées
Les rendements (en %) des différentes plantes étudiées sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Rendements en huiles essentielles des plantes étudiées

Plantes Rendements %
A. verticillata 2,6%

C. longa 1,15%

A. sativum 0,18 %
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Le rendement en huile essentielle extraite de la partie aérienne de Ammoides verticillata était
de 2,6%, suivi de celui de I’huile essentielle de Curcuma longa (1,15%) alors que le plus faible
rendement a été observé pour I’huile essentielle de Allium sativum (0,18%).

A titre comparatif, le rendement de notre huile essentielle de A. verticillata a été sept fois
supérieur a celui rapporté par Laouer et al. (2003) dans la région de Sétif. D’autre part, le
rendement en huile essentielle de C. longa obtenu dans notre étude a été deux fois inférieur a
celui trouvé par Singh et al. (2010), alors que pour A. sativum, un rendement identique a été
obtenu par Prabodh Satyal et al. (2017) aux Etats-Unis.

2.3. Composition chimique des huiles essentielles étudiées
Les huiles essentielles obtenues a partir des trois plantes par la méthode d'hydrodistillation ont
été analysées a l'aide des techniques de chromatographie en phase gazeuse (GC) et de
chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (GC-MS).

La composition chimique des huiles essentielles est présentée dans le tableau 10.

Tableau 10: Composition chimique des huiles essentielles

Pourcentages
No.? Composés IR IR A. A C. |Identification ¢
verticilata | sativum | longa
1 Diallyl disulfide 846 847 - 39 - RI, MS
2 Allyl methyl disulfide 908 906 - 4,4 - RI, MS
3 Methyl trans-propenyl 026 1536 ] RI MS
disulfide 0,8 }
4 a-Thujene 932 925 0,1 - - RI, MS
5 a-Pinene 931 932 0,6 - - RI, MS
6 Dimethyl trisulfide 948 953 - 2,2 - RI, MS
7 Sabinene 964 966 0,1 - - RI, MS
8 Myrcene 976 982 0,5 - - RI, MS
9 p-Cymene 1010 1012 25,2 - - RI, MS
10 Limonene 1020 1021 28,1 - - RI, MS
11 y-Terpinene 1047 1049 9,6 - - RI, MS
12 Terpinen-4-ol 1161 1162 0,8 - - RI, MS
13 Diallyl disulfide 1079 1070 - 29,8 - RI, MS
14 Allyl methyl trisulfide 1126 1119 - 16,8 - RI, MS

61




Chapitre 111

Résultats et Discussion

15 L4 1238 1240 - 0,5 - RI, MS
Dimethyltetrasulfide
16 Thymol 1266 1269 0.2 - - RI, MS
17 Carvacrol 1282 1278 33,2 - - RI, MS
18 Diallyl trisulfide 1288 1278 - 31,5 - RI, MS
19 a-Humulene 1456 1456 0,1 - - RI, MS
20 v-Muurolene 1471 1469 0,2 - - RI, MS
21 Diallyl tetrasulfide 1482 1509 - 1,6 - RI, MS
22 B-Sesquiphellandrene 1516 1517 - - 10,5 RI, MS
23 tans-Caryophyllene 1521 1518 - - 0,3 RI, MS
24 (E)-a-Bisabolene 1532 1536 - - 0,3 RI, MS
25 cls-Hydrate 1565 1564 - - 2,1 RI, MS
sesquisabinene

26 Germacrene-B 1553 1559 - - 11 RI, MS
27 trans-Sabinene hydrate 1565 1562 - - 04 RI, MS
28 Caryophylene oxide 1576 1578 - - 2,1 RI, MS
29 Zingiberenol 1 1599 1599 - - 0,9 RI, MS
30 Zingiberenol 2 1613 1614 - - 2,8 RI, MS
31 Ar-Turmerone 1639 1642 - - 32,1 RI, MS
32 o-Turmerone 1649 1656 - - 24,5 RI, MS
33 B-Bisabolol 1653 1660 - - 04 RI, MS
34 B-Turmerone 1680 1685 - - 15,6 RI, MS
Identification % 98,7 91,5 93,1
Monoterpene hydrocarbons 39.0 - -

Oxygenated monoterpenes 59.4 - -

Oxygenaded sesquiterpenes - - 82.0
Sesquiterpene hydrocarbons 0,3 - 11,1

Sulfur compounds - 91,5 -

2 Order of elution is given on apolar column (Rtx-1).

b Retention indices of literature on the apolar

column (IRla). ¢ Retention indices on the apolar Rtx-1 column (Rla). ¢ RI: Retention Indices; MS:

Mass Spectra in electronic impact mode.

Douze composants représentant 92,4% ont été identifiés dans I'huile essentielle de

A. Verticillata (Tableau 10). L'huile essentielle était principalement représentée par les

monoterpenes oxygeénes (59,4%), suivis des hydrocarbures monoterpéniques (39,0%).
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Les principaux composants étaient le carvacrol (33,2%), le limonéne (28,1%) et le p-cymene
(25,2%).

La recherche bibliographique menée sur la composition des HEs de A. verticillata a montré une
variation significative dans les pourcentages des constituants majoritaires. En Algérie, A.
Verticillata a présenté des chemotypes de thymol (Attou et al., 2019) et de carvacrol
(Benyoucef et al., 2019).

Bekhechi et al. (2010) ont isolé et identifié, par GC-MS, quatorze composants ; les principaux

constituants du stade de floraison étaient I'isothymol, alors que dans d'autres cas, le thymol était
prédominant.
A Tlemcen, Tefiani et al. (2015), en Inde (Bhargava et Hakasas, 1959), en Egypte (Balbaa
etal., 1973) et en Turquie (Chialva et al., 1993), I’huile de A. verticillata était caractérisée par
la présence d’un pourcentage élevé en thymol (10,8-61,3%), suivi par le p-cymene (18,1-
37,4%) et le y-terpinéne (6,8-25,5%). En revanche, I’huile provenant du Maroc (El Ouariachi
etal., 2011) était caractérisée par le carvacrol avec un pourcentage de 44,6%, suivi du limonéne
(18,4%) et le p-cymeéne (9,4%).

L'huile essentielle de A. Sativum n'était représentée que par des composés soufrés avec un
pourcentage de 91,5%. Les principaux composants étaient le trisulfure de diallyle (31,5%), le
disulfure de diallyle (29,8%) et le trisulfure d'allyle méthyle (16,8%).

La composition de I'huile de notre étude montre des similitudes quantitatives avec les rapports
publiés précédemment sur I'huile de 1’ail. Dans les travaux précedents, le disulfure de diallyle
(27,1-46,8%) et le trisulfure de diallyle (19,9-34,1%) étaient les composants dominants, suivis
par le trisulfure d'allyle méthyle (8,3-18,2%) et le disulfure d'allyle méthyle (4,4-12,0). %)
(Douiri etal., 2013 ; Mnayer et al., 2014).

Par exemple, les principaux composants de I'huile essentielle d'ail serbe étaient le trisulfure de
diallyle (33,6%), le disulfure de diallyle (28,1%) et le trisulfure d'allylméthyl (17,8%) (Koci¢-
Tanackov et al., 2012). Pour I'huile d'ail francaise c’était le disulfure de diallyle (37,9%), le
trisulfure de diallyle (28,1%) et le trisulfure d'allyle méthyle (7,3%), le sulfure de diallyle
(6,6%), le tétrasulfure de diallyle (4,1%) et le disulfure d'allyle méthyle (3,7%) (Mnayer et
al., 2014).

La composition chimique de I'huile essentielle de C. longa se caractérise principalement par
des monoterpenes oxygénés tels que I'Ar-turmerone (32,1%), 'a-turmerone (24,5%) et la f3-
turmerone (15,6%). Notre étude a montre que les principaux composants de I'huile essentielle
de C. longa étaient I'ar-turmerone, 'a-turmerone et la B-turmerone. Ces résultats concordent

avec ceux obtenus précédemment par Singh et al. (2002) et Gounder et Lingamallu (2012).
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L’huile provenant de I’Inde était caractérisée par la présence d’un pourcentage élevé en
ar-turmeérone avec un pourcentage de 51,7% a Gorakhpur, 31,1% a Calcutta, 38,6% au Pakistan
et de 49,3% au Brésil, suivi d’un pourcentage en B-turmérone de 12,9% au Pakistan, et un

pourcentage appréciable en a-turmerone en Inde (11,9%) et au Pakistan (8,90%) (Dosoky et
Setzer, 2018).
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3. Pouvoir antioxydant

3.1. Evaluation des propriétés antioxydantes des trois huiles essentielles

Les plantes aromatiques sont utilisées depuis plusieurs années dans le processus du stress
oxydatif (déséquilibre entre la génération des Espéces Réactives dérivées de I’Oxygene (ERO))
et la lutte contre les maladies infectieuses.

L’¢tude de I’activité d'une huile est & mettre en relation avec sa composition chimique et les
possibles effets synergiques entre ses composants et non seulement a ses composés majoritaires
(\Valnet, 2005).

Les HEs ne sont pas seulement utilisées en monothérapie mais aussi en association depuis de
nombreuses années (Miladinovi¢ et al., 2015). Elles sont utilisées pour agir en synergie afin
d'améliorer encore plus leurs effets. L'effet synergique possible produit par la combinaison
d'huiles essentielles de plantes a été considéré comme une stratégie efficace pour inhiber ou

réduire le processus naturel d'oxydation des aliments.

3.2. Piégeage du radial libre DPPHe
Les résultats du pouvoir antioxydant obtenus lors du test de mesure du piégeage du radical

DPPHe sont représentés dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des

concentrations des huiles essentielles de A. verticillata, C. longa et A. sativum.

Huiles Concentration (mg/mL) ACTIVITES ANTIOXYDANTE
essentielles
2,5 2 0,42 0,24 0,1
Averticillata Effet du balay(e:)iei sur le DPPH-
98,2 86,7 50 44,8 43,3
11,5 4,67 2,3 1,15 /
Effet du balayage sur le DPPHe
C. longa (%)
91,5 50 36,9 27,4 /
10,9 6,8 1,1 0,54 0,26
A sati Effet du balayage sur le DPPHe
. sativum %)
79,8 50 8,2 4,7 2,7
. 0,08 0,06 0,05 0,04 /
Acide Effet du balayage sur le DPPHe
ascorbique (%)
97,8 68,5 50 39,04 /
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Les résultats de I’activité anti-oxydante ont indiqué que le pourcentage d’inhibition était
proportionnel a la concentration des échantillons dans le milieu réactionnel. D’aprés les valeurs
du tableau 11, nous constatons que 1’huile de A. verticillata avait une meilleure activité
inhibitrice du radical DPPHe avec un pourcentage de 98,2% d’inhibition, & une dose de
2,5mg/mL. Alors que celles de C. longa et A. sativum ont respectivement enregistré des
pourcentages de 91,5% et 79,8% a la méme concentration.

La CI50 (Concentration inhibitrice) est inversement liée a 1’activité antioxydante, car cette
valeur exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre
de 50%. Plus la valeur de la CI50 est grande, plus l'activité antioxydante d'un composé est
faible.

CL50
6,8
4,67

0,42 0,05

CONCENTRATIONS
ORr N WH U O N ®

1
CL50

B A.verticillata C.longa HWA.sativum  HAcide ascorbique

Figure 32: CI50 des huiles essentielles déterminées par la méthode DPPHe

D’aprés les résultats du pouvoir antioxydant par la méthode du DPPHe, I’HES qui a possédé le
plus fort pouvoir antioxydant était celle de A. verticillata avec une concentration de I’ordre de
0,42 mg/mL, suivie par celle du C. longa (4,7 mg/mL) puis A. sativum (6,8mg/mL).

Dans I’étude réalisée par Kedia et al. (2015), I’huile essentielle de A. verticillata a enregistré
une CI50 de I’ordre de 0,47 uL/mL. En étudiant I’activité antioxydante de C. longa, Priya et
al. (2012) ont obtenu une CI50 de 3,2mg/mL, et pour ’HEs de 1’ail, Lawrence et al. (2011)
ont obtenu une CI50 de 0,5 mg/mL.

3.3. Matrice croisée
Les interactions entre les agents biologiquement actifs sont un sujet important dans le domaine

thérapeutique. Dans cette partie, nous avons étudié 1’activité antioxydante des mélanges des
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huiles essentielles par la méthode de piégeage du radical libre DPPHse, afin d’évaluer leurs effets

synergiques, additifs ou antagonistes (Tableau 12).

Tableau 12 : Résultats des combinaisons doubles et triples entre les trois huiles essentielles

A. verticillata mg/mL C. longa mg/mL A.  Sativum mg/mL CI150 mg/MlI
5 5 5 4,35
7,5 7,5 / 3,54
7,5 / 7,5 3,35
/ 7,5 7,5 8,99
0,42 4.7 6,8 CI50 Individuelles

La combinaison des mélanges croisés des huiles essentielles avec différents ratios a montré que
le mélange des huiles essentielles présentait des effets antagonistes et additifs pour ’activité
antioxydante. En effet, la combinaison des huiles essentielles augmente considérablement les
CI50 par rapport aux huiles individuelles. Il est a noter que la combinaison de I’HEs de A.
verticillata avec celle de C. longa et A. sativum (CI150= 4,35 mg/mL) présentait un effet
antagoniste par rapport a I’huile de A. verticillata (C150= 0,42 mg/mL) et un effet synergique
par rapport a I’huile de C. longa (CI150= 4,7 mg/mL) et A. sativum (CI50= 6,8 mg/mL).

La combinaison de I’HEs de A. verticillata avec celle de C. longa (CI50= 3,54 mg/mL)
présentait un effet antagoniste par rapport a I’huile de A. verticillata (C150= 0,42 mg/mL) et un
effet synergique par rapport a I’huile de C. longa (CI50= 4,7 mg/mL).

De méme, la combinaison de I’huile de A. verticillata avec celle de A. sativum (C150= 3,54
mg/mL) présentait un effet antagoniste par rapport a I’huile de A. verticillata (C150= 0,42
mg/mL) et un effet synergique par rapport a I’huile de A. sativum (CI50= 6,8 mg/mL). Alors
que la combinaison des HEs de C. longa et A. sativum présentait un effet antagoniste (C150=
8,99mg/mL).

Un des avantages majeurs de I’utilisation de cette méthode est d’évaluer la capacité
antioxydante d’un aliment, contenant des ingrédients qui ont des activités qui sont lentes ou
rapides, et qui ne peuvent pas étre calculées en méme temps, par une prise en charge de
I’ensemble des actions antioxydantes, dans la méme matrice (Caldwell, 2000 ; Kohri et al.
2009).

L’étude de I’activité antioxydante des HE selon la méthode de piégeage du radical libre DPPH
amontré que toutes les huiles étudiées possédent une activité antioxydante modérée et que I’HE

de Ammoides verticillata a la plus forte activité. Cette étude laisse entrevoir des perspectives
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d’application dans les domaines de 1’industrie alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Les

résultats obtenus pourraient contribuer a la valorisation de ces plantes aromatiques et
médicinales.
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4. Activité antiparasitaire de L’huile essentielle de Ammoides verticillata

sur Bactrocera oleae

Au cours des dernieres années, I'utilisation des huiles essentielles (HE) extraites des plantes
aromatiques comme insecticides a faible risque, a augmenté considérablement en raison de leur
popularité auprés des producteurs biologiques et des consommateurs soucieux de
I'environnement. Les huiles essentielles sont facilement produites par distillation a la vapeur du
matériel végétal et contiennent de nombreux terpenes volatils de faible poids moléculaire et des
composés phénoliques.

Les résultats sur la toxicité par fumigation de I'huile de Ammoides Verticillata contre le stade
L3, les pupes et les adultes de B. oleae sont résumés dans le tableau 13.

Tableau 1 3 : Activité insecticide de I'huile essentielle de A. verticillata

Y% Mortality
Concentrations (nL/L air)
L3 Pupae Adults
20 17£01° 17£02° 100 £00°
80 19£0° 30010 100£00°
120 80£01° 80£00° 100£00°
Ly 101 12 <)

L'efficacite de I'huile de A. verticillata a varié avec sa concentration ; a la concentration la plus
faible (2 uL / L I'air), I'huile essentielle a causé 100% de mortalite des adultes de B. oleae aprés
24 h d'exposition.

A la concentration la plus élevée (12 uL / L d'air), I'huile a causé une mortalité de 80 ; 80 et
100% contre les stades L3, les pupes et les adultes de B. oleae respectivement, apres 24 h
d’exposition.

Les résultats de I'activité insecticide ont montré une nette corrélation entre la concentration de
I'huile et le pourcentage de mortalité des insectes d'essai ; 80 a 100% de mortalité ont été atteints

a une concentration d'huile de 12 uL / L d'air en 24 h.
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L'huile essentielle de A. verticillata a montré une efficacité prononcé de toxicité par contact
(CL50 <a 2 uL / L d'air) pour les insectes adultes, ainsi qu’une bonne toxicité par fumigation
pour les pupes (CL50 de 7,2 uLL / L d'air) et les stades L3 (CL50 de 10,1 uL / L d'air) (Fig. 33).

100 100 100
100 V.
30
17 17 19
2 8 12

CONCENTRATION UL/L D'AIR

% MORTALITE

c8888

EL3 WPUPE mADULTE

Figure 33 : Activite insecticide de Ammoides verticillata contre les différents stades de la

mouche de ’olive Bactrocera oleae

La figure 34 en entonnoir a montré que la CL50 de chaque stade de vie de I’insecte était
inférieure a 2ul/l d’air pour les adultes, a 7,2ul/l pour les pupes et 10.1ul/l pour les larves
L3. Ces résultats suggérent que 1’huile essentielle de Ammoides verticillata peut constituer une
matiere premiére pour le développement de nouveaux produits bio-insecticides contre I’insecte
Bactrocera oleae, I'un des principaux ravageurs de I’olive dans toute la région

méditerranéenne.

CL50

PUPE

ADULTE

Figure 34: CL50 de I’huile essentielle de A. verticillata sur L3, pupe et adulte de Bactrocera

oleae
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Cette activité est principalement liée aux composés majoritaires. Le limonene a éteé étudié et

appliqué en tant qu’insecticide (Sfara et al., 2009), le carvacrol a montré une puissante activité

insecticide et acaricide, a large spectre, contre des ravageurs arthropodes agricoles des produits
stockés et une activité forte et sélective contre Alphitobius diaperinus, un insecte ravageur
cosmopolite des aliments stockés, des produits céréaliers tels que la farine et des installations

d'élevage de volailles (Ahn et al., 1998).

Par ailleurs, I'ampleur de l'activité insecticide peut étre liée a l'effet causé par l'interaction de

tous les constituants présents dans I’huile (Belabbes et al., 2017). En effet, les terpénes ont

montré une toxicité significative contre un panneau d'insectes nuisibles (Khanikor et al.,

2013).

Le mode d'action de ces composés n'a pas été entierement élucidé ; cependant, selon Khanikor
et al. (2001), les composés terpéniques sont neurotoxiques et modérent I'action toxique des
différentes especes d'Aedes en agissant sur I'acétylcholinestérase et I'octopaminergique systéme.

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée généralement a sa composition chimique.

Ainsi, nous pouvons dire que I’ensemble des huiles analysées se distinguent par 1’abondance

de leurs différents constituants chimiques et parfois méme par leur nature bien qu’elles

appartiennent toutes a la méme famille botanique.
La période d’extraction, les méthodes de séchage et d’analyse, l’origine géographique,
I’environnement dans lequel évolue une plante ; 1’organe étudié influence considérablement la

composition chimique de 1’huile essentielle (Taleb-Toudert, 2015).
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5. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Ammoides verticillata

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Ammoides verticillata a été évaluée contre
trois bactéries et une levure par la méthode de disque, utilisée pour discriminer les huiles les plus
actives d’une part ; et pour calculer les concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide

(CMB), par la méthode de microdilution sur microplaque, d’autre part.

5.1. Méthode de disque

Les résultats des diamétres d’inhibition sont présentés dans le tableau 14 suivant :

Tableau 14 : diamétres des zones d’inhibition des différentes huiles essentielles (en mm)

Huile Essentielle Souches bactériennes
Pseudomonas Staphylococcus Bacillus Candida
Ammoides verticillata | aeruginosa aureus cereus albicans
7,4+0.70 35+ 1.40 38+ 0.85 45+ 1.05

A une concentration de 10 pl/ disque, 1’huile essentielle a présenté une activité antibactérienne
et anti-levure remarquables ;

- L’HE d’Ammoides verticillata est extrémement active contre les deux souches bactériennes
et la levure avec des diamétres d’inhibition dépassant les 35mm ; tandis qu’une faible activité
est remarquée contre la souche Pseudomonas aeruginosa qui s’est avérée résistante. Cette HE

est donc active aussi bien contre les Gram (+) que les Gram (-).
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Figure 35: Activités antibactériennes de 1’huile essentielle de Ammoides verticillata contre
Candida albicans ; Staphylococcus aureus ; Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa
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5.2. Méthode de microdilution
Apres avoir vérifié I’existence d’une activité antibactérienne a 1’aide de la méthode de disque,
la méthode de microdilution en milieu liquide a été réalisée pour les souches dont la zone
d’inhibition est importante (>9 mm) (Yildirim, 2001).
La concentration minimale inhibitrice CMI est une faible concentration de I’agent
antimicrobien qui inhibe toute croissance visible d’un microorganisme, apres 24h d’incubation,
dans un milieu de culture adéquat. C’est ’approche la plus utilisée pour évaluer In vitro
I’efficacité d’une substance antimicrobienne (Nejjah et al., 2006).
La CMI est alors la concentration de la premiére cupule pour laquelle on n’observe pas un
trouble a I’ceil nu. L’inoculation du contenu des cupules, au-dela de la CMI sur milieu gélosé,
est nécessaire pour déterminer la nature de I’activité antimicrobienne (bactéricide ou
bactériostatique) et en déduire la CMB.
Pour la détermination de ces valeurs critiques, nous avons utilisé une fourche de concentrations
de I’HE de Ammoides verticillata dans le DMSO, allant de 0.1 a 100 pl/ml.
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des différentes huiles
essentielles sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) de I’huile

essentielle de Ammoides verticillata en pl/ml et le rapport CMB/CMI

Ammoides verticillata
Souches/ HE CMI CMB CMB/CMI
Pseudomonas aeruginosa / / /
Staphylococcus aureus 0.8 4 5
Bacillus cereus 0.7 >100 > 128
Candida albicans 0.1 0.4 4

Au vu des résultats obtenus, on peut conclure que :

Les valeurs des CMI viennent confirmer les résultats de la méthode de disque pour I’HE de
Ammoides verticillata qui a induit des zones d’inhibition importantes. Les CMI n’avaient pas
dépassé 0,8 ul/ml ; la levure a été plus sensible avec une CMI de 0.1 ul/ml, Bacillus cereus a
0.7 ul/ml et Staphylococcus aureus & 0,8 ul/ml.
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Les CMB sont aussi remarquables pour ’'HE de Ammoides verticillata puisque 1’effet
bactéricide sur C. albicans est a 0.4 ul/ml et 4ul/ml pour Staphylococcus aureus, tandis qu’il
est supérieur a 100 pl/ml pour B. cereus.

Le rapport CMB/CMI donne une idée plus précise sur ’effet d’une substance antimicrobienne, en
précisant que si ce rapport est inférieur & 4, I’huile essentielle est considérée comme bactéricide, s’il est
supérieur a 4, I’HE est ainsi considérée comme bactériostatique.

De ce fait, notre huile de A. verticillata (Nounkha) est qualifiée comme bactéricide contre la
levure Candida albicans et bactériostatique pour Bacillus cereus ainsi que pour
Staphylococcus aureus avec un résultat trés proche de la valeur bactéricide.

L’huile essentielle de cette plante a exercé une trés bonne activité antimicrobienne contre toutes
les souches testées, Gram (—) et Gram (+) ainsi que sur la levure C. albicans, sauf pour la souche
Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats obtenus ont confirmé I'activité antimicrobienne potentielle de I'huile essentielle de
Ammoides verticillata.

Plusieurs études ont étayé nos résultats :

En Iran, I’huile essentielle de la méme espéce a présenté des activités antimicrobiennes contre
toutes les bactéries testées pour la dilution 0,05% (v / v) a l'exception pour P. aeruginosa.
L'huile essentielle a montré une forte activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis (CMI, 0,00025% v / v). La valeur de la CMI pour Escherichia coli était de
0,0005% (v / v) tandis que contrairement & nos résultats, C. albicans semblait étre 1’un des
microorganismes qui ont montré une résistance significative (Oskuee et al., 2011).

Ces résultats semblent liés a la composition respective des huiles végétales volatiles, a la
configuration structurelle des composants constitutifs de ces huiles, a leurs groupes
fonctionnels et aux interactions synergiques possibles entre les composants (Dorman et
Deans, 2000).

Les structures phénoliques telles que le thymol -composant principal d'’Ammoides verticillata -
et le carvacrol (3,30%) sont trés actifs contre les microbes en raison de la présence du groupe
hydroxyle. L'effet inhibiteur des phénols s'explique par des interactions avec la membrane
cellulaire des microorganismes et est souvent corrélée a I'nydrophobicité des composes (Ben
Arfa et al., 2006).

Une augmentation de I'activité depend egalement du type de substituant alkyle incorporé dans
une structure cycligue non phénolique telle que vue dans le limonéne (20,19%) et le p-cyméne
(15,70%).
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Malgré les caractéristiques antimicrobiennes du thymol et du carvacrol, Chamberlain et
Dagley (1968) ont constaté que la souche de Pseudomonas était capable de dégrader
completement le thymol et partiellement le carvacrol, ce qui explique sa résistance (Numpaque
et al., 2011). Mais le thymol a démontré une activité antifongique par sa capacité a modifier la
paroi cellulaire et la membrane des levures Saccharomyces cervisiae et Candida albicans
(Braun et Cohen, 2015).

Par ailleurs, Klebsiella pneumoniae possede une capsule composée de polysaccharides acides
complexes, protégeant les bactéries contre la phagocytose, ou lorsqu'elles sont exposées a des
facteurs seriques bactéricides, elles comportent des systéemes enzymatiques complexes qui
semblent empécher les huiles essentielles d'accéder a la fragile membrane interne (Fournomiti
et al., 2015).
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6. Activités antifongiques combinatoires des huiles essentielles de Ammoides

verticillata, Allium sativum et Curcuma longa

L'utilisation des fongicides s'avere étre une pratique ancestrale en Afrique. En effet, de
nombreuses plantes sont connues et utilisees pour leurs activités biocides contre un large
éventail de ravageurs (Young, 2002). lls peuvent étre utilisés comme extraits de plantes
foliaires (Lis-Balchin et al., 1997) ; (Sasaki et al., 2002) ou en combinaison avec d'autres
cultures (Blumenthal et al., 2000) ; (Bozin et al., 2006).

Les huiles essentielles ont un spectre d'action trés large puisqu'elles inhibent la croissance des

bactéries ainsi que celles des champignons et des levures.

6.1. Activités antifongiques in vitro des huiles essentielles individuelles et combinées
L'activité antifongique des huiles essentielles a été évaluée contre quatre micro-organismes
(Penicillium expansum, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer et Alternaria alternata); leur

puissance a été évaluée par la présence ou I'absence des pourcentages d'inhibition.

6.1.1. Activité antifongique in vitro des huiles essentielles individuelles
Les résultats obtenus présentés dans le tableau 16 ont montré que les pourcentages d'inhibition
de la croissance mycélienne augmentent avec la concentration croissante des huiles essentielles,
pour toutes les souches testées.
Les huiles essentielles de A. Verticillata et A. sativum ont montré une tres bonne activité
antifongique contre P. expansum, F. solani et R. stolonifer par rapport au fongicide de référence
Artea 330EC.
A la concentration de 400 L / L les souches de P. expansum (100% et 97,4% d’inhibition), F.
solani (97,4% et 79,2%) et R. stolonifer (71,5% et 73,3%) étaient plus sensibles aux huiles
essentielles de A. verticillata et A. sativum, respectivement. Cependant, A. alternata était moins
sensible avec des pourcentages d'inhibition de 57,1% et 22,1%, respectivement.
De plus, aucune activité contre A. alternata n'a été observée avec les huiles essentielles de  A.

Sativum et de C. longa (Tableau 16).
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Tableau 16 : Activité antifongique des huiles essentielles individuelles

Résultats et Discussion

Pourcentages d’inhibition (%) Artea
) ) 330EC
Microorganismes A. verticillata A. sativum C. longa (UL/L)
Concentrations 100%
100 200 400 100 200 400 100 200 400 o
pL/L Inhibition
69,3 90,7 100 46,3 60,3 97,4 24,1 35,2 59,2
P. expansum 512
+32 |+£22 [x00 +15 |+32 [+£32 |+£32 [+x18 |[£0.2
) 35,9 45,9 97,4 10,4 30,0 79,2 11,1 21,5 32,6
F. solani 452
+26 |+£56 [x14 |x09 [+x04 |[£21 |+x09 [(x08 |08
) 24,1 36,3 71,5 23,3 45,5 73,3 6,3 10,0 17,7
R. stolonifera > 600
+12 |£41 [(x27 [|£21 |+x16 ([£51 |x05 [x02 |17
11.2 25.2 37.1 00 + 06.3 12.1 00 £ 00 £ 00
A. alternata 425
+09 |+42 [(+x64 |00 +05 [+£31 |00 00 00

La figure 36 suivante présente les activités antifongiques des huiles essentielles de

A. verticillata, A. sativum et C. longa sur les quatre souches fongiques.
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Figure 36 : Activités antifongiques des huiles essentielles de A. verticillata , A. sativum et

C. longa sur les quatre souches fongiques
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Résultats et Discussion

6.1.2.

Etude de I’effet synergique

L'activité antifongique des mélanges d'huiles essentielles testés dans cette étude est présentée

dans le tableau 17.

Parmi ces mélanges, les huiles essentielles combinées de A. sativum et C. longa ont montré la

meilleure activité avec des effets plus importants contre P. expansum (100%), F. solani
(95,2%), R. stolonifer (95,1%) et A. alternata (58,5%) a une concentration de 400 uL / L par
rapport a d'autres mélanges et huiles essentielles individuelles.

Tableau 17: Activité antifongique des mélanges d'huiles essentielles

Pourcentages d’inhibition (%)

) ) Artea

Microorganismes A. verticillata +| 2301
A. verticillata +| A. verticillata +|A. sativum + C.| A sativum +
C. longa A. sativum longa

C. longa

Concentrations 100%
100 (200 [400 | 100 {200 (400 |100 |200 |400 [100 (200 |400 o

pL/L Inhibition
45,5169,2199,2(56,3(71,8199,3|34,8(78,8 100 23,3145,5|100

P. expansum * * * + * * + * 00 + * * 512

+

23 |17 [31 |65 |28 |15 (0.6 |21 1.0 (3.2 |00
17,7123,3(40,0(28,9|455]90,3|18,4(34,2]95,2|27,1(34,1|50,7

F. solani + + + + + + + + + + + + 452
08 (09 |08 |11 |16 (1.2 |04 |12 (17 |06 |35 |21
13,7(17,7124,1111,8|38,5(84,4117,4163,3195,1(3,7 (23,3(28,5

R. stolonifer + * * * * * * * * + + + > 600
06 (1.1 |0.3 |06 |3.6 (16 |0.2 |32 |15 (0.2 |16 |13
06.5110.3]23.3(07.5(22.3133.3|20.3(325(585|00 |11.2|27.4

A. alternata * * * * * * * * * * * * 425
0.2 |05 |12 (0.3 |29 |0.2 |09 (0.8 |22 |00 |05 (23

La deuxieme combinaison d'huiles essentielles la plus efficace (400 pL / L) était celle de A.

Verticillata et A. sativum, avec des pourcentages de réduction mycélienne pour P. expansum
(99,3%), F. solani (90,3%), R. stolonifer (84,4%) et A alternata (33,3%).
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En revanche, les résultats obtenus ont indiqué que les mélanges d'huiles essentielles de A.
Verticillata + C. longa puis A. verticillata + A. sativum + C. longa étaient moins efficaces a
I'exception de P. expansum qui a été inhibé avec un pourcentage de 99,2% et 100%,
respectivement (Tableau 17). En comparant les résultats des mélanges d'huiles essentielles avec
les huiles individuelles, nous avons remarqué que les huiles essentielles combinées de A.
Sativum et de C. longa présentaient le meilleur effet synergique sur I'inhibition de la croissance

mycélienne de tous les champignons testés (Tableau 17)

Sur la base des résultats obtenus, il semble que I'association des composés soufrés (91,5%) avec
les composés sesquiterpéniques oxygénés comme les turmérones aromatiques (72,2%) et/ou le
carvacrol (33,2%) et le p-cymeéne (25,2%) augmente considérablement I'activité antifongique ;
alors que l'association de composés soufrés avec des turmerones aromatiques et des

monoterpenes 0xygeénes, n'a montré aucun effet synergique.

La figure 37 suivante montre les zones d’inhibition mycélienne apres avoir exposé les souches

aux mélanges des huiles essentielles des plantes médicinales.
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[ Amoides verticillata + Allium sativum (C1 ) ]

| Alternaria alternatta [ Rhizopus stolonifer ] ; i [PEMCILLIWEXPANSLM ]

Figure 37 : Activités antifongiques des mélanges d'huiles essentielles
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6.2. Activité antifongique in vivo des huiles essentielles combinées
En raison des résultats prometteurs des tests in vitro, le mélange d'huiles essentielles A. sativum
et C. longa a été choisi pour déterminer ses effets protecteurs contre les maladies fongiques de
la tomate causées par P. expansum, F. solani, R. stolonifer et A. alternata.
Selon le tableau 18 et la figure 38, I'activité in vivo a montré que la gravité des infestations

causées par tous les champignons était significativement réduite (P < 0,05).

Le mélange d'huiles essentielles, utilisé a une concentration de 20 pL / L d'air, a montré un effet
protecteur tres intéressant sur la tomate jusqu'a dix jours contre P. expansum (100%), R.
stolonifer (90%), F. solani (50%) et A. alternata (30%) (Tableau 18), par rapport aux témoins

qui étaient complétement endommages (Figure 38).

P. expansum F. solani R. srolonifer A. alternata

A N1

Tomatoes treated

Controls

Figure 38 : Les effets protecteurs des huiles essentielles A. sativum et C. longa se mélangent

apres dix jours de stockagea25+1°C

Dans cette partie, nous avons étudié les activités antifongiques des huiles essentielles de trois
plantes largement utilisées en médecine traditionnelle, dans I'espoir de trouver de nouveaux
antifongiques naturels pour lutter contre les microorganismes qui contaminent les aliments et
I'environnement, comme alternative aux nombreux fongicides connus pour leur effet de toxicité
et / ou de mutagénicite.

Le tableau 18 présente les résultats de 1’effet du mélange des huiles essentielles de A. sativum

+ C. longa sur la protection des tomates contre les infections causés par les champignons.
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Tableau 18 : Effets du mélange d'huiles essentielles A. sativum + C. longa sur la protection

des tomates contre les infections causeées par les champignons testés.

Pourcentages d’inhibition (%0)

Controles Mélange des HE (A. sativum + C. longa)

P. F. R. A. P. F. R. A

Jours | expansum | solani | stolonifer | alternata | expansum | solani | stolonifer | alternata

1th 0 0 0 0 0 0 0 0
2th 10 20 30 0 0 0 0 10
4th 30 50 50 10 0 10 0 30
6th 60 80 60 20 0 30 0 40
8th 100 100 100 50 0 40 0 60
10th 100 100 100 60 5 50 10 70

Notre étude a prouvé que les huiles essentielles de A. verticillata, A. sativum et C. longa
possedent des activités antifongiques intéressantes contre P. expansum, F. solani, R. stolonifer
et A. alternata. De plus, le mélange d'huiles essentielles de A. Sativum et de C. longa a montré

un effet protecteur des tomates dans les conditions post-récolte contre tous les champignons.

Les propriétés antifongiques de nos huiles essentielles peuvent étre liées a leurs profils
chimiques, en particulier au pourcentage relativement élevé de monoterpenes tels que le p-
cymeéne, le limonéne et le carvacrol pour A. verticillata et Ar-turmerone, a-turmerone et 3-
turmerone pour C. longa. D'autre part, les propriétés de I'huile essentielle de A. Sativum sont

dues a des pourcentages élevés de composés soufrés.

Les phénylpropenes tels que le p-cymeéne et le carvacrol sont les principaux composes de
nombreuses huiles essentielles de plantes et de nombreuses preuves ont suggéré que ces
composants possédent des activités antibactériennes et antifongiques (Kaluderovi¢ et al.
(2015) ; Paunescu et al. (2015).

De nombreuses recherches sur I'huile essentielle de curcuma ont montré des effets
antifongiques, antibactériens, antioxydants et antitumoraux.
L'effet inhibiteur de I'huile essentielle de curcuma contre les micro-organismes a été rapporté

par de nombreux auteurs (Apisariyakul et al. (1995) ; Wilson et al. (2005).
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On sait peu de choses sur les activités antifongiques in vitro et in vivo des turmerones,
cependant, il a été rapporté que ces derniers ont montré dans les tests in vitro des effets anti-
inflammatoires dans les cellules microgliales (Park et al., 2012) et des effets anti-

inflammatoires dans les B -amyloides stimulées par les microglies (Park et al., 2012).

Allium sativum L. est un condiment piquant trés utilisé en médecine traditionnelle pour ses
différentes propriétés; il a été signalé qu’il posséde des activités antioxydantes,
antimicrobiennes et antifongiques. Ces propriétés sont principalement dues aux composés
organosulfurés comme le trisulfure de diallyle et le disulfure de diallyle connus pour leurs
différentes propriétés (Yin et Tsao, 1999).

Par ailleurs, le mélange des huiles essentielles de A. sativum et C. longa a montré une trés bonne
activité antifongique dans des conditions in vivo et in vitro.

Cette augmentation d'activité peut étre due a l'association entre des composés majeurs tels que
I'Ar-turmerone, l'a-turmerone et la B-turmerone avec le disulfure de diallyle, le trisulfure
d'allylméthyl et le trisulfure de diallyle ou en raison d'un effet synergique avec tous les
composants actifs présents dans les deux huiles.

Conclusion
Le mélange des huiles essentielles de C. longa et A. sativum avait un niveau élevé de turmerones
et de composés organosulfurés. Le mélange a présenté des activités antifongiques in vitro
élevées contre les souches de P. expansum, F. solani, R. stolonifer et A. alternata et des activités
antifongiques prometteuses in vivo pour contréler l'infection des tomates.
Le développement d'antifongiques naturels a base de mélanges d'huiles essentielles peut étre
une proposition intéressante pour diminuer I'effet négatif des fongicides de synthése.
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7. Micro-encapsulation de I’huile essentielle de Ammoides verticillata

Suivant les domaines et les applications, 1’encapsulation a pour but d’assurer la protection, la
compatibilité et la stabilisation d’une matiére active dans une formulation. Elle permet
d’améliorer la présentation d’un produit ou encore de masquer une odeur ou un goit. Enfin,
I’encapsulation peut modifier et contrdler le profil de libération d’une substance active pour
obtenir, par exemple, un effet prolongé ou déclenché (Akdim, 2016).

Les huiles essentielles sont des composés volatils utilisés dans de nombreux domaines comme
le secteur agro-alimentaire, la parfumerie, la cosmétique, l'aromathérapie ou encore la
phytopathologie.

Les huiles essentielles participent notamment a la formulation de nouveaux bio-pesticides qui
sont actuellement en pleine expansion. Cependant, comme ces composés sont volatils, il faut
les stabiliser dans une matrice de fagon a faciliter leur relargage lent.

Notre travail a proposé dans un premier temps I'encapsulation de I’huile essentielle, puis I'étude
cinétique de son relargage dans diverses conditions ainsi que la modélisation moléculaire

permettant de comprendre les différents phénomenes mis en jeu dans ces procédés innovants.

7.1. Observation visuelle
L’examen visuel des expériences de 1’encapsulation de I’HE atteste de la présence de deux
phases dont les volumes varient en fonction du ratio Gélatine G : Gomme arabique GA (Figure
39). Nous avons pu clairement différencier le systeme G/GA/eau en étudiant le caractere solide
ou liquide de la phase inférieure. Dans ce cas, la phase inférieure est un semi-solide gélatineux

qui contient I’HE.

Figure 39 : émulsion contenant I’HE, gélatine G et gomme arabique GA
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Apres séchage de coacervat on obtient un solide sous forme poudre aromatisé (Fig. 40).

Figure 40 : Microcapsules (contenant I’HE) aprés séchage

7.2. Etapes de la formation des microparticules par coacervation complexe

La coacervation complexe permet de fabriquer des microcapsules a base de deux polymeres de

charges différentes qui, en complexant, fixent les composés de I’huile essentielle.

Ces microcapsules sont ensuite emprisonnées dans une enveloppe d’alginate sous forme de
billes. Il s’agit d’une double encapsulation.

La figure 41 montre avec images prises par microscopie optique les étapes de la formation des
microparticules par coacervation complexe, nous avons fait trois répétitions pour le complexe

gélatine/Gomme arabique et gélatine Gomme d’amandier.

7.3. Caractérisation des capsules
Les techniques de caractérisation des microcapsules fabriquées ont pour but de déterminer :
* la composition des capsules en HE, G et GA ;
« la forme et la taille des capsules ;
* la capacité de rétention et de diffusion de I'huile essentielle par les capsules ;

* la sélectivité de rétention des capsules vis-a-vis de certains constituants de I'huile essentielle.

a) Microscopie optique

La figure 41 obtenue par microscopie optique a permis de mettre en evidence que:

* La taille moyenne de ces capsules était autour de 20 um ;

* la bonne sphéricité des microcapsules et la morphologie macro-sphérique de capsules ;

* I’existence d’une fine paroi autour des capsules contenant I’huile essentielle d’Ammoides

verticillata.
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ETAPES Par Gomme arabique Par Gomme d’amandier

Etape 1 : Dispersion de

la molécule a encapsuler

Etape 2 : coacervation induite
par ajustement du pH. pH =3,8
T=48°C

Etape 3 : ajustement par NaOH ,
pH=6,4. T=20° C

Etape 4 : adsorption des
gouttelettes de coacervat a la

surface de la matiére active

Etape 5 : consolidation de

I’enrobage par réticulation

Figure 41 : Etapes de la formation des microparticules par coacervation complexe

(Photo originale prise par microscope optique G*40)
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Cet enrobage est di a I’association de la gélatine /gomme d’amandier, et gélatine/ gomme
arabique (Figure 42).

Figure 42 : Huile essentielle encapsulée par la gomme arabique et la gomme d’amandier

7.4. Etude du relargage de I'huile de Ammoides verticillata a température ambiante
La figure 43 illustre la cinétique de relargage de I'huile essentielle étudiée, a 22 °C, pour la
formulation (Gélatine+ Gomme Arabique (G+GA)).

La perte de masse a 22°C a été suivie pendant une dizaine de jours. La figure 43 représente la
variation de masse des capsules. La diffusion la plus irréguliére s'observe pour la courbe

correspondant a la perte la plus importante.
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Figure 43 : Relargage de I’HE de Ammoides verticillata par les microcapsules a 22°C.
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Nous avons remarqueé 1’existence de trois phases différentes :

e La premiere phase correspond & une évolution rapide de la cinétique de libération de
I’HE qui s’est stabilisée au bout de 20 h ; cette phase peut étre associée a I’évaporation
de I’HE libre ou retenue a la surface externe des microcapsules ;

e La deuxiéme phase est caractérisée par la stabilisation de la masse des capsules (entre
20 et 48 h). Cette stabilisation peut étre expliquée par la résistance a la diffusion des
composés aromatiques a travers 1’enrobage des microcapsules ;

e Laderniére phase correspond a une cinétique de libération lente et importante de I’HE
(environ 150h), suivie par la stabilisation de la masse du produit. Cette étape est relative
a la diffusion des composés aromatiques contenus dans la microsphére et les pores
internes. C’est donc la phase la plus importante qui correspond a la libération de I’'HE

réellement encapsulée.

Nous avons constaté aussi qu’une quantité importante de I’HE est restée piégée dans les
microcapsules (environ 50%) sous I’effet de I’enrobage. Cette quantité ne pouvait étre libérée
qu’apres la destruction de 1’enrobage soit sous 1’effet de conditions extérieures (pression,

température...) ou bien par dissolution dans 1’eau, ou par un autre solvant.

Pour cette derniére courbe, la perte de masse au bout de 240 h (10 jours) représente 38% de la
capsule ; donc la diffusion a été trés lente a 22°C et n’a pas été compléte, ce qui peut étre di
aux différents composants de I’huile essentielle de Ammoides verticillata qui ont diffusé plus
ou moins facilement. On peut retenir qu'en général la paroi est relativement poreuse, l'influence

du taux du réticulant permettrait de contréler cette porosité.

Ces résultats de diffusion ont été confirmés par la bibliographie ; les auteurs avaient testé
I'activité des microcapsules de I'huile de sauge, les capsules étaient a base de gélatine et de

gomme arabique (Benali, 2018).

D’apres ces travaux, 1I’enrobage formé par encapsulation en utilisant un systéme G/GA permet

de limiter la diffusion des principes actifs et de protéger les produits encapsulés (Himed, 2018)
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7.6. Efficacité de ’encapsulation

L’efficacité de I’encapsulation de I’huile essentielle de Ammoides verticillata par coacervation
complexe sous les conditions indiquées dans la partie précédente a ¢té de 1’ordre de 77,13% ;
le rendement de 1’encapsulation a été donc important.

La réadaptation du brevet W02014057202 Al (Ollagnier, 2014) de double encapsulation
incluant une coacervation complexe a permis I’¢laboration de billes avec un rendement
massique ¢levé d’environ 70 %.

Ce résultat trés intéressant a confirmé les rendements annonceés dans la littérature. En effet, des
études menées sur la coacervation complexe avaient révélé un rendement d’environ 80% (Ach,
2014) et Kerdudo et al. (2015), ou encore un rendement pouvant étre compris entre 85 et 95
% (Richard et Benoit, 2000).

7.7. Interprétation

La méthode d'encapsulation de I'huile essentielle de Ammoides verticillata par coacervation
complexe de la gélatine + gomme arabique a été réalisée ; les problémes de synthése rencontrés
nous ont incités a étudier les diverses conditions d'expérience afin d'obtenir une quantité

maximale d'huile encapsulée. Les conditions retenues sont :

* 43% de gélatine et 57% de gomme arabique ;

* 5% de réticulant par rapport a la gélatine (glutaraldéhyde) ;

* la température de formation de I'émulsion et de la coacervation est de 35°C ;

* pH de coacervation = 3,8 pour le systéeme G/GA. Cette valeur est déterminée par pHmetrie ;
« Refroidissement progressif jusqu'a 10°C ;

« Agitation : formation de I'émulsion, 1300 a 1500 tr/mn ;

* Agitation : coacervation, 500 a 700 tr/mn.

La nouvelle formulation, produite en utilisant la gomme arabique, présente une meilleure

rétention de I’HE de Ammoides verticillata ainsi qu’un bon rendement (77,13%).

Ce travail a confirmé donc la possibilité d’encapsuler I’HE de Ammoides verticillata par
coacervation complexe en utilisant la gomme arabique comme polysaccharide. La nouvelle
formulation produite a présenté une meilleure résistance a I’évaporation de I’HE de Ammoides

verticillata ainsi qu’une bonne efficacité.
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Conclusion

Nous rappelons que les principaux objectifs visés de ce travail étaient d’effectuer, dans un
premier temps, l’extraction des huiles essentielles de nos plantes médicinales par
hydrodistillation et 1’analyse de leurs composants chimiques par GC-MS et de tester si le
pouvoir antioxydant de chaque huile pouvait se combiner I’'un avec 1’autre. Les activités
biologiques insecticides, bactériennes et fongicides in-vivo et in-vitro des HE sur les
bioagresseurs pathogenes des olives et plusieurs autres cultures agricoles nous ont donné des
résultats trés intéressants et encourageants, nous permettant de proposer nos huiles essentielles,
individuelles ou combinées, comme biopesticides capables de remplacer les pesticides
chimiques jusque-la utilisés.

Les huiles essentielles sont les plus étudiées et ont suscité, ces derniéres années, un intérét
croissant dans de nombreux domaines pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique,
notamment par leurs propriétés antioxydante et antimicrobienne (Bakkali et al., 2008).

La dynamique du marché des huiles essentielles est soutenue par une demande sans cesse
croissante en ingrédients naturels, ce qui a poussé les industriels des secteurs agroalimentaire,
cosmétique et pharmaceutique davantage a les intégrer dans leurs formulations. Certaines
techniques permettent de réduire les dégradations qui conditionnent 1’utilisation industrielle de
ces huiles, notamment grace a 1’encapsulation.

L’encapsulation est 1’une des techniques couramment utilisées, elle permet d’immobiliser les
composes volatils des huiles essentielles, de stabiliser ces dernieres et de les protéger contre la
lumieére, ’oxygene et la température ainsi que de moduler leur libération en prolongeant son
profil cinétique (Michael, 2009). Par conséquent, ce procédé a tendance a protéger et préserver
les activités biologiques de ces huiles et mettre en action ces vertus dans le produit alimentaire
et dans I’agriculture.

Le projet étant encore dans sa geneése, les résultats obtenus ouvrent des pistes et perspectives

d’avenir encourageantes quant au développement de formulations biologique innovantes.
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L’étude de I’infestation des olives par Bactrocera oleae et de la flore pathogéne qui lui est
associée d’une part ; I’étude phytochimique des huiles essentielles des plantes médicinales
Ammoides verticillata, Curcuma longa et Allium sativum d’autre part, ont permis d’obtenir des
résultats servant a connaitre leurs taux de toxicité contre les bioagresseurs de 1’olivier, leurs
effets synergiques ainsi que le procédé de micro-encapsulation de I’huile essentielle de

Ammoides verticillata.

Les taux d’infestation de la mouche représentés par le nombre de piqtres et de trous de sortie
montrent des variations significatives aux différentes dates. Les attaques du ravageur dans notre
verger fluctuent au cours du temps en raison des facteurs écologiques tels que la température,
les précipitations et le vent, dont on connait I’impact sur la bioécologiec de cet insecte

phytophage.

L’identification de la microflore pathogene qui provoque des dégats d’importance économique
est nécessaire. L’étude microbiologique a révélé une diversité importante ; nous avons identifié
quatre genres de moisissures : Alternaria alternata; Fusarium solani; Rhizopus stolonifer et
Penicillium expansum ainsi que trois souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa ;

Staphylococcus aureus ; Bacillus cereus et une levure, Candida albicans.

En raison de ces infestations, la recherche de traitements naturels et de solutions alternatives aux
pesticides de synthése, en utilisant des produits d’origine biologique pour lutter contre les

ravageurs et les microorganismes nuisibles est devenue indispensable.

Notre travail a été axée sur la connaissance de I’activité antioxydante, antiparasitaire, antifongique
et antibactérienne des huiles essentielles HE de A. verticillata (Apiéceae) en combinaison avec les

HE thérapeutiques de Curcuma longa (Zingiberaceae) et Allium sativum (Amaryllidaceae).

L'HEs de A. verticillata était riche en alcools monoterpéniques comme le carvacrol. Quant a
I’HEs de C. longa, elle s’est avérée particuliérement intéressante d’un point de vue analytique
par la présence d’une série de composés aromatiques : le ar-turmerone (32,1%), a-turmerone
(24,5%), B-turmeérone (15,6%) comme constituants majoritaires. L’HE de A. sativum était
dominée par le trisulfure de diallyle (31,5%), le disulfure de diallyle (29,8%) et le trisulfure de
méthyle allyle (16,8%).
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L’activité¢ antioxydante des trois plantes a été étudi¢e par la méthode DPPHe. Les résultats des
tests effectués par le DPPHe montrent que I’huile de A. verticillata avait une meilleure activité
inhibitrice du radical DPPHe avec un pourcentage d’inhibition de 98,2% a une dose de 2,5mg/mL ;
alors que celles de C. longa et A. sativum ont respectivement enregistré des pourcentages de 91,5%

et 79,8% a la méme concentration.

Les mélanges croisés des HEs ont enregistré des effets additifs et antagonistes avec la méthode
DPPHe.

L’huile essenticlle d’Ammoides verticillata présente une toxicité importante contre B. oleae
avec une mortalité de 100% de ’insecte adulte aux faibles doses de 2ul/L d’air et 80% de
mortalité du stade L3 et des pupes a 12ul/L d’air. Cette huile essentielle a montré une toxicité
prononcée par contact (CL50 <a 2 uL / L d'air) pour les insectes adultes, ainsi qu’une bonne
toxicité par fumigation pour les pupes (CL50 de 7,2 uL / L d'air) et le stade L3 (CL50 de 10,1
pL / L d'air).

Nous avons relevé une trés bonne activité antimicrobienne contre toutes les souches testées,
Gram (=) ou (+) et méme sur la levure C. albicans mais pas pour la bactérie P. aeruginosa.

De ce fait, notre huile de A. Verticillata ou Nounkha est qualifiée comme bactéricide contre la
levure Candida albicans et bactériostatique pour Bacillus cereus et Staphylococcus aureus avec
un résultat moyen, plus proche des valeurs de « bactéricide » avec un rapport CMB/CMI=5
Les huiles essentielles d'A. Verticillata et A. sativum ont montré une trés bonne activité
antifongique contre P. expansum, F. solani et R. stolonifer par rapport au fongicide de référence
Artea 330EC.

A la concentration de 400 pL / L, les souches de P. expansum (100% pour A. Verticillata et
97,4% pour A. sativum), F. solani (97,4% et 79,2%) et R. stolonifer (71,5% et 73,3%), elles
étaient plus sensibles aux huiles essentielles d'A. verticillata et A. sativum, respectivement.
Cependant, A. alternata était moins sensible avec des pourcentages d'inhibition de 57,1% et
22,1%, respectivement. Aucune activité contre A. alternata n'a été observée avec les huiles
essentielles d'A. Sativum et de C. longa

Le mélange des huiles essentielles de C. longa et A. sativum avait un niveau élevé de turmérones
et de composés organosulfurés. Ce mélange a présenté des activités antifongiques élevées in
vitro contre les souches de P. expansum, F. solani, R. stolonifer et A. alternata et des activites

antifongiques prometteuses in vivo pour contréler I'infection des tomates.
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Le développement d'antifongiques naturels a base de mélanges d'huiles essentielles peut étre
une proposition intéressante pour diminuer I'effet négatif des pesticides synthétiques.
L’encapsulation est un outil efficace et important pour la préparation de produits bénéfiques
pour la santé dans diverses industries afin d'améliorer leur stabilité chimique, oxydative et
thermique.

La durée de conservation, I’activité biologique et fonctionnelle, la libération contrélée, les
propriétés physicochimiques, et la qualité globale des huiles peuvent également étre renforcées.
Le séchage par pulvérisation et la coacervation sont les techniques les plus utilisées pour
I'encapsulation des huiles.

Les HEs étudiées ont eu des activités insecticides, bactéricides, fongicides et antioxydantes fort
intéressantes nous permettant de les proposer comme biopesticides aux agriculteurs, protégeant
ainsi I’environnement et la santé des citoyens.

La méthode de coacervation complexe de I’huile essentielle d’Ammoides verticillata, étudiée
pour la premiere fois dans le cadre de ce travail, permet d’affirmer qu’il est tout a fait possible
d’encapsuler cette huile essentielle a des rendements tres intéressants méme si encore faibles
en comparaison aux autres méthodes étudiées.

Cette micro-encapsulation optimisera la conservation et le relargage de cette HEs facilitant ainsi
son utilisation par les agriculteurs.

Cependant, cette étude nécessite une recherche complémentaire. Elle n’est qu’une approche

initiative a I’étude d’un nouveau systéme d’encapsulation des huiles essentielles.
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Abstract: Background: Ammoides verticillata Brig is an aromatic and medicinal herb that has
been widely used in folk medicine for treatment of several types of pathologies such as respiratory
problems, colds, fever, headache, gastric disorders and renal infections

Objective: The main objective of this work was to evaluate the chemical composition, and the in-
vitro and in-vivo antifungal, and insecticidal properties of essential oil of Ammoides verticillata.

Methods: In this work, the air-dried aerial parts of Ammoides verticillata were hydrodistilled in a
Clevenger-type apparatus. The essential oil isolated was analyzed using gas chromatography (GC)
and mass spectrometry (GC/MS). The in-vitro antifungal activity of the essential oil was investi-
gated against four plant fungi using radial growth technique. The effect of the essential oil on dis-
ease development of olive caused by Penicillium crustosum and Aspergillus niger in the in-vivo
conditions. The fumigation test of the essential oil was evaluated against L3 stages, pupas and
adults of Bactrocera oleae known as the olive fly.

Results: The essential oil of A. verticillata was characterized mainly by carvacrol (44,3%), li-
monene (19,3%) and p-cymene (19,2%). The result of in vitro antifungal activity of essential oil
showed an interesting antifungal inhibition against Alternaria alternata and Fusarium solani strains
with percentage inhibition of 89%. Furthermore, oil of 4. verticillata has demonstrated promising
in-vivo antifungal activity to control infections of olives caused by Aspergillus niger and Penicil-
lium crustosum. In addition, the essential oil exhibited fumigation toxicity against Bactrocera oleae
with mortality percentage of 100% at 2 pL/L air.

Conclusion: The results showed that essential oil of 4. verticillata has interesting biological activi-
ties, which suggests that oil have the potential to be used as biocide to protect olives of pathogenic

fungi and pests.

Keywords: Ammoides verticillata, Essential oil, biocidal agent, Bactrocera oleae, olive tree.

1. INTRODUCTION

The olive tree, Olea europaea is one of the most charac-
teristic trees of the Mediterranean region, a tree laden with
symbols: peace, victory, strength and hope. It has great nutri-
tional importance in addition to the social and economic im-
portance for the peoples where it is widely distributed. The
olive tree is exposed to a very diverse parasite complex such
as pests and fungal diseases.

The whole of the diseases of the olive tree causes consid-
erable falls of yield and represents a threat for the
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Naturelles et Bioactives (LASNABIO), Universit¢ de Tlemcen, BP 119,
13000, Algérie; Tel/Fax: 0021343411189; E-mail a_dibdz@yahoo.fr
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olive-growing and human health due to mycotoxins [1]. Bac-
trocera oleae is considered one of the most formidable pests
among insect pests, attracting the attention of all olive grow-
ers, especially in Algeria. This herbivorous also transmits
fungi causing fruit rot [2]. Some of the existing pathogens
can have serious consequences and their transmission by
insects and other vectors makes their control difficult [3,4].

The synthetic pesticides are widely used to control in-
sects and to protect food products against deterioration
caused by fungi during production and storage [5-7].

There are many synthetic pesticides that are listed to be
possible carcinogens and are still in use. Epidemiological
surveys have evoked the involvement of synthetic pesticides
in several pathologies, in particular to cause lymphoma, leu-
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kemia, breast cancer, asthma, and other immune system dis-
orders [7].

To contribute to a sustainable management of the envi-
ronment, the establishment of new alternatives of fungal
infections control is encouraged. The essential oils are
known for their antifungal and insecticidal effects [8]. Essen-
tial oils have been tested on different targets in crop protec-
tion: insects, microorganisms, weeds and also seed protec-
tion [9,10]. Essential oils have a very wide spectrum of ac-
tion since they inhibit the growth of bacteria as well as those
of fungi and yeasts. In many countries, essential oils were
studied for their effectiveness as natural preservatives for
foods [11].

Ammoides verticillata (synonyms.: Ptychotis verticillata,
Trachyspermum Boiss) is a fragrant plant that belongs to the
family Apiaceae. It is a plant that grows spontaneously in
northern Algeria, Morocco, Tunisia and northern Asia. 4.
verticillata is a strongly aromatic plant; its smell is very
pleasant and intense; strongly balsamic and persistent even
after desiccation. The therapeutic investigation carried out of
this plant showed that the aerial parts of 4. verticillata are
used as antipyretic and antispasmodic (especially recom-
mended in gastrointestinal spasms). In addition, Ziyyat et al.
[12] argue that A. verticillata is an aromatic plant rec-
ommended for influenza and has therapeutic properties
against hypertension and diabetes.

To our knowledge, no studies have been conducted to use
A. verticilatta essential oil against olive tree fungi and pests.
Therefore, the aims of this study were to study i) the chemi-
cal composition A. verticillata native to western Algeria, ii)
the in-vitro and in-vivo antifungal activities and iii) the in-
secticidal properties of essential oil.

2. MATERIAL AND METHOD

2.1. Plant Material and Essential Oil Isolation

Aerial parts of A. verticilatta were collected from Beni
Snous station near Tlemcen city (Algeria) during the month
of June (stage of full bloom). Voucher specimen
(AVer.DA.06.2017) was deposited with the Herbarium of
the University of Tlemcen. Essential oil was obtained from
dry aerial parts by hydrodistillation for 5 h using a Cleven-
ger-type apparatus and yielding 5% of pale-yellow essential
oil.

2.2. Analysis Conditions

Essential oil was examined by GC and GC/MS. GC
analyses were carried out using a Perkin Elmer Auto-system
GC apparatus equipped with a single injector FID detector
and two fused-silica capillary columns (60 m x 0.22 mm,
film thickness 0.25 pum) with different stationary phases:
Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene
glycol) programmed from 60°-220°C at 2°C/min.

For GC/MS analysis, the samples were analyzed using a
Perkin Elmer TurboMass detector, and the same column and
conditions as previously described. Ion source temperature:
150°C; energy ionization: 70 eV; electron ionization mass
spectra are acquired over the mass range 35-350 Da. Split:
1/80.
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The identification of individual compounds was based on
their GC retention indices (RI) on polar and apolar columns,
determined relative to the retention time of a series of n-
alkanes with linear interpolation with those of authentic
compounds, and on computer matching with commercial
mass spectral libraries and comparison of spectra with those
of our own library. Relative amounts of individual compo-
nents were performed on the basis of their GC peak areas
without FID response factor correction, as previously re-
ported [13,14].

2.3. Antifungal Activities
2.3.1. Pathogenic Fungal Strains

The fungal isolates, Alternaria alternata, Aspergillus
niger, Fusarium solani and Penicillium crustosum, causing
olive rot, have been isolated directly from fruit in orchards
and maintained in potato dextrose agar (PDA, Sigma—
Aldrich, USA) in a growth chamber at 23 °C for 14 days in
the darkness. Each isolate was purified by a single spore
isolation technique and identified based on cultural and mor-
phological characteristics [15,16]. The conidia were obtained
from the surface of the agar and suspended in 5 mL of sterile
distilled water containing 0.1% v/v Tween 80. Spore suspen-
sions were filtered through four layers of sterile cheesecloth
to remove mycelial fragments. The number of spores was
calculated with an automated cell counter (Bio-Rad’s TC20),
Cellometer Vision, and the spore concentration was adjusted
to 1 x 10° spores/mL with the aid of a haemocytometer prior
to use, as previously reported [14].

2.3.2. In-vitro Antifungal Assay

The method used was a modification of Tian et al. [17]
which was based on a method published by Singh et al. [18].
Aliquots of essential oils dissolved separately in 0.5 ml of
10% (v/v) DMSO were pipetted aseptically to 9 cm glass
Petri dishes containing 9.5 ml of molten PDA at a tempera-
ture between 45 and 50 °C to procure the requisite concen-
trations of essential oils (0.06, 0.12 and 0.5 mL/L). After
homogenization using a vortex, the contents of the tubes
were poured into petri dishes. The boxes were allowed dry
for 15 to 20 minutes. A petri dish containing 10 mL of PDA
medium without extract was used as a negative control. A
myecelial disc of 9 mm of diameter, cut from the periphery of
the 5-day pre-culture, was inoculated aseptically into the
center of each Petri dish. All Petri dishes were sealed with
sterile parafilm and incubated at 28 °C for 9 days. The effec-
tiveness of the treatment was evaluated daily by measuring
the average of the two perpendicular diameters of each col-
ony. The percentage inhibition of growth of the two fungi
tested, relative to the control, was calculated till the 9th day,
using the following formula [19].

1%=(DC - DT/DC) x 100
where DC is the diameter of the mycelial growth of the

negative control, DT is the average diameter of fungal col-
ony of treatment. Tests were carried out in triplicate.

2.3.3. In-vivo Antifungal Assay

The in-vivo antifungal activity of the essential oil on
wound-inoculated by Aspergillus niger and Penicillium crus-
tosum, mainly responsible for diseases of ripe olives, was
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carried out using the method of Tian ef al. [17]. The olives
were selected according to their maturity, uniformity and
especially the absence of visible symptoms of rot on their
surface. Using a cotton-bud, 10° spore/mL of the fungal in-
oculum prepared beforehand were scraped on the surfaces of
the colonies and was resuspended in distilled water contain-
ing 0.5% Tween 80. For testing antifungal in-vivo activity
against fungi, the essential oil was mixed vigorously with
distilled water to obtain a concentration of 0.01 mL/L. 5 mL
of the essential oil was sprayed separately on wounded ol-
ives. Control experiments were performed without any treat-
ment. Tests were carried out in triplicate.

2.4. Insecticidal A ctivity
2.4.1. Rearing of Test Insects

Bactrocera oleae flies were caught with chamP traps
containing a solution of 3% ammonium phosphate. Identifica-
tion of flies was realized by Prof. Nassira Gaouar Benyelles
(Laboratory of Ecology and Management of Natural Ecosys-
tems of University of Tlemcen Algeria). The flies culture was
maintained in the temperature and humidity-controlled cham-
ber in darkness at a temperature of 26-27 °C and 80% rela-
tive humidity, as suggested by Kumar et al. [20].

2.4.2. Fumigation Toxicity of Essential Oil Against Bactro-
cera oleae

To determine the fumigant toxicity of essential oils, ap-
propriate concentrations, viz., 2.0, 8.0 and 12 pL essential oil
were applied separately on the filter papers (Whatman No. 1,
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2 cm diameter) without using any solvent, and the filter pa-
pers were attached to the under-surface of lids of plastic jars
with 1 L volumes. The lids were screwed tightly on the jars
containing separately 10 pupae, adults and L3 stage, all of
the same age. These were kept at a temperature of 25-26 °C
and 80-85% relative humidity. The control sets received no
essential oil. Tests were carried out in triplicate.

Mortality was checked after 24 h from commencement of
exposure. The percentage of insect mortality was calculated
using the Abbott correction formula [21].

Corrected mortality = (OMT — OMC)/ (100-CM) x 100

Were OMT: Observed mortality in treatment; OMC: Ob-
served mortality in control; CM: Control mortality

Percentage mortality = (Number of dead larvae/ Number
of larvae introduced) x 100

2.5. Statistical Analysis

Statistical analysis of variance (ANOVA) was performed
using the SAS software and means were separated using the
Least Significant Difference (LSD) test at P < 0.05. LCs,
values were calculated using probit analysis. Analysis of
each test was performed in triplicate.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Chemical Composition of Essential

The chemical composition of essential oil is represented
in the Table 1. The chemical components of essential oil

Table 1. Chemical composition of 4. verticillata essential oil.

No.* Compounds IRI, RL¢ RI,’ EO Identification ©
1 a-Pinene 931 932 1023 0,8 RI, MS
2 Sabinene 964 966 1118 0,2 RI, MS
3 Myrcene 976 982 1159 0,7 RI, MS
4 p-Cymene 1010 1012 1259 19,2 RI, MS
5 Limonene 1020 1021 1195 19,3 RI, MS
6 y-Terpinene 1047 1049 1237 11,1 RI, MS
7 Neo-Menthol 1156 1157 1637 tr RI, MS
8 Terpinene-4-ol 1161 1162 1583 1,1 RI, MS
9 Carvacrol 1282 1278 2220 443 RI, MS
10 o-Humulene 1456 1456 1665 0,1 RI, MS
11 y-Muurolene 1471 1469 1679 tr RI, MS

Identification % 96,8
Monoterpene hydrocarbons 32.1
Sesquiterpene hydrocarbons 0,1
Oxygenated monoterpenes 1.1

Aromatic compounds 63.5

*Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). ® Retention indices of literature on the apolar column (/RI,) reported from Konig et al. [34]. ¢ Retention indices on the apolar Rtx-
1 column (RL,). * Retention indices on the polar Rtx-Wax column (RI,). ¢ RI: Retention Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode.
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isolated from the aerial parts of A. verticilatta were analyzed
by GC and GCMS. 11 compounds which accounted for
96.8% of the total oil were identified. All components were
identified by comparison of their EI-MS and GC (RIs) with
those of our laboratory-produced ‘Aromes’ library (Table 1).
Among them, 9 monoterpenes and 2 sesquiterpenes were iden-
tified. The oil consisting of mainly aromatic compounds
(63.5%), followed by monoterpene hydrocarbons (32.1%).
The fraction of sesquiterpene hydrocarbons was only 0.1%.
The main components were carvacrol (44,3%), limonene
(19,3%), p-cymene (19,2%) and y-terpinene (11.1%) (Table
1).

We note from this study, that sample of 4. verticilatta oil
harvested from Beni Snous region was rich in monoterpenic
compounds such as carvacrol, limonene, p-cymene and y-
terpinene. This study agrees with the works of El Quariachi
et al. [22] who reported carvacrol to be the major component
of A. verticilatta essential oil.

3.2. In-vitro Test of the Essential Oil Against Plant Fungi

The effect of essential oil was evaluated against four fun-
gal phytopathogens. Our results indicated that essential oil
significantly inhibited fungal growth and exhibited a moder-
ate to high antifungal activity against fungi (Fig. 1). In the
presence of essential oil, the fungi tested showed significant
sensitivity at a concentration of 0.5 mL/L, the inhibitory ef-
fects on the growth of Alternaria alternata (89 %), Fusarium
solani (89 %), Aspergillus niger (68%) and Penicillium crus-
tosum (50%) were observed (Table 2).

Fusarium solani
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3.3. In-vivo Protection Effect of Essential Oil Against
Olive Infection Caused by Penicillium crustosum and As-
pergillus niger

Penicillium and Aspergillus species are responsible for
diseases of ripe olives and known to produce mycotoxins
responsible for many intoxications among consumer. For this
purpose, essential oil was chosen to determine protective
effect in ripe olive against infection caused by the both fungi
[23] (Fig. 2). Unlike in vitro activity, the in vivo activity
showed that disease severity caused by both fungi was to-
tally eliminated (100%) by essential oil (Table 3).

According to Fig. (2) and Table 3, essential oil used with
the lowest concentration of 0.01 mL/L, showed a very inter-
esting protective (100%) effect on olives up to 15 days
against Penicillium crustosum (Fig. 2a) and Aspergillus ni-
ger (Fig. 2b) compared with the controls, which were com-
pletely damaged from the 7™ day. However, no
incidence of the disease was observed during the 1Ist, 7,
10™ and 15% days for olives treated (Fig. 2, Table 3).

No information on the in-vivo and in-vivo antifungal
properties of this oil is available in the literature. However,
Attou et al. [24] studied antimicrobial activity of A. verticil-
lata oil against five bacterial strains (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocyto-
genes, and Micrococcus luteus), that showed a powerful an-
timicrobial activity [24]. Essential oil showed effective anti-
fungal activity against all strains tested. The antifungal activ-
ity of this oil may be due to the presence of bioactive com-
pounds such as carvacrol, limonene and p-cymene.

Penicillium crustosum

Aspergillus niger
Fig. (1). Inhibitory effects on the growth of Alternaria alternata, Fusarium solani, Aspergillus niger and Penicillium crustosum.

Table 2.  In vitro antifungal activities of essential oil against phytopathogenic fungi..
Microorganisms Percentage of Inhibition (mean = SE)
Concentrations (mL/L) 0.06 0.12 0.5
Alternaria alternata 26+£22° 36+£2,4° 89+4,3*
Aspergillus niger 06 £4,4° 22£2,3"° 68 £3,5°
Fusarium solani 28 +3,3" 44+£35°¢ 89+2,3°
Penicillium crustosum 08+06"° 29+£1,5%® 50+£2,5°

*“Values are mean (n = 3) + standard deviations. Values followed by the same letter in each column are not significantly different in analysis of variance and Duncan's multiple

range test (p <0.05).
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Fig. (2). Protective effect of 4. verticillata essential oil (EO) on olives inoculated with Penicillium crustosum and Aspergillus niger after
fifteen days of storage at 24+1°C. (a) Olives treated with EO inoculated with Penicillium crustosum (right) and control (left) after 15 days of
storage. (b) Olives treated with EO inoculated with Aspergillus niger (right) and control (left) after 15 days of storage.

Table 3. Effect of essential oil of A. verticillata on the protective of olives against the infection caused by Aspergillus niger and Peni-

cillium crustosum.

Essential oil /PDI * (%)
Protective effect
Days" i
Positive Positive Aspergillus niger Penicillium crustosum
b

Control Control ¢
™ 0.0° 0.0+£0.0° 0.0£0.0° 0.0£0.0°
70 100+0.0 ¢ 40+5.6° 0.0£0.0° 0.0£0.0°
10" 100 +0.0¢ 60+£9.0° 0.0£0.0° 0.0£0.0°
15" 100+0.0 ¢ 100+0.0 ¢ 0.0£0.0° 0.0£0.0°

“Days of storage; ° Positive control: olives were inoculated with Aspergillus niger; ¢ Positive control: olives were inoculated with Penicillium crustosum.
4 Percentage disease index (PDI). The means in a column followed by the same letter(s) represent values that are not significantly different (P < 0.05).

It has been shown that carvacrol has antimicrobial action,
especially against Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Candida albicans, Candida glabrata and Can-
dida parapsilosis [25, 26]. It has been proven that carvacrol
to high doses reduced the growth of Botrytis cinerea in berry
and grapes with 97% inhibition. Carvacrol can alter the cell
membrane of fungi by affecting the function of cell mem-
brane enzymes catalyzing the synthesis of cell wall polysac-
charide compounds such as B-glucan and inhibiting cell
growth [27].

P-cymene shows a range of biological activities which
include anti-inflammatory, anxiolytic, anticancer and antimi-
crobial activities [28]. The p-cymene acts synergistically
with the carvacrol causing the expansion of the membrane,
resulting the destabilization of the bacterial membrane [29].
While, the results of laboratory bioassay showed that li-
monene has good antifungal effect against Trichophyton
rubrum. On the other hand, in 2013, Aznar and colleagues
[30] studied the antimicrobial activity of nisin, thymol, car-
vacrol and cymene against growth of Candida lusitaniae. 1t
has been shown that cymene was more effective than thymol
and carvacrol. Generally, whole essential oils have greater

antifungal activity owing to a synergistic effect with some
active components [30].

3.3. Fumigation Toxicity

The results on fumigation toxicity of 4. verticilatta oil
against L3 stage, pupaes and adults of B. oleae are summa-
rized in Table 3. The efficacy of 4. verticilatta oil varied
with its concentration. At the lowest concentration (2 pL/L
air), the essential oil caused 100% mortality of B. oleae
adults after 24 h of exposure. At the highest concentration
(12 puL/L air), the oil caused 80, 80 and 100% mortality
against L3 stage, pupae and adults of B. oleae after 24 h of
exposure, respectively. The results of the insecticidal activity
showed a clear correlation between oil concentration and
percentage of mortality of test insects. 80 to 100% mortality
was achieved at an oil concentration of 12 pL/L air within 24
h. A. verticilatta essential oil showed pronounced contact
toxicity (LCso < to 2 pL/L air) to adult insect, as well as
good fumigation toxicity for pupae (LCsy of 7.2 uL/L air)
and L3 stades (LCso of 10.1 pL/L air).

This activity is related mainly to the majority com-
pounds. Limonene has been studied and applied as a botani-
cal insecticide [31]. Carvacrol has been shown potent insec-
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Table4. Insecticidal activity of essential oil after 24h of exposure.
% Mortality
Concentrations (uL/L air)
L3 Pupae Adults
2.0 17+0.1° 17+02° 100£00*
8.0 19+£0.6° 30,0+ 1.1° 100 +00°
12.0 80+0.1° 80+00° 100 +00°
LCs 10.1 7.2 <<2

*“Values are mean (n = 3) + standard deviations. Values followed by the same letter in each column are not significantly different in analysis of variance and Duncan's multiple

range test (p < 0.05).

ticidal and acaricidal activity with a broad spectrum against
agricultural, stored-product, and arthropod pests. It showed
displaying strong and selective activity against Alphitobius
diaperinus Panzer, a cosmopolitan pest insect of stored food
grain products such as flour, and of poultry-rearing facilities
[32]. Furthermore, the magnitude of the insecticidal activity
can be related to the effect caused by the interaction of all
constituents present in the oil [14].

Indeed, terpenes has been shown to have significant tox-
icity against a panel of insect pests [33]. The mode of action
of these compounds has not been fully elucidated. However,
according to Khanikor et al. [33], terpenic compounds are
neurotoxic and moderate the toxic action of different species
of Aedes by acting on the acetylcholinesterase and the octo-
paminergic system.

CONCLUSION

In conclusion, we aimed as part of our program to evalu-
ate antifungal and insecticidal proprieties of 4. verticillata
essential oil, in hopes to find new biocidal products to fight
olive tree fungi and pests. The results confirm that 4. ver-
ticillata is a good source of aromatic compounds. The essen-
tial oil presented high antifungal activity against Alternaria
alternata and Fusarium solani, followed by Aspergillus ni-
ger and Penicillium crustosum. The results of the present
study suggest that essential oil from aerial parts of 4. ver-
ticillata has very interesting protective effect in-vivo against
Penicillium crustosum and Aspergillus niger, responsible for
rot of ripe olives. Furthermore, essential oil has demon-
strated promising insecticidal activity against devastating
pest Bactrocera oleae. However, the possibility of develop-
ing a biocidal product from essential oil of A. verticilatta for
use in olives tree protection may be an attractive adventure.
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Abstract: Background: Tomato is considered a model plant in genetics and is one of the most
economically important crops of all those that exist in the world. Several species of fungi are
reported on tomato fruit, causing damage both during cultivation and after harvest. Some of the
appropriate actions that could be initiated to resolve the problem are to develop and search for new
antimicrobial substances isolated from the bioactive natural products, such as essential oils.

Aim and Objective: The aim of this work was to determine the chemical composition of essential
oils of Ammoides verticillata, Allium sativum and Curcuma longa, to evaluate their in-vitro antifungal
activities and in-vivo antifungal effect of essential oils to prevent the diseases caused by tomato.

Materials and Methods: The essential oils obtained from aerial parts of plants were analyzed by
GC/MS and tested for their antifungal activities against Penicillium expansum, Fusarium solani,
Rhizopus stolonifer and Alternaria alternata using the radial growth technique method. The
effectiveness in-vivo of the association between Allium sativum and Curcuma longa essential oils
was also investigated on tomatoes inoculated by fungi.

Results: The essential oil from A. verticilata was mainly composed of phenolic compounds
(54.4%), the A. sativum oil was mainly composed of sulfur compounds (91.5%) and C. longa oil
was dominated by oxygenated monoterpenes (82.0%). The obtained results in-vitro antifungal
revealed that individual essential oils of 4. verticillata and A. sativum were more active than the
essential oil of C. longa against all screened microorganisms. An important antifungal effect of A.
sativum and C. longa essential oils blend was obtained against P. expansum (100%), F. solani
(95.2%), R. stolonifer (95.1%) and A. alternata (48.5%). Furthermore, 4. sativum and C. longa
essential oils blends have demonstrated promising in-vivo antifungal activity to control infection of
tomato against P. expansum and R. stolonifer.

Conclusion: A. sativum and C. longa essential oil blends can be used as a natural food preservative
and alternative to chemical fungicides to protect stored tomato against many phytopathogens.

Keywords: Essential oils blend, Natural antifungals, Tomato diseases, Fungus, /n-vitro activities, In-vivo activities.

1. INTRODUCTION

Market gardening has, in recent decades, become an
alternative business and generally offers a viable market in
microeconomics. However, the production of these
vegetables is limited by multiple abiotic and biotic
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Naturelles et Bioactives (LASNABIO), Université de Tlemcen, BP 119,
13000, Algérie; Tel/Fax: 0021343411189; E-mail: a_dibdz@yahoo.fr
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constraints that affect yields and post-harvest operations [1].
The highly perishable fresh fruits as tomatoes are generally
exposed to fungal and bacterial infections that are
responsible for post-harvest losses. Synthetic fungicides are
commonly used to protect post-harvest crops. The misuse of
these pesticides generated new diseases such as disorders of
the nervous system, encephalopathies in children, and the
proliferation of gastric and renal tumors in adults [2]. The
use of a fungicide is an ancestral practice in Africa. Indeed,
many plants are known and used for their biocidal activities

© 2020 Bentham Science Publishers
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against a wide range of pests [3]. They can be used as foliar
plant extracts [4, 5] alone or in combination with other crops
[6, 7]. Essential oils have a very wide spectrum of action
since they inhibit the growth of bacteria as well as those of
fungi and yeasts.

The studies conducted at the laboratories showed that
Ocimum  gratissimum inhibits spore germination and
mycelial growth of Fusarium oxysporum and Pythium sp.
with a relatively similar effect to that of synthetic fungicides
[8]. In addition, it has been shown that the essential oil of
Xylopia aethiopica fruit strongly inhibited mycelial growth
of Sclerotium rolfsii, resulting in a considerable reduction in
the incidence of disease on treated tomato plants compared
to untreated plants [9].

Curcuma longa is particularly present in the socio-
cultural life of people, where it is considered as an
exceptional plant compared to its many properties (spice,
food preservative, coloring agent, cosmetic and medicinal).
The essential oil of Curcuma longa has been reported to
have toxic activities against Aspergillus flavus involved in
the deterioration of agricultural products [10]. In addition,
the principal component of turmeric essential oil, the purified
ar-turmerone, showed antifungal activity similar to the crude
oil against three Aspergillus species, Fusarium semitectum,
Colletotrichum musae and Colletotrichum gloesporioides
[11]. Kim et al. (2003) reported good in-vitro and in-vivo
fungicidal properties of curcumin isolated from rhizomes
[12].

Allium sativum is a very old traditional remedy; garlic
treated all kinds of diseases. It was also used to heal wounds
and infections [13]. The antibacterial and antifungal
activities against a variety of fungi were extensively
investigated. Benkeblia et al. [14] reported that the essential
oil of Allium sativum exhibited marked antibacterial activity.

Aspergillus niger and Penicillium cyclopium were
significantly inhibited particularly at 50 ml/l concentration
[14].

Ammoides verticillata is used for the treatment of
gastrointestinal disorders, lack of appetite and bronchial
problems. Many properties have been reported: fungicidal,
antimicrobial, antiviral and anti-aggregative effects on
human beings [15, 16]. Senouci et al. [17] reported that
essential oil of Ammodes verticillata has demonstrated
promising in vitro and in-vivo antifungal activity to control
infections of olives caused by Aspergillus niger and
Penicillium crustosum. The in vitro antifungal activity of a
combination of some essential oils extracted from the herbs
such as Thymus vulgaris, Salvia officinalis, Eucalyptus
globulus and Mentha piperita against some filamentous
fungal strains Metrhizium sp., Ophiostoma sp., Trichoderma
sp. and Enicillium expansum was determined. The results
demonstrated that combined essential oils is very active
against filamentous fungi tested. Some other studies have
concluded that combinations essential oils have greater
antimicrobial activity than their individual components [18,
19]. Although the antifungal properties of Curcuma longa,
Allium sativum and Ammoides verticillata essential oils have
been reported, to our best knowledge, data on comparisons
of antifungal activity of their essential oils combined, are no
reported. This work is a part of our continuing program
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aiming isolating extracts that might control fungal diseases.
The main objective of this study were to asses the chemical
composition of essential oils of these three plants, their in-
vitro activity against P. expansum, F. solani R. stolonifer and
A. alternata, and the potential in-vivo activity of oils blends
against fungi.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. Plant Material and Essential Oils Extraction

A. verticillata (Aerial parts) and 4. sativum (Cloves) were
collected in Western Algeria during flowering (May—July).
C. longa was purchased from an herbalist. Voucher
specimens were deposited in the herbarium of the University
of Tlemcen. A4. verticillata (A.V on.05/2018) and 4. sativum
(A.S. 07.2018). Essential oils were obtained by
hydrodistillation for 5 h using a Clevenger-type apparatus
according to the European Pharmacopoeia [20] and yielded
(W/w) 2.6% from A. verticillata, 0.2% from A. sativum and
1.2% from C. longa.

2.2. Analysis Conditions
2.2.1. Gas Chromatography

Analyses were carried out using a Perkin Elmer Clarus
600 GC apparatus equipped with a dual-flame ionization
detection system and two fused-silica capillary columns (60
m x 022 mm LD, film thickness 0.25 pm), Rtx-1
(polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (poly-ethyleneglycol).
The oven temperature was programmed from 60°C to 230°C
at 2°C/min and then held isothermally at 230°C for 35 min.
The injector and detector temperatures were maintained at
280°C. The essential oils were injected in the split mode
(1/50), using hydrogen as the carrier gas (0.7 mL min™"); the
injection volume was 0.2 pL. The retention indices (RI) of
the compounds were determined from Perkin-Elmer
software.

2.2.2. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)

Essential oils were analyzed using a Perkin Elmer Turbo
mass detector (quadrupole) coupled to a Perkin Elmer
Autosystem XL equipped with Rtx-1 fused silica capillary
columns and Rtx-Wax (poly-ethyleneglycol), (ion source
temperature, 150°C; ionization energy, 70 eV). lonization
energy MS was acquired over a mass range of 35-350 Da
(scan time, 1 s). Other GC conditions were the same as
described for GC, except the split was 1/80.

2.2.3. Component Identification and Quantification

Identification = of  individual = components  was
accomplished by comparing their GC retention indices (RIs)
on nonpolar and polar columns, determined relative to the
retention time of a series of n-alkanes with linear
interpolation, with those of authentic compounds or literature
data [21, 22] and through computer matching with
commercial mass spectral libraries [23, 24] and also by
comparing the spectra obtained with those of the in-house
laboratory library. The quantification of Eos and hydrosol
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extract components was performed using peak normalization
(%) abundances calculated by integrating FID response
factors relative to tridecane (0.7 g/100 g), used as an internal
standard.

2.3. Antifungal Activities
2.3.1. Pathogenic Fungal Strains

Alternaria alternata, Penicillium expansum, Fusarium
solani and Rhizopus stolonifer were isolated from naturally
decayed tomato after storage of several weeks. These isolates
were the most aggressive ones in our collection and
produced the largest lesions on fruit. A pure culture of these
fungi was maintained on potato dextrose agar medium
(PDA: potato 200, dextrose 20 g and agar 15 g/L in distilled
water at 25°C) in the presence of a quantity of lactic acid
(25%) to stop the growth of bacteria. The plates were
incubated at 25+2°C for 8 days and darkness.

The spores were obtained from the surface of the agar
and suspended in 5 mL of sterile distilled water containing
0.1% v/v Tween 80. Spore suspensions were filtered through
four layers of sterile cheesecloth to remove mycelial
fragments. In parallel, an inoculum was prepared and
quantified at 1x10° spores/mL using a hemacytometer (Bio-
Rad's TC20), Cellometer Vision, as previously reported [25].
The fungal morphology was studied macroscopically by
observing the colony features (color, shape, size and
hyphae), and microscopically using a lactophenol cotton
blue-stained slide mounted with a small portion of the
mycelium [26, 27].

2.3.2. In-vitro Antifungal Assay

Antifungal activity of the essential oils and their blends
was tested against the aforementioned strains. The method
used was of Tian et al. [28] with a small modification
(Tween-20 has been replaced by DMSO), which was based
on a method published by Singh et al. [29]. Aliquots of
essential oils dissolved separately in 0.5 ml of 10% (v/v)
DMSO were pipetted aseptically to 9 cm glass Petri dishes
containing 9.5 ml of molten PDA to procure the requisite
concentrations (100 to 400 puL/L). In regards to essential oils
blends, a ratio of 1: 1: 1 by volume was mixed for each
combination and a series of concentrations ranging from 100
to 400 uL/L were prepared. The fungicide used in this study
was “Artea 330EC”. It is a versatile systemic foliar fungicide
from the triazole chemical family. Concentrations ranging
from 100 to 600 puL / L were prepared. A mycelial disc of 9
mm of diameter, cut from the periphery of the 5-day pre-
culture, was inoculated aseptically into the center of each
Petri dish. All Petri dishes were sealed with sterile parafilm
and incubated at 28°C for 9 days. The effectiveness of the
treatment was evaluated daily by measuring the average of
the two perpendicular diameters of each colony. The
percentage inhibition of growth of the four fungi tested,
relative to the control, was calculated on the 9th day, using
the following formula [30].

DI(%) = TNIN x 100

where, = TNI: Total number of infected tomatoes and N =
total number of tomatoes assessed.
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2.3.3. In-vivo Antifungal Assay

The in-vivo antifungal activity of the essential oils and
their blends on wound-inoculated tomatoes was carried out
using the method of Belabbes et al. [25]. Tomatoes were
selected according to their maturity, uniformity and
especially the absence of visible symptoms of rot on their
surface. Using a cotton-bud, 10° spore/mL of the fungal
inoculum prepared beforehand, was scrapped on the surfaces
of the colonies and was resuspended in distilled water
containing 0.5% Tween 80. Filter papers of 4 cm of diameter
were impregnated of 20 mg of essential oils and placed into
polystyrene containers (1L) (without any solvent) to reach a
final concentration of 20 pL/L air. Control experiments were
performed without any treatment. All the containers were
then stored at 25 = 1°C for ten days with humidity of 60%.
The experiments were carried out three times. The
percentage disease index of infection on the tomatoes fruits
was determined using the formula:

DI(%) = TNIN x 100

where, = TNI: Total number of infected tomatoes and N =
total number of tomatoes assessed.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis of variance (ANOVA) was performed
using the SAS software and means were separated using the
Least Significant Difference (LSD) test at P < 0.05. Analysis
of each test was performed in triplicate.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Chemical Composition of Essential Qils

The essential oils obtained from three plants by the

hydrodistillation method were analyzed using gas
chromatography (GC) and gas chromatography-mass
spectrometry  (GC-MS)  techniques. The chemical

composition of the essential oils was given in Table 1.
Twelve components accounting for 92.4% were identified in
the essential oil of 4. verticillata (Table 1). The essential oil
was mainly represented by oxygenated monoterpenes
(59.4%), followed by monoterpene hydrocarbons (39.0%).
The major components were carvacrol (33.2%), limonene
(28.1%) and p-cymene (25.2%). The comparison of our
results with other reports indicated that A. verticillata
essential oil presented thymol [31] and carvacrol chemotypes
[32]. Bekhechi et al. [15] isolated and identified by GC-MS,
fourteen components, the major constituents of the flowering
stage were isothymol, whereas in other cases, thymol was
predominant. The essential oil of 4. sativum was represented
only by sulfur compounds with a percentage of 91.5%. The
major components were diallyl trisulfide (31.5%), diallyl
disulfide (29.8%) and allyl methy! trisulfide (16.8%). The oil
composition from our study shows quantitative similarities
from previously published reports on garlic oil. Generally, in
the previous works found diallyl disulfide (27.1-46.8%) and
diallyl trisulfide (19.9-34.1%) to be the dominant
components, followed by allyl methyl trisulfide (8.3-18.2%),
and allyl methyl disulfide (4.4-12.0%) [33-37]. For example,
the major components of Serbian garlic essential oil were
diallyl trisulfide (33.6%), diallyl disulfide (28.1%), and
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Table 1. Chemical composition of essential oils.
Percentages
No.? Compounds NIR," IR, Identification ¢
A. verticilata A. sativum C. longa
1 Diallyl disulfide 846 847 - 3.9 - RI, MS
2 Allyl methyl disulfide 908 906 - 4,4 - RI, MS
3 Methyl trans-propenyl disulfide 926 1536 - 0,8 - RI, MS
4 a-Thujene 932 925 0,1 - - RI, MS
5 a-Pinene 931 932 0,6 - - RI, MS
6 Dimethyl trisulfide 948 953 - 2,2 - RI, MS
7 Sabinene 964 966 0,1 - - RI, MS
8 Myrcene 976 982 0,5 - - RI, MS
9 p-Cymene 1010 1012 25,2 - - RI, MS
10 Limonene 1020 1021 28,1 - - RI, MS
11 y-Terpinene 1047 1049 9,6 - - RI, MS
12 Terpinen-4-ol 1161 1162 0,8 - - RI, MS
13 Diallyl disulfide 1079 1070 - 29,8 - RI, MS
14 Allyl methyl trisulfide 1126 1119 - 16,8 - RI, MS
15 1,4-Dimethyltetrasulfide 1238 1240 - 0,5 - RI, MS
16 Thymol 1266 1269 0.2 - - RI, MS
17 Carvacrol 1282 1278 33,2 - - RI, MS
18 Diallyl trisulfide 1288 1278 - 31,5 - RI, MS
19 o-Humulene 1456 1456 0,1 - - RI, MS
20 y-Muurolene 1471 1469 0,2 - - RI, MS
21 Diallyl tetrasulfide 1482 1509 - 1,6 - RI, MS
22 B-Sesquiphellandrene 1516 1517 - - 10,5 RI, MS
23 tans-Caryophyllene 1521 1518 - - 0,3 RI, MS
24 (E)-a-Bisabolene 1532 1536 - - 0,3 RI, MS
25 cis-Hydrate sesquisabinene 1565 1564 - - 2,1 RI, MS
26 Germacrene-B 1553 1559 - - 1,1 RI, MS
27 trans-Sabinene hydrate 1565 1562 - - 0,4 RI, MS
28 Caryophylene oxide 1576 1578 - - 2,1 RI, MS
29 Zingiberenol 1 1599 1599 - - 0,9 RI, MS
30 Zingiberenol 2 1613 1614 - - 2,8 RI, MS
31 Ar-Turmerone 1639 1642 - - 32,1 RI, MS
32 oa-Turmerone 1649 1656 - - 24,5 RI, MS
33 B-Bisabolol 1653 1660 - - 0,4 RI, MS
34 B-Turmerone 1680 1685 - - 15,6 RI, MS
Identification % 98,7 91,5 93,1
Monoterpene hydrocarbons 39.0 - -
Oxygenated monoterpenes 59.4 - -
Oxygenaded sesquiterpenes - - 82.0
Sesquiterpene hydrocarbons 0,3 - 11,1
Sulfur compounds - 91,5 -

“Order of elution is given on apolar column (Rtx-1). ® Retention indices of literature on the apolar column (IRIa). ¢ Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa). ¢ RI: Retention
Indices; MS: Mass Spectra in electronic impact mode.
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Table 2. Antifungal activity of individual essential oils.
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Percentages of Inhibitions (%) Artea
Microorganisms 330EC
A. verticillata A. sativum C. longa (uL/L)
Concentrations 100%
WL/L 100 200 400 100 200 400 100 200 400 Inhibition
) 69,3 + 90,7 + 46,3 + 60,3 + 97,4+ 24,1 + 352+ 59,2 +
P. expansum 35 by 100 £ 00 s 39 39 39 s 02 512
F solani 359+ 45,9 + 97,4+ 10,4 + 30,0 £ 79,2 £ 11,1 £ 21,5+ 32,6 452
" 2.6 5.6 1.4 0.9 0.4 2.1 0.9 0.8 +.0.8
. 24,1 + 36,3 + 71,5+ 23,3+ 45,5 + 73,3 £ 10,0 £ 17,7+
R. stolonifer 12 41 27 71 " 51 6,3+0.5 02 17 > 600
112+ 252+ 37.1+ 06.3 + 12.1+
A. alternata 0.9 49 6.4 00 + 00 05 31 00 £+ 00 00 + 00 00 + 00 425

allyl methyl trisulfide (17.8%) [35]. The French garlic oil is
composed of diallyl disulfide (37.9%), diallyl trisulfide
(28.1%) and allyl methyl trisulfide (7.3%), diallyl sulfide
(6.6%), diallyl tetrasulfide (4.1%) and allyl methyl disulfide
(3.7%) [37].... etc. The chemical composition of essential oil
of C. longa were characterized principally by oxygenated
monoterpenes such as Ar-turmerone (32.1%), o-turmerone
(24.5%) and B-turmerone (15.6%). Our study demonstrated
that the main components of the C. longa essential oil were
ar-turmerone, o-turmerone and P-turmerone. These results
agree with those obtained previously [38-41].

3.2. In-vitro Antifungal Activity of Individual and
Combined Essentials Oils

The antifungal activity of essential oils was evaluated
against four microorganisms (P. expansum, F. solani, R.
stolonifer and A. alternata); their potencies were assessed by
the presence or absence of the inhibition percentages. The
results obtained from Tables 2 show that percentages of
inhibition of mycelial growth increased with the increasing
concentration of essential oils for all strains tested. The
essential oils of 4. verticillata and A. sativum showed very
good antifungal activity against P. expansum, F. solani and
R. stolonifer compared to the reference fungicide Artea
330EC. At the concentration of 400 pL/L, the strains of P.
expansum (100% and 97.4%), F. solani (97.4% and 79.2%)
and R. stolonifer (71.5% and 73.3%) were more sensitive to
essential oils of A. verticillata and A. sativum, respectively.
However, 4. alternata was less sensitive, with percentages of
inhibition of 57.1% and 22.1%, respectively. However, no
activity against A. alternata was observed with essential oils
of A. sativum and C. longa (Table 2).

The antifungal activity of the essential oil blends
examined in this study is presented in Table 3. Among these
blends, the combined essential oils of A4. sativum and C.
longa showed the best activity with greater effects against P.
expansum (100%), F. solani (95.2%), R. stolonifer (95.1%)
and A alternata (58.5%) at a concentration of 400 pL/L
compared to other blends and individual essential oils. The
second most effective essential oils combination (400 pL/L)
was essential oils of A. verticillata and A. sativum blend,
with percentages for mycelial reduction for P. expansum, F.
solani, R. stolonifer and A alternata of 99.3%, 90.3%, 84.4%
and 33.3%, respectively. On the other hand, data indicated
that the essential oils blends of 4. verticillata + C. longa, and

A. verticillata + A. sativum + C. longa were less effective
except for P. expansum which was inhibited with a
percentage of 99.2% and 100%, respectively (Table 3).
Comparing the results of essential oils blends with the
individual oils, we noticed that the combined essential oils of
A. sativum and C. longa showed the best synergistic effect
on the inhibition of mycelial growth of all fungi tested
(Tables 2 and 3).

On the basis of the results obtained, it seems that the
association of the sulfur compounds (91,5%) with the
oxygenated sesquiterpene compounds like the aromatic-
turmerones (72.2%) and/or carvacrol (33.2%) and p-cymene
(25.2%) considerably increases the antifungal activity.
While, the association of sulfur compounds with aromatic-
turmerones and oxygenated monoterpenes all together,
showed no synergistic effect.

3.3. Effect of the Essential Oils on Disease Development
In-Vivo Conditions

Due to the promising results of in-vitro tests, the blend of
A. sativum and C. longa essential oils was chosen to
determine its protective effects against tomato diseases
caused by P. expansum, F. solani, R. stolonifer and A.
alternata. According to Table 4 and Fig. (1), the in-vivo
activity showed that the severity of the disease caused by all
fungi was significantly reduced (P < 0.05). Essential oils
blend used with the concentration of 20 uL/L air, showed a
very interesting protective effects on tomato up to ten days
against P. expansum (100%), R. stolonifer (90%), F. solani
(50%) and A. alternata (30%) (Table 4), compared with the
controls, which were completely damaged (Fig. 1). In this
study, the antifungal activities of the essential oils of three
plants widely used in traditional medicine with the hope to
find new natural antifungals to fight microorganisms that
contaminate food and environment against the many
fungicides are known for their toxic and/or mutagenic
effects. Our study indicated that A. verticillata, A. sativum
and C. longa essential oils possess interesting antifungal
activities against P. expansum, F. solani, R. stolonifer and A.
alternata. In addition, the essential oils blend of A. sativum
and C. longa showed a protective effect of tomatoes in post-
harvest conditions against all fungi. The antifungal
properties of our essential oils may be related to its chemical
profiles, particularly to the relatively high percentage of
monoterpenes such as the p-cymene, limonene and carvacrol
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Table 3. Antifungal activity of essential oils blends.
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Percentages of inhibitions (%)

. Artea
Mlc'roorgan A. verticillata + A. sativum 330EC
Isms A. verticillata + C. longa A. verticillata + A. sativum A. sativum + C. longa + (BL/L)
C. longa
1 0,
Concentrati 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100%
ons pL/L Inhibition
P. 455+ | 692+ | 992+ | 563+ | 71,8+ | 993+ | 348+ | 788+ | 100+ | 233+ | 455+ | 100+ s
expansum 23 1.7 3.1 6.5 238 15 0.6 2.1 00 1.0 3.2 00
| 17,7+ | 233+ | 40,0+ | 289+ | 455+ | 903+ | 184+ | 342+ | 952+ | 27,1+ | 34,1+ | 50,7+
F. solani 0.8 0.9 08 1.1 1.6 12 0.4 12 17 0.6 35 2.1 452
R stolonifer | 137% | 177% | 241% | 118 | 385+ | 84dx | 174+ | 633+ | 951 | 37+ | 233+ | 285+ - 600
- 0.6 1.1 0.3 0.6 3.6 1.6 0.2 3.2 1.5 0.2 1.6 1.3
A alternara | 06:5% | 103+ | 233+ | 075+ | 223+ | 333+ | 203+ | 325+ | 585 | 00& | 112+ | 274 05
: 0.2 0.5 12 0.3 29 0.2 0.9 0.8 22 00 0.5 2.3

T omatoes treated

Controls

Fig. (1). Protective effects of 4. sativum and C. longa essential oils blend after ten days of storage at 25 + 1°C.

Table 4. Effect of A. sativum + C. longa essential oil blend on the protective of tomatoes against the infection caused by fungi.
PDI (%)
Essential oil blend
Days Controls i
(A. sativum + C. longa)
P. expansum F. solani R. stolonifer A. alternata P. expansum F. solani R. stolonifer A. alternata
1th 0 0 0 0 0 0 0 0
2th 10 20 30 0 0 0 0 10
4th 30 50 50 10 0 10 0 30
6th 60 80 60 20 0 30 0 40
8th 100 100 100 50 0 40 0 60
10th 100 100 100 60 5 50 10 70
R. stolonifer A. alternata
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for A. verticilata, and Ar-turmerone, o-turmerone and [-
turmerone for C. longa. On the other hand, the properties of
essential oil of A. sativum are due to high percentages of
sulfur compounds. Phenylpropenes such as p-cymene and
carvacrol are the main compounds in many essential oil
plants and a large body of evidence suggests that these
components possess antibacterial and antifungal activities
[42-44]. Many researches in Turmeric essential oil showed
antifungal, antibacterial, antioxidant and antitumor effects.
The inhibitory effect of turmeric essential oil against
microorganisms has been reported by many authors [45-48].
Little is known about the in-vitro and in-vivo antifungal
activities of turmerones. However, it has been reported that
turmerones have shown in the in-vitro tests anti-
inflammatory effects in microglial cells [49] and anti-
inflammatory effects in amyloid B-stimulated microglia [50].
Allium sativum L. is a pungent spice very use in traditional
medicine for its various properties. It has been reported that
garlic has been known to possess antioxidant, antimicrobials
and antifungal activities. These properties are mainly due to
organosulfur compounds like diallyl trisulfide and diallyl
disulfide known for these various properties [S1]. On the
other hand, A. sativum and C. longa essential oils blend
showed a very good antifungal activities under in-vivo and
in-vitro conditions. This increase in activity may be due to
the association between major compounds such as Ar-
turmerone, o-turmerone and B-turmerone with diallyl
disulfide, allyl methyl trisulfide and diallyl trisulfide or
owing to a synergistic effect with all active components
present in both oils.

CONCLUSION

The essential oils blend of C. longa and A. sativum had
high level of turmerones and organosulfur compounds. The
mixture exhibited high antifungal activities against P.
expansum, F. solani, R. stolonifer and A. alternata strains
and demonstrated promising in-vivo antifungal activities to
control tomatoes infection. The development of natural
antifungals based on essential oil blends may be an attractive
adventure to decrease the negative effect of synthetic
fungicide.
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Résumé : L’étude de I’infestation des olives par Bactrocera oleae et la flore pathogéne qui lui est associée d’une
part ; I’étude phytochimique des huiles essentielles des plantes médicinales Ammoides verticillata, Curcuma longa
et Allium sativum ,d’autre part ont permis d’obtenir des résultats servant a connaitre leurs taux de toxicité contre
les bioagresseurs de 1’olivier, leurs effets synergiques et la micro-encapsulation de I’huile essentielle de Ammoides
verticillata. Les taux d’infestation de la mouche représentés par le nombre de piqires et de trous de sortie, montrent
des variations significatives aux différentes dates d’observation. L’activité antiparasitaire de ’huile essentielle
d’Ammoides verticillata a confirmé son efficacité et montré son pouvoir insecticide sur Bactrocera oleae avec une
mortalité de 100% de I’insecte adulte aux faibles doses de 2ul/L d’air. L’HE d’A. verticillata a montré une bonne
activité antimicrobienne contre toutes les souches testées, Gram (—) ou (+) et méme sur la levure C. albicans. Les
huiles essentielles de A. Verticillata et A. sativum ont montré une trés bonne activité antifongique contre P.
expansum (100% et 97,4%), F. solani (97,4% et 79,2%) et R. stolonifer (71,5% et 73,3%) respectivement, par
rapport au fongicide de référence Artea 330EC a la concentration de 400 pL / L.
Le mélange des huiles essentielles de C. longa et A. sativum avait un niveau élevé de turmerones et de composés
organosulfurés et présentait le meilleur effet synergique sur l'inhibition de la croissance mycélienne, des activités
antifongiques prometteuses, in vivo, pour contréler l'infection des tomates. Nous avons procédé a I'encapsulation de
I’huile essentielle d’Ammoides verticillata par coacervation complexe avec la gomme d'amandier -gélatine, et
gomme arabique -gélatine comme polysaccharide servant a protéger et préserver les composés aromatiques des
huiles essentielles contre la dégradation thermique et la volatilit¢ et facilitant leur relargage lors des
traitements.
Mots clés : huile essentielle, Bactrocera oleae, Ammoides verticillata, activités biologiques, encapsulation

Abstract: The study of the infestation of olives by Bactrocera oleae and the pathogenic flora associated with it on
the one hand; phytochemical study of the essential oils of medicinal plants Ammoides verticillata, curcuma longa
and Allium sativum, on the other hand have obtained results used to know their toxicity levels against the
bioagressors of the olive tree, their synergistic effects and the micro-encapsulation of the essential oil of Ammoides
verticillata. The fly infestation rates, represented by the number of stings and exit holes, show significant variations
at different viewing dates. The antiparasitic activity of Ammoides verticillata essential oil confirmed its
effectiveness and showed its insecticide power on Bactrocera oleae with a 100% mortality of the adult insect at
low doses of 2ul/L of air. The essential oil of A. verticillata has shown good antimicrobial activity against all
strains tested, Gram+ or Gram — and even on the yeast C. albicans. Essential oils of A. Verticillata and A. sativum
showed very good antifungal activity against P. expansum (100% and 97.4%), F. solani (97.4% and 79.2%) and
R. stolonifer (71.5% and 73.3%) respectively, compared to the reference fungicide Artea 330EC at the
concentration of 400 pL / L. The mixture of essential oils of C. longa and A. sativum had a high level of turmerones
and organosulfur compounds and had the best synergistic effect on inhibition of mycelial growth and exhibited
promising antifungal activities, in vivo, to control infection of tomatoes. The study of the encapsulation of the
essential oil of Ammoides verticillata by complex coacervation with almond gum-gelatin, and arabic gum-gelatin
as a polysaccharide serves to protect and preserved the aromatic compounds of essential oils against thermal
degradation and volatility

Keywords: essential oil, Bactrocera oleae, Ammoides verticillata, biological activities, encapsulation



