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Influence de l’indice phénologique sur l’activité antimicrobienne de 

l’huile essentielle de bigaradier« Citrus aurantium L. »  

Résumé 

 

Les produits biologiques sont recherchés les huiles essentielle pour leur efficacité dans 

plusieurs secteurs pharmaceutiques et agricoles. Notre étude a porté sur l’évaluation 

de l’indice phénologique sur l’activité antimicrobienne De l’huile essentielle de Citrus 

aurantium L. à savoir vis à vis des champignons phytopathogènes (Fusarium 

oxysporum f.sp lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp albedinis) suivant un seul 

mode d’administration, diffusion par disque. Les résultats ont montré que le rendement 

soit faible et pas très différent et que les diverses stade phénologique expriment un 

fort pouvoir inhibiteur suivant le gradient des concentrations du principe actif. La 

caractéristique propre que l’huile elle a des différent effets sur les deux champignons 

et elle a efficace d’un champignon et pas d’un l’autre. Cette approche nous permet de 

valider l’utilisation des huiles essentielles dans diverse domaines relatifs à la gestion 

antimicrobienne.  

 

Mots clés : feuilles d’oranger amer, CG/SM, DMSO, champignon phétopathogène, 

activité anti fongique, diffusion par disque.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 تأثير المؤشر الفينولوجي على النشاط المضاد للميكروبات من الزيوت الأساسية من البرتقال المر

« Citrus aurantium L. » 

 ملخص 

 

تأمين يتم البحث عن المواد البيولوجية لفعاليتها في العديد من القطاعات الصيدلانية والزراعية. حيث تساعد الصياغة على 

  الموارد النباتية والمحافظة عليها، مع حماية المادة الفعَالة.

الزيت العطري ال اساسيستنا على تقييم المؤشر الزمني لاستخلص . ركزت درا Citrus aurantium L. ضد     

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici)  فطريات ممرضة للنبات و  Fusarium oxysporum f.sp 

albedinis المختلفة تعبر عن  هرت النتائج أن المراحل الزمنية. أظوضع الأقراص بطريقة النشر المباشرمن خلال ( 

وله  ينأن الزيت له تأثيرات مختلفة على كل من الفطر بينت صياغةقوة مثبطة قوية وفقًا لتدرج تركيزات المبدأ النشط. 

هذا المنهج يسمح لنا بصحة استخدام الزيوت الأساسية في مختلف المجالات المتعلقة الآخر.  على واحد اكتر من تأثير

.والبكتريابمحاربة الفطريات   

 

 

، الفطريات المسببة للأمراض النباتية، النشاط الفطري، CG / MS ،DMSO: أوراق البرتقال المر، الكلمات الرئيسية

 انتشار القرص

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Influence of the phenological index on the antimicrobial activity of 

the essential oil of bitter orange   « Citrus aurantium L. »  

 

Abstract 

 

Organic products are sought essential oils after for their effectiveness in several 

pharmaceutical and agricultural sectors. Our study focused on the evaluation of the 

phonological index on the antimicrobial activity of the essential oil of Citrus aurantium 

L. namely with respect to phytopathogenic fungi (Fusarium oxysporum f.sp 

lycopersici and Fusarium oxysporum f.sp albedinis) following a single mode of 

administration, broadcast by disk. The results showed that the various phenological 

stages express a strong inhibitory power according to the gradient of the 

concentrations of the active principle. The clean characteristic that the oil has 

different effects on both mushrooms and it has effective one by the other. This 

approach allows us to validate the use of essential oils in various areas related to 

antimicrobial management 
 

Key words: leaves of bitter orange, CG / MS, adjuvant, fungus, anti-fungal activity, 

disk diffusion 
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Introduction 

  

Les nouvelles recherches ont soulevé la possibilité d'employer de nouveaux composés 

naturels qui peuvent agir en tant que biofongicides (Field et al. 2006 ; Lee, 2007 ; 

Regnault-Roger, 2012 ; Kassi et al. 2014 ; Xue et al. 2014). La lutte contre les 

champignons par l’application de fongicides naturels a pris un envol très important 

dans les stratégies alternatives aux fongicides de synthèse. Ces derniers sont à 

l’origine de beaucoup de maladies de plantes. Ils causent de grandes pertes de 

rendement dans les champs et affectent la qualité des aliments en conservation 

(Laplace, 2006). 

 

Les huiles essentielles avec leurs larges spectres d’action vis-à-vis d’un grand nombre 

d’espèces fongiques constituent une alternative très prometteuse, sans être une 

source de danger pour la santé humaine ou de pollution pour l’environnement (Broydé 

et Doré, 2013). 

 

Le potentiel d’utilisation des huiles essentielles et de leurs constituants comme 

fongicides est renforcé par leur biodégradabilité. Leur utilisation courante par l’homme 

est sous forme de plantes aromatiques ou médicinales. En outre, l’apparition des 

souches fongiques résistantes aux fongicides à base d’huiles essentielles est 

fortement improbable à cause de la composition souvent polymoléculaire de ces huiles 

et de l’action synergique de leurs constituants (Bagamboula et al. 2004). 

 

Les huiles essentielles de Citrus aurantium L. sont utilisées dans plusieurs produits 

comme aromatisants et additives tels que les aliments, les jus, les produits 

cosmétiques et médicinaux. Elles sont utilisées pour leurs propriétés antioxydants, 

germicides et anticancérigènes (Mukhopadhaya, 2000 ; Sawamura, 2010). Les 

huiles essentielles de Citrus aurantium L. occupent un large spectre des propriétés 

antifongiques qui sont dévoilées par les différentes stade phénologique en leur 

permettant d'être considérées comme des agents antimicrobiens efficaces dans le 

traitement de certaines infections et dans la lutte contre certains organismes 

phytopathogènes. Le but principale de la présente étude est (i) d’évaluer les 

potentialités antifongiques d’une même huile essentielle issue de diverses stade et de 
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(ii) renseigner les variations en composés chimiques des huiles essentielles sous 

l’influence de l’indice phénologique. Le recours à ce type d’étude apportera une valeur 

ajoutée aux secteurs pharmaceutique et agricole, compte tenu de l'importance 

économique de la disponibilité du matériel végétal dans la production de produits 

antimicrobiens naturels.  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I : 

Partie  bibliographique 
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1. Les Agrumes 

 

1.1. Généralités sur les Agrumes 

 

Les agrumes sont originaires du Sud-Est asiatique où ils sont connus depuis 4200 

ans et cultivés depuis 3000 ans (Jacquemont et al ,2013). 

 

La diffusion des agrumes à travers le Monde s'est faite très lentement. Le cédratier 

(Citrus medica) fut la première espèce connue en Europe (300 ans av. J.-C). Le 

bigaradier (Citrus aurantium L amara), le citronnier (Citrus limon L Burm) et l’oranger 

(Citrus sinensis Obseck) n'ont été introduits dans le bassin méditerranéen que vers 

la moitié du XIIe siècle, et le mandarinier (Citrus reticulata Blanco) au XIXe siècle 

(Goetz, 2014). 

 

Les agrumes présentent une grande capacité d'adaptation à des conditions 

pédoclimatiques très différentes. La superficie totale plantée en agrumes dans le 

monde est évaluée en 2011 à plus de 8 millions hectares (Faostat, 2014) répartis sur 

une aire très large située approximativement entre les 40° de latitudes Nord et Sud 

tout autour du Monde (Ndo, 2011). 

 

Cinq espèces se partagent de façon très inégale le verger agrumicole algérien. La 

prédominance revient aux orangers qui occupent plus de 62,3 % de la superficie 

totale. Les clémentiniers et mandarine suivies de loin avec 30,4 %, puis arrivent les 

espèces qui se vendent plus difficilement : les citronniers (6,2 %), les pomelos (0,4%) 

et autres (0,7 %) (Kerboua, 2002). 

 

En 2011, les agrumes occupaient la première place des productions fruitières dans le 

monde avec plus de 115 525.2 milles de tonnes produites (F.A.O, 2012), en Algérie 

ils occupent une superficie de 63.589 ha en 2010 (Bellabas, 2011) avec une 

production de 571.000 de tonnes (F.A.O, 2012). 

 

Quant aux Plantes à Parfums Aromatiques et Médicinales (PPAM), les huiles 

essentielles d’agrumes, destinées à des secteurs d’activité aussi divers que 

l’agroalimentaire, la cosmétologie, l’industrie pharmaceutique ou encore 

l’aromathérapie, occupent une place importante dans la production mondiale 

(Monajemi et al, 2005). Les trois quarts de la production d’huiles essentielles 

d’agrumes proviennent de l’aire méditerranéenne et des USA tandis que le Brésil et 

l’Argentine assurent le dernier quart (Dugo et Di Giacomo, 2004). 

 

L'intérêt c’est d’orienter l’extraction de l'huile essentielle des fruits de Citrus à celui 

des feuilles. Elles sont devenues une nouvelle source en huile essentielle vu leurs 

développements rapides et leurs disponibilités durant toute l’année (Cheng et Lee, 

1981) 
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1.2. Caractéristiques botaniques 

 

Le bigaradier est un arbre de 3 à 10 mètres, très ramifié avec une couronne 

arrondie ; des feuilles simples, elliptiques, à pétiole ailé, luisant, alterné, parsemé de 

glandes aromatiques et persistantes avec une épine à l'aisselle des feuilles 

inférieures, pétiole de 2 à 3 cm de long ; fleurs axillaires, très parfumées, de couleur 

blanchâtre ou rose, plus grandes que celles de l'oranger doux et très odorant. Elles 

fleurissent au début du printemps. Le fruit rond, de 5 à 8 cm de diamètre, avec 8 à 12 

segments, peau rugueuse teintée de vert ou de jaune, fortement aromatique, pulpe 

très acide et de saveur très amère (Manner et al., 2006). 

 

 
 

Figure 01 : Citrus aurantium L. (Jean-Noël Falcou, 2019) 

 

 

1.3. Taxonomie de Citrus aurantium L. 

 

1.3.1. Etymologie 

 

Nom scientifique : Citrus aurantium L. 

Nom arabe : la randj ; الرنج (Farid, 2011). 

Noms communs : bigaradier ; orange amère Lucienne (2010). 
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1.3.2. Classification botanique 

 

Embranchement : Spermaphytes. 

Sous embranchement : Angiospermes.              

Classe : Dicotylédones. 

Sous classe : Dicotylédone. 

Ordre : Rutales. 

Famille : Rutacées. 

Genre : Citrus. 

Espèce : Citrus aurantium. Loussert (1989). 

 

 

1.3.3. Propriétés thérapeutiques 

 

-Hypnotiques léger. 

-Diminue l’amplitude des contractions cardiaques. 

-Son utilisation est recommandée en cas de spasmes cardiaques. 

-Palpitations. 

-Diarrhée chronique. 

-Indigestions. 

-Insomnies. 

 

 

1.3.4. Propriétés et usage thérapeutique de l’huile essentielle du bigaradier 

 

Le Bigaradier (Citrus aurantium) contient des essences dans chacun de ses organes 

: feuilles, fleurs, fruits, écorce, rameaux (Michelle, 2010). 

Les feuilles de Bigaradier proviennent de la taille annuelle des arbustes ; on distille 

les rameaux portant des feuilles et de tous jeunes fruits appelés « petits grains », 

d’où le nom commun de cette huile essentielle. Il faut distiller environ 100 kg de 

végétaux pour obtenir 1 litre d’huile essentielle. Cette essence à une odeur chaude 

et un goût très amer (Michelle, 2010) ; Obtenue par expression à froid, par 

distillation ou par solvant, de densité entre 0,845 à 0,860 ; son pouvoir rotatoire de 
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+95,5° à +99° (Salle, 1991). La famille chimique majoritaire de cette huile essentielle, 

à 60 %, s’appelle les esters, dont l’action principale se situe sur le plan nerveux. 

 

-La composition biochimique de l’essence de, « Petit grain bigarade » (Limonène- 

aldéhyde-) pour les personnes nerveuses, tendues, souffrant de spasmes en tout 

genre. 

 

-C’est une huile essentielle forte intéressante sur le plan psychique, qui aide à 

résoudre certains problèmes relationnels se répercutant au niveau des systèmes 

respiratoire, nerveux et circulatoire. Elle a une action puissante sur le plan 

dermatologique, c’est un régénérant cellulaire et des tissus cutanés, utile pour les 

infections comme l’acné, les dartres, les furoncles (Michelle, 2010). 

 

 

2. Généralités sur les huiles essentielles 

 

2.1. Historique 

 

Les premières preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de 

l’an 3000 avant J.C. (Baser & Buchbauer, 2010). Les huiles essentielles semblent 

donc avoir Accompagné la civilisation humaine depuis ses premières genèses. Les 

égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses matières premières 

végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. 

Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine, rites 

religieux, coutumes païennes, alimentation, etc. 

 

L’étape byzantine de la civilisation a permis l’instauration des bases de la distillation 

et, avec l’ère arabe de la civilisation, l’huile essentielle devient un des principaux 

produits de commercialisation internationale. Ainsi, vers l’an mille, médecin et 

scientifique persan, a défini précisément le procédé d’entraînement à la vapeur. 

L’Iran et la Syrie deviennent les principaux centres de production de divers types 

d’extraits aromatiques. 
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Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au 

niveau des techniques d’obtention et de l’analyse de leur composition chimique. 

Parallèlement,   a aussi tiré profit de l’avènement de l’aromathérapie. René-Maurice 

Gatte fosse a créé, en 1928, le terme de l’aromathérapie et il a mené de nombreux 

travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces résultats 

seront à l’origine de nombreuses autres recherches (Besombes, 2008). 

 

 

2.2. Définition 

 

Pour certains auteurs comme (Carette 2000), il est important de distinguer huile 

essentielle et essence ; cette dernière est une sécrétion naturelle élaborée par 

l’organisme végétal, contenue dans divers types d’organes producteurs, variables 

selon la partie de la plante considérée. En revanche, une huile essentielle est un 

extrait naturel de matières premières d’origine végétale, obtenu par distillation par la 

vapeur d’eau, c’est-à-dire que l’huile essentielle est l’essence distillée. 

 

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi 

les 1 500 000 espèces végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », c’est-

à-dire qu’elles synthétisent et sécrètent des infimes quantités d’essence aromatique 

(Bruneton, 1999 ; Degryse et al, 2008). Certaines familles se caractérisent par le 

grand nombre d’espèces à essences qu’elles groupent, en particulier les Labiés, les 

Ombellifères, les Myrtacées et les Lauracées (Benayad, 2008). 

 

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et 

s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en 

surface de la cellule et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans 

des cellules dites cellules à huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des 

poches sécrétrices ou dans des canaux sécréteurs (Bruneton, 1999 ; Hazzit, 2002 ; 

Boz et al, 2009). Elles peuvent être stockées dans tous les organes végétaux : les 

fleurs, les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les graines 

(Bruneton, 1993 ; Anton et Lobstein, 2005). 
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2.3. Biosynthèse et composition chimique 

 

La cellule végétale est le siège de la biosynthèse des composés fondamentaux de la 

matière vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions enzymatiques 

conduisant à la production d’huiles essentielles. Certaines cellules prennent en 

charge ces biosynthèses et également le stockage des métabolites formés. Il s’agit là 

de tout un ensemble de réactions biochimiques participant à la vie des plantes : 

respiration, photosynthèse, etc. Garnéro, (1996). 

 

Il en résulte que les huiles essentielles, constituées des mélanges complexes de 

composés organiques, possèdent des structures et des fonctions chimiques très 

diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants appartiennent, de façon quasi exclusive, à 

deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des 

trapézoïdes (isopréniques, mono terpènes, les sesquiterpènes. Les diterpènes et les 

triterpènes) Bruneton.,(1999) ; Seguin, (2001); Rhayour.,(2002); Bowles.,(2003); 

Chami.,(2005);Clarke.,(2008);Baser et Buchbauer., (2010) d’une part et le groupe 

des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, 

d’autre part, elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus 

dégrada tifs mettant en jeu des constituants non volatils Bruneton.,(1993) ; 

Bruneton.,(1999). 

 

2.4. Extraction des huiles essentielles 

 

Il existe plusieurs méthodes d'extraction des huiles essentielles mais, selon la 

définition de l’AFNOR et l’ISO, les méthodes utilisées pour l’extractions des huiles 

essentielles sont: l'hydro distillation « water distillation » où le matériel végétal à 

extrait est en contact direct avec l'eau en ébullition, la vapeur d’eau produite entraîne 

avec les essences dela plante Belleau.,(1990); Pingot,(1998); 

Bruneton.,(1999);Baser et Buchbauer., (2010), entraînement à la  vapeur « stem 

distillation » à la différence de l’hydro distillation, cette technique ne met pas en 

contact direct l’eau et la matière végétale à traiter (Lesley, 1996 ; Marriott et 

al.,(2001);Lahlou.,(2004); Lucchesi .,(2005) et l’expression à froid, ce procédé est 

réservé surtout aux agrumes (Lesley, 1996; Afnor, 1996). 
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La distillation est la méthode la plus ancienne et également la plus utilisée 

(Bruneton, 1999). En revanche une remarque s’impose dès à présent, la distillation 

ne permet pas d’extraire la totalité des principes actifs lourds d’un végétal mais 

seulement les composés volatils entraînables. De plus, ces procédés présentent des 

inconvénients dus principalement à l’action de la vapeur d’eau ou de l’eau à 

l’ébullition, certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne 

supportent pas les traitements par entraînement à la vapeur d’eau et par 

hydrodistillation (Garnéro, 1996). 

 

Des techniques plus récentes, d’un emploi très limité, pourraient résoudre tous ces 

problèmes, comme l’enfleurage, les fluides subcritiques ou supercritiques, les micro-

ondes, les fluides sous pression, etc. (Kaufmann et Christen, 2002 ; Lucchesi et 

al, 2004 ; Lucchesi, 2005 ; Piochon, 2008). Par exemple la distillation assistée par 

microonde fait aujourd'hui l'objet de beaucoup d'études et ne cesse d'être améliorée 

parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte, économie 

d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et 

hydrolytiques minimisées (Chiasson et al, 2001 ; Kaufmann et Christen, 2002 ; 

Lahlou, 2004 ; Lucchesi et al, 2004 ; Olivero-Verbel et al, 2010).  

 

Figure 02 : schéma d’un montage d’hydro-distillation (Sutour, 2010) 
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2.5. Conservation des huiles essentielles 

 

Les huiles essentielles se conservent dans un flacon en verre opaque à l’abri de la 

lumière à une température en 4°C et 6°C. 

 

 

2.6. Stabilité des huiles essentielles  

 

Les matières actives des produits phytosanitaires ne sont que rarement administrées 

seules. Les huiles essentielles sont volatiles et généralement très sensibles aux 

phénomènes d’oxydation. Les procédés qui conduisent à l’altération naturelle sont en 

générale les activités causées par la chaleur et l’oxygène (O2) de l’air et sont 

catalysés par la lumière et la présence de certains métaux. Ils conduisent à une 

multitude de produits oxygénés souvent très différents. Ces phénomènes d’altération 

modifient fortement la composition chimique des huiles essentielles lors de 

l’application du produit (Chiron, 1996). 

 

Il est nécessaire de les associer à des composes, appelés formulant ou adjuvants, 

sans activité biologique propre, mais sans les matières actives n’auraient qu’une 

efficacité nulle ou insuffisante (Gauvrit et Cabanne. 1993). 

2.7. Intérêt de la formulation des huiles essentielles  

 

Les buts poursuivis sont principalement d’assurer : 

 

-Les stabilités chimique et physique du produit ; 

-Son efficacité biologique et son innocuité à l’égard des cultures ; 

-Les sécurités de l’utilisateur et de l’environnement  

 

Lorsque l’adjonction se fait lors de la préparation industrielle, on parle de formulant ; 

lorsqu’elle se fait lors de l’application du produit, on parle d’adjuvant. Ces buts 

multiples sont atteints grâce à des composés aux fonctions diverses : tensioactifs, 

solvants, dispersants (Gauvrit et Cabanne, 1993).  

 

2.8. Les tensioactifs 

 

Grace à leur structure particulière, qui combine entre deux parties, hydrophobe et 

hydrophile, les tensioactifs peuvent faciliter et accentuer le pouvoir émulsifiant, 

dispersant, étalent, mouillants, solubilisant, et/ou des autres activités intervenant 

dans la formulation des produits agrochimiques (Stolzenberg, 1989). 

 

Les tensioactifs utilisés en agrochimie peuvent agir à différents niveaux :  
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-Dans la formulation proprement dite, au sein même de la bouillie (émulsionnant, 

dispersant) 

-A la surface de la feuille (agent d’étalement, mouillant) (Gauvrit, 1994).  

-Sur les membranes et dans les cellules sous-jacentes a la cuticule (activateur, 

pénétrant) (Coret et Chamel, 1994). 

 

 

 

2.9. Mécanisme d’action des huiles essentielles des citrus sur les 

champignons 

 

Le mécanisme d'action des huiles essentielles à l’égard des micro-organismes est 

complexe. Il est admis que l'action antimicrobienne des huiles essentielles dépend 

de leur nature hydrophile ou lipophile (Kalemba et Kunicka, 2003). 

 

Les huiles essentielles des citrus ont la capacité de pénétrer et perturber la paroi 

cellulaire fongique, perméabilise les membranes cytoplasmiques et enfin 

endommager les membranes mitochondriales (Fisher et Phillips, 2008 ; Akhtar et 

al, 2014). Elles provoquent des changements dans le flux des électrons à travers le 

système de transport des électrons à l'intérieur des mitochondries, endommagent les 

lipides, les protéines, les acides nucléiques et le contenu des cellules fongiques 

(Bakkali et al, 2008 ; Chutia et al, 2009). 

 

Il s'avérer que les terpènes exercent un dysfonctionnement des pompes à protons 

ATPase pouvant conduire à la mort cellulaire (Viuda-Martos et al, 2008). D’un autre 

côté les mono terpènes hydrocarbonés sont dotés d’un pouvoir pénétrant. Ils ont la 

possibilité de traverser les membranes cellulaires en établissant des pores (Jing et 

al, 2014). Ils modifient la fluidité de la membrane par l’insertion des mono-terpènes 

entre les acides gras de la bicouche lipidique membranaire et perturbent par 

conséquent les fonctions cellulaires (Prashar et al, 2003 ; Sharma et Tripathi, 

2008). 

 

2.10. Composants volatiles vis-à-vis des champignons phétopathogènes 

 

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles des citrus ont été 

longuement reconnues (Fisher et Phillips, 2008). La bibliographie consultée 

rapporte les pouvoirs inhibiteurs des huiles essentielles des citrus et de leurs 

composants volatils vis-à-vis des champignons phétopathogènes des genres : 

Aspergillus (Aspergillus. Niger, Aspergillus. Flavus, Aspergillus. Fumigatus, 

Aspergillus. Et Aspergillus. terreus ) , Fusarium , Alternaria et d’autres espèces 

(Gumus et al., 2010 ; Singh et al., 2010 ; Philips et al., 2012 ; Van Hung et al., 

2013 ; Vitoratos et al., 2013 ; Jing et al., 2014 ; Regnier et al., 2014 ;Tao et al., 

2014 ). 
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Pawar et Thaker (2006), ont étudié l’effet de 75 huiles essentielles extraites de 

différentes plantes sur la croissance fongique et la formation des spores d’A. Niger. 

Ils remarquent que les huiles essentielles du bigaradier (Citrus aurantium L.), 

bergamote (Citrus bergamia Risso et Poit) et Citrus bigaradia Hook.f exhibent de 

forts pouvoirs inhibiteurs. 

 

De nombreux auteurs ont tenté de corréler l’activité antifongique des huiles 

essentielles des citrus et de leurs composants volatils et ils rapportent qu’elle est 

conditionnée par l'activité de leurs composants tel que les monoterpènes (Kalemba 

et Kunicka, 2003 ; Matasyoh et al, 2007 ; Singh et al, 2010). 

Beaucoup de recherches indiquent que le pouvoir antifongique exprimé par l’huile 

essentielle des citrus peut être associé à son composant majoritaire (Sharma et 

Tripathi 2008 ; Chutia et al, 2009 ; Viuda-Martos et al, 2009). 

 

D’un autre côté (Hoet et al. 2006), estiment qu’il est possible que l'activité des 

principaux composants soit modulée par d'autres molécules mineures. En général, 

les principaux composants reflètent assez bien les caractéristiques biophysiques et 

biologiques des huiles essentielles à partir desquelles ils ont été extraits (Ipek et al, 

2005) 

 

2.11. Méthodes d’évaluation les plus courants de l’activité antifongique des 

huiles essentielles in vitro 

 

2.11.1. Méthode des disques 

 

La méthode des disques est la technique la plus répandue pour l'évaluation de 

l’activité antimicrobienne. La méthode est reconnue comme précise et fiable, 

quoiqu'elle produise des résultats semi-quantitatifs, et selon quelques auteurs, 

seulement qualitatifs et non reproductibles (Janssen et al, 1987).  

 

Cette méthode a été adoptée pour le criblage des huiles essentielles (Maruzzella et 

Sicurella, 1960). Selon Kalemba et Kunicka (2003), c’est une technique qui 

convient plus aux bactéries qu’aux champignons. Elle a été utilisée dans 73 % des 

études recensées et consacrées à l’évaluation de l’activité antibactérienne des huiles 

essentielles des citrus (Baser et Buchbauer, 2010). 

 

Le principe de la technique consiste à placer l’huile essentielle sur une surface 

d’Agar. Deux voies d’introduction de l’huile essentielle sont possibles : sur un disque 

en papier ou dans un trou réalisé dans le milieu de gélose (Aouni et al, 2013). 

L’huile essentielle à activité antimicrobienne provoque une zone d’inhibition autour 

du disque ou du trou après incubation, respectivement et normalement la taille de la 

zone d’inhibition correspond à la puissance de l’activité antimicrobienne de l’huile 
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essentielle et elle est évaluée par la mesure du diamètre (en cm ou mm) (Baser et 

Buchbauer, 2010). 

 

 

2.12. Facteurs influençant l'évaluation de l’activité antifongique des huiles 

essentielles in vitro. 

 

L’étude de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles est difficile vu leur 

volatilité, leur insolubilité dans l’eau et leur complexité. Quatre facteurs sont 

spécialement importants lorsqu’il s’agit de tester les huiles essentielles : le choix de 

la méthode ; le milieu de culture ; l’origine des espèces à étudier et enfin les huiles 

essentielles. 

 

2.12.1. L’huile essentielle 

 

Des changements dans la composition de l’huile essentielle peuvent influencer 

l’activité antifongique et les facteurs suivants devront être pris en considération : 

 

-La source botanique (quelques huiles commerciales sont dérivées d’espèces 

différentes). 

-La localisation géographique du matériel végétal, (Brada et al. 2007) mentionnent 

que la localisation géographique peut induire des modifications dans la composition 

chimique de l’huile essentielle de Mentha rotundifolia 

-La matière végétale étant fraiche ou sèche 

-La technique d’extraction influence la composition chimique de l’huile essentielle, 

Farhat et al. (2011) obtiennent deux compositions chimiques quantitativement 

différentes pour l’huile essentielle d’oranger extraite par deux techniques différentes 

-La période de collecte du matériel végétal 

-Les conditions de stockage de l’huile essentielle (essentiellement la température 

d’incubation) 

 

2.12.2. L’agent dissolvant 

 

L’étude de l’activité antifongique des huiles essentielles est difficile vu leurs 

complexités, leurs insolubilités dans l’eau et leurs volatilités. Les huiles essentielles 

sont de nature hydrophobe et de haute viscosité. Ces propriétés peuvent réduire la 

capacité de provoquer une dilution ou une répartition inégale de l'huile à travers le 

milieu, même si un agent de dispersion ou de solubilisation approprié est utilisé. 

Plusieurs solvants organiques sont employés comme agents solubilisant ou même 

des émulsifiants non ioniques. Certains auteurs craignent les effets antimicrobiens 

des solvants organiques tel les alcools ce qui les conduit à préférer les produits 

tensioactifs (Edris et Abd EI-Galeel, 2010). Les tensioactifs sont relativement 

inactifs et ils sont largement appliqués comme émulsifiants tels le Tween 20 (Griffin 
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et al, 2000) et le Tween 80 (Delespaul et al, 2000). Ce sont des composés ayant à 

la fois des groupes chimiques hydrophiles et lipophiles sur la même molécule de 

tensioactif. Kalemba et Kunicka (2003), rappellent que l’addition d’un émulsifiant ou 

d’un solvant doit être appliquée à des concentrations n’affectant pas la croissance ou 

la différenciation des microorganismes testés. 

 

3. Aperçu sur l’espèce fongique sélectionnée  

 

3.1. Fusarium  

 

Le genre Fusarium comprend un nombre important d'espèces fongiques qui peuvent 

être phétopathogènes en provoquant des maladies sur plusieurs cultures 

d'importance agronomique, y compris les céréales, et peut aussi être nocif pour les 

êtres humains et animaux (Weiland et Sundsbak, 2000 ; O'Donnell et al, 2013).  

Le genre Fusarium appartient à l'embranchement d’Ascomycota, classe 

d’Ascomycètes, ordre Hypocreales, les formes téléomorphes des espèces de 

Fusarium sont principalement classées dans le genre Gibberella, et pour un petit 

nombre d'espèces, appartiennent aux genres Hemanectria et Albonectria (Leslie et 

Summerell, 2006).  

 

Les espèces du genre Fusarium produisent trois types de spores : macroconidies, 

microconidies et chlamydospores. Les macroconidies cloisonnées peuvent être 

produites sur les     monophialides et polyphialides ou dans le mycélium aérien, mais 

aussi sur monophialides courtes dans des structures spécialisées appelées 

sporodochie (Moretti, 2009). 

 

Les espèces de Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs 

responsables des flétrissements et des pourritures racinaires chez de nombreuses 

espèces végétales cultivées (Desjardins, 2006).  

 

Bon nombre d'entre eux produisent une large gamme de métabolites secondaires 

biologiquement actifs (mycotoxines) avec la diversité chimique extraordinaire. 

L'activité biologique de mycotoxines de Fusarium peut être nuisible pour les plantes, 

et elle est associée au cancer et à d'autres maladies chez l'être humain et les 

animaux domestiques (Desjardins et Proctor, 2007).  

 

3.2. Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici 

 

L'espèce la plus commune, F. oxysporum, provoque la maladie du flétrissement 

vasculaire dans une grande variété de cultures économiquement importantes 

(Moretti, 2009).  
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Fusarium oxysporum fsp lycopersici est l’espèce la plus destructive de la tomate 

(Phoenix dactylifera L.) causant la fusariose vasculaire de la tomate. Elle menace 

véritablement toutes cultures maraichères. Il se maintient très longtemps dans les 

tomates infectées. Le dessèchement de la plante résulte donc du blocage de la 

circulation de sève, conséquence des différentes altérations du système vasculaire 

(Lepoivre, 2003). 

 

3.3 Fusarium oxysporum f.sp.Albedinis 

 

 L'espèce la plus commune, F. oxysporum, provoque la maladie du flétrissement 

vasculaire (Phoenix dactylifera) dans une grande variété de palmier dattier.  

 

 Fusarium oxysporum f.sp.Albedinis provoque une maladie appelée maladie de    

Bayoud ou fusariose, principalement sur le palmier dattier (CMI, 1978,1992 ; 

EPPO/CABI, 1997) 
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Chapitre II : Matériel et méthodes  

 

L'objectif de notre travail est d'étudier l’activité antifongique des huiles essentielles 

synthétisées chez le Bigaradier Citrus aurantium L., de la région de Cherchell avant 

la phase de floraison et durant la phase de floraison. L’activité antifongique est 

estimée selon l’indice phénologique.  

 

1. Lieu et période d’étude  

 

L’ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire de phytopharmacie du 

département de Biotechnologies de l’Université de Saad Dahleb-Blida 1.  

 

2. Présentation de la région de collecte du matériel végétale 

 

Le matériel végétal de la présente étude est échantillonné de la région de Cherchell. 

Cherchell est une ville côtière de la mer Méditerranée, Ce dernier se situé à 100 km 

à l’ouest d’Alger, comprises entre les latitudes Nord 36° 36′ 31″ et les longitudes Est 

2° 11′ 50″.  (Fig. 1)  (Google maps, 2019). 

 

Figure 03 : Région de récolte de Citrus aurant (Google maps, 2019) 



Chapitre II : Matériel et méthodes                                                                     Partie expérimentale 
 
 

 

17 

3. Matériel d’étude 

 

3.1. Présentation du matériel végétal 

 

Le Bigaradier a été choisi pour la présente étude d’après ses vertus ethnobotanique. 

Les feuilles ont été récoltées entre le mois de Janvier 2019, Cette période couvre le 

stade phénologique de fructification, et Le mois d’Avril 2019, cette période couvre le 

stade phénologique de floraison. (Fig.05).   

 

 

  

 

Figure 04 : Présentation de Citrus aurantium dans les deux stades 

phénologique (Originale, 2019) 

 

3.2. Reconnaissance botanique 

 

L'identification de la plante choisie a été réalisée selon la nouvelle flore de l’Algérie 

(Quezel et Santa, 1962) par l’équipe du jardin d’essai d’EL Hamma à Alger. 
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3.3. Présentation de la souche fongique  

 

L’activité antimicrobienne (activité biocide et/ou biostatique) de l’huile essentielle de 

Citrus aurantium sp a été évaluée sur une souche fongique qui provient de 

l’American Type Culture Collection ATCC, USA. Ses caractéristiques sont 

regroupées sur le tableau suivant : 

 

Tableau 01 : Pouvoir pathogène de la souche fongique utilisée (Lansing et al. 

2003 ; Joffin et Leyral, 2006 ; Assous et al. 1999). 

 

Souche fongique Pouvoir phétopathogène 

Fusarium oxysporum f.sp 

lycopersici 

Attaque principalement la tomate au début de la 

floraison. la plante attaquée présente des symptômes 

de flétrissement et de jaunissement partiel, puis total 

du feuillage. 

Fusarium oxysporum f.sp 

Albedinis 

 Les palmiers datée attaquée présente des symptômes 

de flétrissement vasculaire progresse ensuite du bas 

ver l’extrémité 

 

 

3.4. Milieu de culture 

 

Pour évaluer l’activité antifongique, nous avons utilisé le milieu PDA (Potato Dextrose 

Agar ou pomme de terre glucosée et gélosée). 

 

4. Méthodes d’étude 

 

4.1. Extraction des huiles essentielles de Citrus aurantium sp 

 

L'extraction des huiles essentielles de Citrus aurantium sp. Effectuée par hydro 

distillation avec un appareil de type Clevenger a été réalisée au mois de mars 2019 

au niveau du laboratoire de phytopharmacie du département de la biotechnologie de 

l’Université de Blida 1 (Fig.06). Une quantité de 160 g de feuille de Bigaradier est 
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transvasée dans un ballon auquel un volume de 1,7 litre d'eau distillée est ajouté. 

L'extraction est effectuée durant trois heures. Les cellules du végétal éclatent et 

libèrent des molécules chimiques odorantes qui sont entrainées par la vapeur d'eau. 

Celles-ci se condensent dans un réfrigérant et le mélange eau-huile est recueilli dans 

une burette. La décantation se fait dans une ampoule à décanter dans laquelle le 

mélange se sépare en deux phases non miscibles par la différence de leur densité 

(phase aqueuse inférieure, hydrolat et phase huileuse supérieure).  

Enfin, les huiles essentielles sont récupérées dans des flacons en verre scellées puis 

conservées au réfrigérateur à 4° C.  

 

 

 

Figure 05 : Montage de l’appareil Clevenger du procédé de 

l’hydrodistillation (Originale 2019). 

 

4.2. Analyse chromatographique des huiles essentielles 

 

L’analyse chromatographique de l’huile essentielle a été effectuée à l’aide d’un 

chromatographe de type Thermo Electron (Fig.07) : Trace GC Ultra équipé d’une 

colonne capillaire HP-5 (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0, 2 5mm, 
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épaisseur du film : 0,25μm). L’appareil est équipé d’un injecteur PVT (Température 

de Vaporisation Programmée) de type split–splitless. Le mode d’injection est split. Le 

volume injecté est de 1μl. La programmation de température va de 50 à 300°C avec 

un gradient de 3°C/min. La spectrométrie de masse est réalisée avec un 

chromatographe en phase gazeuse de type Thermo Electron Trace MS system. La 

fragmentation est effectuée par impact électronique d’intensité 70eV. La colonne 

capillaire est de type HP-5MS (5% diphényl- 95% diméthyl-siloxane) (30 m x 0,25 

mm, épaisseur du film : 0,25μm). La température de la colonne est programmée de 

50à300°C à raison de 3°C/min. Le gaz vecteur hélium a un débit de 1,0 ml/min. 

L’injection est faite en mode split (rapport de fuite : 1/70, débit ml/min). L’appareil est 

relié à un système informatique gérant la bibliothèque de spectres de masse du 

National Institute of Standards and Technology (NIST 98). Les composés de l’huile 

essentielle sont identifiés par les spectres de masse.  

 

 

 

Figure 06 : Équipement d’analyse CG-SM (originale 2019) 

 

L’identification des composants individuels est fondée sur la comparaison des indices 

de rétention (Ir) calculés, avec ceux de composés authentiques ou des données de 

la littérature (National Institute of Standards and Technology, 2008), et des 

bibliothèques commerciales, et par l’analyse de chaque spectre de masse des 

composés constitutifs. 
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4.3. Calcul du rendement en huiles essentielles 

 

Le rendement en huiles essentielles (R) est le rapport entre le poids de l'huile 

essentielle (P') et le poids de la plante traitée (P) (Carré, 1953) il est exprimé en 

pourcentage et calculé par la formule suivante : 

 

R% = (P' / P) x100 

Avec :  

R% : Rendement en huile essentielle  

P'    : Poids de l’huile essentielle en gramme. 

P    : Poids de la plante en gramme 

 

 

 

 

 

4.4. Préparation de la dilution de l’huile essentielle 

 

La formulation consiste à additionner à l’huile essentielle un ou plusieurs adjuvants 

afin de faciliter sa conservation et d’homogénéiser son étalement et son absorption 

par le substrat. Nous avons préparé une formulation à partir de l’HE de bigaradier. 

 

Dilutions : l’HE obtenue a été dilué par un solvant polaire organique (organosulfuré) 

le diméthylsulfoxyde qui n'a eu aucun effet sur les souches fongiques aux 

concentrations étudiées selon le protocole établi par Daghbouche (2017). 

Ce choix a été fait car le DMSO est le solvant préférable pour la majorité des 

auteurs, notamment (Alavi et al., 2005) et (Mohammedi. 2006) et (Ownagh et al., 

2010) qui ont prouvé que le DMSO n’a aucun pouvoir antifongique puissant. 
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4.5. Méthodes d’évaluation de l’activité antifongique de l’huile essentielle 

 

Pour mettre en évidence l’activité antifongique de Citrus aurantium L. nous avons 

utilisé une méthode ; la méthode de diffusion par disques (Aouni et al., 2013)  

 

4.5.1. Préparation du milieu de culture 

 

 L'évaluation de l'activité antifongique a nécessité la préparation du milieu PDA 

(Potato Dextrose Agar) (Singh et al., 2006). Pour cela, 200 g de pomme de terre ont 

été épluchés, découpés en quatre morceaux et mis dans une fiole en verre dans 

laquelle 600 ml d'eau distillée y ont été ajoutés, puis mises sur une plaque chauffante 

jusqu'à ébullition afin d'obtenir du jus de pomme de terre. 

À l'aide d'une balance, 20 gr d'agar et 15 gr de glucose sous forme de poudre ont été 

pesés. Ce mélange (glucose-agar) a été versé dans une autre fiole en verre dans 

laquelle 200 ml du jus de pomme de terre et 800 ml d'eau distillée y ont été aussi 

ajoutés. La fiole contenant le mélange (glucose-agar-jus de PDT-eau distillée) a été 

mise dans un agitateur pendant quinze minutes. 

La solution obtenue a été versé dans des bouteilles en verre stériles et fermées 

hermétiquement. Ces dernières ont été mises dans un autoclave à 180° C pendant 

20 mn.  

 

4.5.2. Préparation des dilutions  

 

Pour les huiles essentielles toutes les dilutions ont été faites avec du diméthyle 

sulfoxide (DMSO) où les concentrations testés étaient de : D1 (800 μl / mL), D2 600, 

D3 400 μl / mL. 

Les dilutions, ont été préparées à l'aide d'une micropipette 1000μl on ajout de 1ml de 

(DMSO) dans chaque tube, à l'aide d'une micropipette 100μl on ajout 800μl de huile 

essentielles dans le tube 1 pour D1, 600μl de huile essentielles dans le tube 2 pour 

D2, 400μl de huile essentielles dans le tube 3 pour D3.  
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4.5.3. Préparation des disques 

 

Les disques sont préparés à partir du papier wattman de 6 mm de diamètre, ensuite 

ils sont mis dans un tube à essai, stérilisés dans un four pasteur pendant 30 min à 

180° C, puis stockés à une température ambiante.  

 

 

 4.5.4. Préparation de l’inoculum 

 

Toutes les souches microbiennes ont été pré-cultivées avant leur utilisation. Dans la 

zone aseptique du bec bunsen, racler à l’aide d’une anse de platine quelques 

colonies bien isolées et identiques de chacune des souches fongiques à tester a été 

mis dans des tube à essai déjà stérile, on verse 10ml d’eau physiologique stérile à 

0.9% pour obtenir de suspensions des spores, en suite la densité optique lue à 

625nm est justifier à 0.08 à 0.10nm, afin d’obtenir une suspension homogène. On 

admet que cette densité mesurée à 625nm est équivalente à 1×106 spor ̸ ml Braga et 

al.,(2007). (fig. 05) 

L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de 

l’inoculum. 

 

  

 

                   Figure 07 : Préparation de l’inoculum 
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    4.5.5. Ensemencement  

 

- Vingt millilitres d'agar nutritif liquide stérile ont été chauffés et versés dans    

chaque boîte de Pétri. Après refroidissement de l'agar liquide et solidification, un 

écouvillon a été trempé (100 μl) dans la suspension microbienne standardisé a été 

étalée sur la surface des plaques d'agar stérile. 

- L’essorer en le pressant fermement(en le tournant) sur la paroi interne du tube. 

- Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries 

serrées (ensemencement par écouvillonnage), on répète l’opération deux fois en 

tournant la boite de 60° à chaque fois. Finir l’ensemencement en passant 

l’écouvillon sur la périphérie de la gélose.  

 

   

 

                          Figure 08 : Préparation des ensemencements 

 

 

4.5.6. Application des disques 

 

On a utilisé une pince pour mettre 3 disques dans la boite en contact du milieu de 

culture, à l'aide d'une micropipette on a imbibé chaque disque par 10 μl d'HE 

formulée Aouni et al. (2013)  
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Figure 09 : Application des disques 

 

 L'activité a été répétée pour huile essentielle formulée de la période de la   floraison. 

 Ensuite, toutes les boites de pétri ont été incubées à 27 C° durant 10 jours, condition 

favorable au développement mycélien.  

 

4.6. Expression des résultats  

 

 L’activité antifongique a été évaluée en mesurant le diamètre de la zone d’inhibition, 

déterminée par les différentes concentrations. 

 

 4.6.1. Cinétique de la croissance mycélienne 

 

La Cinétique de la croissance mycélienne correspond aux variations dans le temps, 

du diamètre du champignon avec différentes concentrations. La cinétique de 

croissance mycélienne a été évaluée toutes les 48 heures en mesurant la moyenne 

de diamètres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle. Cette lecture est 

toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins dans les mêmes 

conditions et en utilisant le logiciel Digimizer avec un support pour respecter le 

même pixel. 
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 4.6.2. Croissance mycélienne 

 

La croissance mycélienne a été évaluée à la fin de l’expérience, à savoir au bout de 

240h (10jours) d’incubation, en mesurant la moyenne de diamètres par disque et par 

champignon. Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les cultures 

témoins ayant démarré le même jour et dans les mêmes conditions. 

 

  4.6.3. Détermination de l’indice antifongiqueLe pourcentage d’inhibition de 

croissance I(%) est exprimé par la réduction du diamètre de la colonie fongique par 

rapport au témoin, selon la formule suivante (Sharma et Tripathi, 2008). 

I(%) = [(Dtémoin-Dtest)] x 100 

                                                             Témoin 

Dtémoin : témoin diamètre de la colonie témoin en (mm), Dtest : diamètre de la 

colonie dans le test en (mm) 

 

 4.6.4. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC) 

 

Selon Cahagnier et Molard (1998), la vitesse de la croissance mycélienne de 

chaque concentration est déterminée par la formule suivante : 

 

VC = [D1/Te1] + [(D2-D1)/Te2] + [(D3-D2)/Te3] +... + [(Dn-Dn-1)/Ten] 

 

D : diamètre de la zone de croissance journalière. 

Te : temps d’incubation. 

 

5. Analyse statistique des données 

 

Les résultats sont rapportés comme valeurs de trois répétitions (moyennes ± SE) sur 

la base d'un C.V. <15%. L'analyse de la variance (type GLM et type ANOVA) suivie 

du test de post-Hoc a été utilisée pour établir l'effet des dilutions et des formulations 

sur l'activité antifongique de l’huile essentielle du Bigaradier Citrus aurantium, les 

différences ont été considérés comme significatives à p <0,05. Les données ont été 

déroulées par le logiciel XLSTAT ver. 9, et par le logiciel PAST ver. 1.37.  
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Chapitre III : Résultats             

 

      Les résultat de nos travaux d'évaluation l'influence de l'indice phénologique sur 

l’activité antifongique de l’huile essentielle des feuilles de Citrus aurantium L. de deux 

différents stades , floraison et fructification, extraites par hydrodistillation, sur les 

champignons Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici et Fusarium f.sp. Albedinis, 

menés en conditions de laboratoire sont présentés dans cette partie. 

 

1. Estimation du rendement en huiles essentielles selon l’indice phénologique 

 

Les rendements moyens en huiles essentielle ont été calculés en fonction de la 

matière végétale des feuilles de Citrus aurantium L. de différents stades phénologique. 

Les pourcentages obtenus en rendements, pour la même quantité et la même durée 

d'extraction, sont faibles et ne sont pas très différents Fig. (10)  

 

 
 

Figure 10 : Rendement en huiles essentielles selon l’indice 

phénologique 
 

 

2. Composition chimique des huiles essentielles selon l’indice phénologique 

 

Les résultats d’analyse de la CG/SM font ressortir une richesse en molécules 

pareillement au niveau des huiles essentielles des feuilles de C. aurantium des deux 

indices phrénologiques (floraison et fructification) (42 molécules) (Tableau 02).  
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Les principaux composés chimiques qui constituent la fraction majoritaire de l’huile 

essentielle de C. aurantium issus des feuilles du stade phénologique floraison sont au 

nombre de 11 molécules.  Nous notons la présence de Linalol (27,88%), Acétate de 

linalyle (23,74%), alpha-terpinéol (7,93%), Géraniol (6,63%), Bêta-pinène (4,14%), 

Acétate de neryle (3,95%), Trans-bêta-ocimene (3,76%), Acétate de geranyle (3,27%), 

Bêta-myrcene (2,82%), Nerol (1,78%) et Limonene (1,64%). Concernant l’huile 

essentielle de C. aurantium issus des feuilles du stade phénologique fructification, les 

fraction majoritaire sont : Linalol  (23,89%), Acétate de linalyle (20,45%), alpha-

terpinéol (8,11%), Géraniol (5,41%), Bêta-myrcene (4,32%), Acétate de geranyle 

(4,13%), Nerol (3,98%), Bêta-pinène (3,27%), Limonène (3,03%), Acétate de neryle 

(2,77%), Cis-bêta-ocimene (2,59%), Trans-bêta-ocimene (1,98%) et Bêta-

caryophyllene (1,55%). 

 

Tableau 02 : Composition des huiles essentielles de Citrus aurantium selon 

l’indice phénologique 

 

Constituants 
% stade 
floraison 

  

Constituants 
% stade 

fructification 

Linalol 27,88 Linalol 23,89 

Acétate de linalyle 23,74 Acétate de linalyle 20,45 

alpha-terpinéol  7,93 alpha-terpinéol  8,11 

Géraniol 6,63 Géraniol 5,41 

Bêta-pinène 4,14 Bêta-myrcene 4,32 

Acétate de neryle 3,95 Acétate de geranyle 4,13 

Trans-bêta-ocimene  3,76 Nerol 3,98 

Acétate de geranyle 3,27 Bêta-pinène 3,27 

Bêta-myrcene 2,82 Limonène 3,03 

Nerol 1,78 Acétate de neryle 2,77 

Limonene 1,64 Cis-bêta-ocimene 2,59 

Cis-bêta-ocimene 0,75 Trans-bêta-ocimene  1,98 

Sabinene 0,54 Bêta-caryophyllene 1,55 

Bêta-caryophyllene 0,34 Sabinene 0,66 

Alpha-pinène  0,21 Terpinolene 0,42 

Alpha-humulene 0,21 Citronellol 0,33 

Citronellol 0,21 3-hexen-1-OL 0,26 

Terpinolene 0,18 Terpinene-4-OL 0,22 

Terpinene-4-OL 0,17 2-Ethyl furan 0,21 

Bicyclogermacrene 0,15 Alpha-thuyene 0,21 

3-Hexen-1-OL 0,13 Delta3-carene 0,21 

Delta3-carene 0,12 Bêta-phellandrene  0,21 

Alpha-terpinene 0,12 Bêta-elemene 0,21 

p-cymene  0,12 Acetate de citronellyle 0,21 

2-Hexen-1-OL 0,12 Alpha-humulene 0,21 

Bêta-elemene 0,12 E-bêta-farnesene 0,21 

Germacrene D 0,12 Alpha-muurolol 0,19 

Acétate de Cis-epoxy-linalyle 0,12 Bicyclogermacrene 0,18 

Nerolidol 0,12 Nerolidol 0,18 
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Germacra-1,5-dien-4-OL 0,12 Alpha-pinene  0,16 

T-Cadinol 0,12 p-cymene  0,12 

Alpha-muurolol 0,12 Germacrene D 0,12 

2-Hexanal 0,10 Bêta-bisabolene 0,12 

2-Ethyl furan 0,06 Acétate de Cis-epoxy-linalyle 0,12 

Bêta-phellandrene  0,06 Germacra-1,5-dien-4-OL 0,12 

E-bêta-farnesene 0,05 T-CADINOL 0,12 

Neral 0,05 2-Hexanal 0,09 

Bêta-bisabolene 0,05 2-Hexen-1-OL 0,07 

Alpha-cadinol 0,05 Alpha-terpinene 0,06 

Alpha-thuyene 0,04 Camphene 0,04 

Camphene 0,04 Neral 0,04 

Acetate de citronellyle 0,04 Alpha-cadinol 0,04 

TOTAL 92,29 TOTAL 90,82 

 

 

 

3. Estimation de la croissance mycélienne 

 

Selon la figure (11) l’évolution temporelle de la croissance mycélienne de Fusarium 

f.sp. Albedinis et Fusarium f.sp Lycopersici sous l’effet de l’huile essentielle de deux 

stades phénologique (floraisons et fructification) montre un effet antifongique en 

fonction du temps (2jour, 4jour, 6jour, 8jour et 10jour) après traitements à différents 

doses (D1, D2, D3).  

    

La comparaison des croissances mycéliennes fait constater que les 3 dilutions sont 

différentes de celle de témoin dans les deux stades et les deux champignons. 

 

Au stade de la fructification, la dilution D1 est différente de D2 et D3 tandis que D2 et 

D3 sont proches par rapport à D1. 

 

Au stade de floraison, on observe que la dilution D1 est différente de D2 et D3 alors 

que D1 et D2 sont proches par rapport à D3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



      
 
Chapitre III : Résultats                                                                                    Partie expérimentale 

 

30 

  

  

 

Figure 11 : Variation temporelle de la croissance mycélienne 

 

 
Le test de Wilcoxon est avancé dans le but d’apprécier la variation de la croissance 

dans chaque point d’observation. La comparaison des mesures dans chaque boite 

d’observation, montre que les croissances ne présentent aucune différence au niveau 

des blocs expérimentaux (Tableau 03). 

 
 
Selon le test de Wilcoxon, on remarque que dans les deux blocs floraison et 

fructification affiche au bloc témoin une différence significative. Au bloc floraison 

affiche une différence significative au niveau de dilution (D1 ; D3) et (D2 ; D3), non 

significative au niveau de dilution (D1 ; D2). Au bloc fructification affiche une différence 

significative au niveau de dilution (D1 ; D2) et (D1 ; D3), non significative au niveau de 

dilution (D2 ; D3).  
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Tableau 03 : Comparaison par paire des paliers temporels de l’évolution de 

Fusarium oxysporum f. sp Albedinis sous l’effet des huiles essentielles 

 

H
E

 

F
lo

ra
is

o
n

  TM D1 TM D2 TM D3 D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 5 5 5 

Moyenne 3,61 1,55 3,61 1,84 3,61 2,45 1,55 1,84 1,55 2,45 1,84 2,45 

Médiane 3,87 1,55 3,87 1,87 3,87 2,76 1,55 1,87 1,55 2,76 1,87 2,76 

Test Wilcoxon 0,0493* 0,0370* 0,0135* 0,1239 NS 0,0445* 0,0501* 

H
E

 

F
ru

c
ti
fi
c
a
ti
o
n

 

 TM D1 TM D2 TM D3 D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 5 5 5 

Moyenne 5,12 0,80 5,12 1,95 5,12 2,81 0,80 1,95 0,80 2,81 1,95 2,81 

Médiane 5,93 0,92 5,93 1,86 5,93 3,14 0,92 1,86 0,92 3,14 1,86 3,14 

Test Wilcoxon 0,031* 0,0261* 0,0133* 0,0458* 0,0369* 0,0679NS 

NS : Non significative, * : Significative à 5% 

 

 

Selon le test de Wilcoxon, on remarque que deux blocs floraison et fructification les 

huiles affiche au bloc témoin une différence significative. Au bloc floraison affiche une 

différence significative au niveau de dilution (D1 ; D3) et (D2 ; D3), non significative au 

niveau de dilution (D1 ; D2). Au bloc fructification affiche une différence significative 

au niveau de dilution (D1 ; D2) et (D1 ; D3), non significative au niveau de dilution (D2 

; D3) (Tableau 04). 

 

 

Tableau 04 : Comparaison par paire des paliers temporels de l’évolution de 

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici sous l’effet des huiles essentielles 

 

NS : Non significative, * : Significative à 5% 

 

 

 

 

 

 

H
E

 

F
lo

ra
is

o
n

 

 TM D1 TM D2 TM D3 D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 5 5 5 

Moyenne 7,27 1,27 7,27 2,16 7,27 4,02 1,27 2,16 1,27 4,02 2,16 4,02 

Médiane 8,64 0,82 8,64 1,44 8,64 4,73 0,82 1,44 0,82 4,73 1,44 4,73 

Test 
Wilcoxon 

0,0314* 0,0221* 0,0121* 0,0778 NS 0,0379* 0,0440* 

H
E

 

F
ru

c
ti
fi
c
a
ti
o
n

 

 TM D1 TM D2 TM D3 D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 5 5 5 

Moyenne 4,59 1,10 4,59 1,62 4,59 1,95 1,10 1,62 1,10 1,95 1,62 1,95 

Médiane 4,02 0,63 4,02 1,60 4,02 1,74 0,63 1,60 0,63 1,74 1,60 1,74 

Test 
Wilcoxon 

0,0116* 0,0468* 0,0314* 0,0102* 0,0256* 0,2507 NS 
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4. Estimation de la vitesse de croissance fongique 

 

Selon la figure (12) l’évolution temporelle de la croissance mycélienne de Fusarium 

oxysporum f.sp. Albedinis et Fusarium oxysporum f.sp lycopersici sous l’effet de l’huile 

essentielle de deux stades phénologique (floraison et fructification) montre un effet 

antifongique en fonction du temps (2jour, 4jour, 6jour, 8jour et 10jour) après 

traitements à différents doses (D1, D2, D3).  

 

 Dont la comparaison de la vitesse de croissances mycéliennes on constate que les 3 

dilutions sont différentes de celle de témoin dans les deux stades et les deux 

champignons. 

 

Dans le stade de la floraison nous notons que la vitesse de croissance sous D1, D2 et 

D3 sont différentes entre eux, alors que le stade de fructification sont proches les uns 

des autres 

 

  

  

Figure 12 : Variation de la vitesse de croissance sous l’effet de l’indice 

phénologique et les dilutions 
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Une analyse type one way anova (analyse de la variance à un seul facteur) a été 

utilisée pour le facteur vitesse de croissance. Les résultats graphiques sont consignés 

dans la figure (Fig. 13).  

 

À partir des résultats obtenus, nous remarquons que la vitesse de croissance 

enregistre un effet très significatif dans les dilutions. 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Etude comparée de la vitesse de croissance sous l’effet de l’indice 

phénologique et les dilutions  

(Analyse de la variance renforcée par le test de comparaison par paire de Tukey) 

 

 

5. Estimation de l’indice d’inhibition  

 

La comparaison des croissances mycéliennes de Fusarium oxysporum f.sp. Albedinis 

et Fusarium oxysporum f.sp lycopersici sous l’effet des 3 dilutions annonce une 

similarité d’effet entre les deux stades floraison et fructification selon l’ordre de 

concentration des dilutions utilisées (D1>D2>D3). En revanche, sous l’effet de l’huile 

essentielle, l’activité antifongique présente une croissance mycélienne plus importante 
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selon les fortes et les faibles concentrations obéissant toujours à un gradient positif 

(D1>D2>D3) (Fig.14).   

 

La Figure (14) (a, b), représente l’évolution mycélienne de Fusarium f.sp.albedinis 

Enregistrant des taux d'inhibition de la dépendance sur le degré de concentration des 

dilutions utilisées avec l'engagement d'une gradation positive en deux stades floraison 

et fructification. 

 

L'efficacité des dilutions est démontrée après 2jours d'incubation aux deux stades, au 

4jour, la distance entre le disque et le champignon diminue plus rapidement dans le 

stade floraison que dans le stade de fructification. Et la distance entre le disque et le 

champignon la continue de diminuer au stade de la fructification plus qu'au stade de 

la floraison jusqu'au 10jours. 

 

 

  

  

 

Figure 14 : Variation temporelle de l’indice d’inhibition 
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La Figure(14) (c, d), représente l’évolution mycélienne de Fusarium Lycopersici 

Enregistrant des taux d'inhibition de la dépendance sur le degré de concentration des 

dilutions utilisées avec l'engagement d'une gradation positive en deux stade floraison 

et fructification. 

L'efficacité des dilutions est démontrée après 2jours d'incubation dans le stade 

floraison et se démontrée dans le stade fructification après 2 jours d'incubation pour 

D3 et après 4 jours d'incubation pour D1 et D2, D3 reste constant jusqu'au jour 4 dans 

stade floraison et que D1 et D2 dans le stade fructification la distance entre le disque 

et le champignon la continue de diminuer moins Par rapport au stade de floraison 

jusqu’au 10jours. 

 

Le test de Wilcoxon est avancé dans le but d’apprécier la variation d’abondance dans 

chaque point d’échantillonnage. La comparaison des effectifs dans chaque boite 

d’observation montre une les abondances ne présentent aucune différence au niveau 

des blocs expérimentaux (tableau 05). 

 

Selon le teste de Wilcoxon, on remarque que dans les deux blocs floraison et 

fructification affiche une différence significative au niveau de tous les dilutions 

 

 

Tableau 05 : Comparaison par paire des paliers temporels de l’évolution de 

Fusarium f .sp. Albedinis sous l’effet des huiles essentielles  

 

 

 

 

 

 

 

 

* : 

Significative à 5% 

 

H
E

 

F
lo

ra
is

o
n
 

 D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 

Moyenne 65,64 57,66 65,64 45,29 57,66 45,29 

Médiane 57,56 51,47 57,56 34,63 51,47 34,63 

Test 
Wilcoxon 

0,0379* 0,0301* 0,0422* 

H
E

 

F
ru

c
ti
fi
c
a

ti
o

n
  D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 

Moyenne 83,68 68,27 83,68 50,56 68,27 50,56 

Médiane 79,44 68,62 79,44 30,94 68,62 30,94 

Test 
Wilcoxon 

0,0342* 0,0458* 0,0405* 
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Selon le teste de Wilcoxon, on remarque dans les deux blocs floraison et fructification 

affiche une différence significative. Au bloc floraison affiche une différence significative 

au niveau de toutes les dilutions, par conter au bloc fructification affiche une différence 

non significative au niveau de toutes les dilutions (tableau 06). 

 

 

Tableau 06 : Comparaison par paire des paliers temporels de l’évolution de 

Fusarium f.sp lycopersici sous l’effet des huiles essentielles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NS : Non significative, * : Significative à 5% 

 

Selon les histogrammes de l’indice d’inhibition suivant (fig. 15) en a remarqué que les 

deux champignons sont différents ente aux dans le stade de floraison (a et b) mais 

dans le stade de fructification le Fusarium lycopersici sont pas différent entre eux   

 

 

 

     

H
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 D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 

Moyenne 86,74 77,09 86,74 53,76 77,09 53,76 

Médiane 90,48 83,35 90,48 45,11 83,35 45,11 

Test 
Wilcoxon 

0,0437* 0,0447* 0,0379* 

H
E

 

F
ru

c
ti
fi
c
a

ti
o

n
  D1 D2 D1 D3 D2 D3 

N 5 5 5 

Moyenne 83,71 74,50 83,71 69,44 74,50 69,44 

Médiane 84,43 60,23 84,43 56,81 60,23 56,81 

Test 
Wilcoxon 

0,1025 NS 0,225 NS 0,325 NS 
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Figure 15 : Variation de l’indice d’inhibition sous l’effet de l’indice 

phénologique et les dilutions 

 

L'analyse ANOVA nous a dressé les profils temporels des taux d’inhibition selon les 

différentes dilutions testées par la méthode de diffusion par disque. L'effet de la 

formulation à base du DMSO est significativement différent car il affiche une inhibition 

quasi constante au cours du temps d’incubation appart le champignon Fusarium sp 

dans le stade fructification c’est non significatif (fig.16) 
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Figure 16 : Etude comparée de l’indice d’inhibition sous l’effet de l’indice 

phénologique et les dilutions  
(Analyse de la variance renforcée par le test de comparaison par paire de Tukey) 
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Chapitre IV : Discussion  

 

1. Le rendement d’extraction 

 

Le rendement en pourcentage des feuilles d’huile essentielle de Citrus aurantium L 

des deux stades phénologique sont faibles et proches. Les résultats d’analyse par 

CG/SM, selon l’indice phénologique, montre la présence de certains composés dans 

le stade fructification avec différents pourcentages par rapport au stade floraison. 

Notamment, le limonène avec 3,03%, le nerol avec 3,98% dans le stade fructification 

alors que dans le stade floraison, le limonène enregistre 1,61%, et le nerol affiche 

1,78%. Les résultats obtenus sont confirmés par les travaux d’Abad et al. (2006)], où 

ils ont montré l’existence d’une variation marquée pendant le stade de fructification, 

bien que les quantités des composés maximales aient été aperçues au cours du 

stade floraison. 

 

2. Effet de l’indice phénologique sur l’activité antifongique des huiles essen-

tielles de bigaradier Citrus aurantium L 

 

Les résultats de l’activité antifongique des huiles essentielles de Citrus aurantium L 

du stade fructification, montre un effet plus importantes sur les deux champignons 

Fusarium oxysporum f.sp lycopersici et Fusarium oxysporum f.sp.Albedinis, par rap-

port à l’effet des huiles essentielles du stade floraison. La différence dans l’activité 

antifongique dans les huiles des deux stades phénologique de Citrus aurantium L. 

est liée à la présence de certains composés dans stade fructification qui sont ab-

sente dans le stade floraison, ainsi que le ratio des composés qui s’affiche à des 

proportions différentes. Les travaux de Mcgaw et al. (2002), ont signalé que les ex-

traits de la même plante recueillie à différents stades phénologique présentaient des 

activités biologiques différentes.  
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3. Effet des dilutions sur l’activité anti fongique des huiles essentielles de biga-

radier Citrus aurantium L 

 

La susceptibilité fongique à l’huile essentielle de Citrus aurantium L montre des pour-

centages d’inhibition. Les résultats ont montré aussi que toutes les concentrations 

ont un pouvoir inhibiteur sur la croissance mycélienne par rapport ou témoin, dont les 

concentrations allant de600 µl/ml à 800 µl/ml s’avèrent les plus importantes envers 

l’espèce représentative du genre Fusarium (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici) 

dans le stade fructification. La reprise de la croissance mycélienne été après 4 jour 

de l'incubation, par à rapport à celle de la concentration 400 µl/ml où la reprise a été 

signalé après 2jour de l'incubation. Ce qui nous permet d’avancer l’hypothèse sur la 

forte présence de composés volatils regroupant les monoterpènes comme composés 

majoritaire dans les concentrations les plus élevées. Il a été signalé que les mono-

terpénes représentent une activité anti bactérienne très importante, l’hypothèse 

avancée, est confirmée par plusieurs études qui relient le pouvoir antifongique des 

huiles essentielles des citrus à leur composition chimique (Matasyoh et al., 2007), 

annoncent que l'activité antimicrobienne des huiles essentielles est censée être as-

sociée à des composants phytochimiques tels que les monoterpènes. 

Une réduction dans la concentration de l’huile essentielle entraine une diminution 

dans le pouvoir inhibiteur de celle-ci avec toutes les espèces fongiques. Les huiles 

essentielles des citrus sont un mélange complexe de composés volatils qui présen-

tent une activité antifongique en réduisant ou inhibant totalement la croissance fon-

gique (Viuda-Martos et al., 2008). 

 

(Caccioni et al., 1998), ont déduit une corrélation positive entre l’activité antifongique 

et la teneur en monoterpènes. Singh et al. (2010) rapportent que ces derniers sont 

reconnus comme de bons composés fongitoxiques. 

 

Van Hung et al. (2013), rapportent que la croissance mycélienne diminue avec 

l’augmentation de la concentration en huile essentielle de Citrus reticulata. Ils obtien-

nent un PIc de 50.9 % vis-à-vis de Fusarium proliferatum. 
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Les composés chimiques tels le limonène, caryophyllene oxyde, α-pinène, β-pinène, 

α-terpinéol et le citral ont des activités antifongiques et antibactériennes ; composés 

largement présents dans la composition chimique des huiles essentielles des Citrus 

(Matasyoh et al., 2007). 

 

Les composés chimiques tels le limonène, caryophyllene oxyde, α-pinène, β-pinène, 

α-terpinéol et le citral ont des activités antifongiques et antibactériennes ; composés 

largement présents dans la composition chimique des huiles essentielles des citrus 

(Matasyoh et al., 2007). 

 

Mais avec le champignon Fusarium oxysporum f.sp.Albedinis, la reprise de la crois-

sance mycélienne dans les trois concentrations de400 µl/ml ,600 µl/ml, 800 µl/ml 

dans les deux stades été le même temps après 2jour de l’incubation avec un gra-

dient positif (D1>D2>D3). Les résultats nous permettent d’avancer l’hypothèse que 

les huiles essentielles n’exercent pas le même effet sur tous les champignon, chaque 

huile essentielle est unique dans sa composition et chaque champignon ou bactérie 

diffère considérablement en structure et en fonctionnalité (Elgayyar et al., 2001). 
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Conclusion  

 

 

Au terme de cet aspect réservé à l’évaluation de l’activité antifongique en deux 

stades phénologique différents (fructification et floraison) de l’huile essentielle de 

Citrus aurantium L. à savoir les dilutions de DMSO vis à vis d’un champignon 

phytopathogène (Fusarium oxysporum f.sp lycopersici et Fusarium oxysporum 

f.sp.albedinis), nous pouvons dégager les résultats suivants : 

 

Les résultats ont montré que dans la même plante mais dans deux stades défirent les 

composés de l’huile essentielle varie selon le stade phénologique en suite l’activité de 

l’huile sur la croissance mycélienne donnant des différents effets  

     

Toutes les dilutions ont montré un fort pouvoir inhibiteur sur la croissance mycélienne 

qui est proportionnel avec les concentrations et ceci avec l’espèce représentative du 

genre Fusarium. Cette démarche, nous a permet de prouver que le l’action biocide est 

fortement liée que la forte présence en composés volatils regroupant les 

monoterpènes comme composés majoritaire dans l’huile essentielle de Citrus 

aurantium L. et la capacité de sa libération   

 

Selon les taux d’inhibitions obtenues, l’efficacité a été démontrée pour toutes les 

préparations. Cette caractéristique propre aux différents stades phénologique se voit 

distincte par méthode de diffusion par disque. 

 

À la lumière des résultats obtenus, le travail ouvre la voie à d’autres perspectives. 

Dans le but de recherches concernant la relation entre la composition chimique de 

l’huile essentiale de Citrus aurantium L. dans deux stades phénologique différents et 

l'activité antifongique des huiles essentielles. Il serait intéressant de compléter le travail 

plus particulièrement par : (i) L’étude des facteurs influençant la composition chimique 

des huiles essentielles à savoir, (ii) L’étude de l’effets des différents types de nutrition 

minérale et organique sur la composition des huiles essentielles et par conséquent sur 

ses l’activité antimicrobienne  
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