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Introduction

De nos jours, les huiles essentielles suscitent de plus en plus I’intérét des chimistes,
biologistes... et médecins en raison de leur utilisation dans le traitement de certaines
maladies infectieuses grace a leur forte action antimicrobienne développée depuis plusieurs

années (Roux et Catier, 2007).

Les huiles essentielles communément appelées «essences » sont des produits
huileux, volatils, odorants et incolores ou légérement teintés, obtenus par plusieurs
méthodes (Budavari et al, 1996).

Les huiles essentielles, vu la diversit¢ des molécules qu’elles contiennent sont
connues pour étre douces de propriétés antiseptiques,... et antimicrobiennes. En effet,
’activité biologique d’une essence est a mettre en relation avec sa composition chimique,

des effets synergiques sont possibles entre ses composants (Lahlou, 2004).

Malgreé leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’étre non toxiques.
La majorité des huiles essentielles a de tres fortes doses, causent des effets toxiques, pour

cela elles doivent étre diluées (Hammer et Carson, 2011).

Dans ce contexte nous nous sommes donc intéressés a 1’étude de Dactivité
antifongique des huiles essentielles de la coriandre et celle du pamplemousse seules et en
association avec 1’extrait de pépins de pamplemousse et composes majoritaires (thymol et

eugénol).
Dans notre travail on s’est fixé pour objectifs :

e Etude des effets d’association des huiles essentielles extraites a partir des feuilles
de coriandre et d’écorce de pamplemousse d’une part, I’association de chacune
avec I’extrait phénolique de pépins de pamplemousse et 1’association de I’huile
essentielle de Citrus x paradisi avec le thymol et 1I’eugénol d’autres parts, sur des
souches de moisissures a savoir Aspergillus sp, Aspergillus flavus, Aspergillus
niger et Botrytis cinerea.

e Détermination de la concentration minimale fongicide et fongistatique, afin de
déterminer le FIC ingex permettant de caractériser un effet de synergie, d’addition,

d’antagonisme ou d’indifférence.

]
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Généralités

1.1 Généralités sur la coriandre : Coriandrum sativum
1.1.1 Etymologie

Le nom francais coriandre dérive du grec “’Koris’’ signifiant punaise a cause de
I’odeur forte de ses feuilles (Avry et Galloiun, 2003). Ce mot est du genre féminin aussi
bien lorsqu’il désigne la plante que le fruit (épice) (Dodinet et al, 2001).

1.1.2 Description botanique

La coriandre est une plante annuelle d’environ 30 a 60 cm de hauteur (parfois
jusqu’a 1,40 m). Les feuilles sont toujours découpées, mais sont plus larges a la base,
ressemblant beaucoup alors au persil. Celles du sommet de la plante sont d’avantage
découpées, devenant carrément plumeuses. Les fleurs sont portées au sommet de la plante
en petites ombelles. Les minuscules fleurs sont blanches ou rose tres pale. Celles de

I’extéricur de I’ombelle portent des pétales asymétriques, nettement plus longues
(Schauenmberget et Paris, 2013).

1.1.3 Taxonomie

Tableau I : Classification de Coriandrum sativum (Cronquist 1981).

Régne Végetal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae
Genre Coriandrum
Espéce Coriandrum sativum
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I.1.4 Répartition géographique

La coriandre est une plante probablement originaire du Proche-Orient ou du Sud de
I'Europe et s'est propagée trés tét a travers I'Ancien Monde. Elle est aujourd’hui cultivée un
peu partout sur la planéte, principalement dans I'hémisphére nord. Elle a été décrite comme
une plante sauvage en région méditerranéenne (Europe, Afrique du Nord, Proche-Orient), au
sud de la Russie, en Arménie, en Asie centrale, en Inde et en Chine. Toutefois il s'agit
probablement de plantes échappées de cultures il y a plus ou moins longtemps, il est difficile

de préciser ou la coriandre est subspontanée (Diederichsen, 1996).
1.1.5 Composition physico-chimique
Comme beaucoup de végetaux verts et frais, dans 100g de feuilles de coriandre, on trouve :

e Des flavonoides antioxydants (2,5 mg);
e Des vitamines (26 mg);

e Des acides-phénols antioxydants (39,74 mg).

Il n’y a pas d’alcaloides toxiques mais moins d’huile essentielle contenant le
cyclododecanol (environ 20%), le tetradecanal (environ 17%), le 2-dodecenal (environ
10%) et le 1-decanol (environ 7%). Les feuilles de coriandre quand on les froisse libérent
les aldéhydes de I’huile essentielle qui posseédent une odeur trés marquee, plutét
désagréable (Hurtel, 2001).

1.2 Généralités sur le pamplemousse : Citrus x paradisi

1.2.1 Etymologie

Le mot "pamplemousse”, provient du hollandais "pompelmoes"”, lui-méme dérivé
de "pompel" signifiant "gros" et "limoes", "citron". Le mot "pomelo" semblerait tout
simplement étre une altération du mot “"pompelmoes”. D’autres sources disent qu’il serait
une contraction de ‘‘pomme-melon’’. Quant a ‘‘grape-fruit’’, ce surnom aurait pour

origine le fait que les pomelos poussent en grappes (Boulan, 1934).
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1.2.2 Description botanique

Le pamplemousse est un agrume d’origine hybride récente. Il est né dans les
Caraibes comme un croisement entre un pomelo et une orange douce (Spiegel et
Goldschmidt, 1996).

L’arbre a pamplemousse pousse habituellement 4.5 a 6 métres de haut. Ses feuilles
sont persistantes et généralement ovales de 7.5 a 17.5 cm de long et de 4.5 a 7.5 cm de
largeur. Quant a ses fleurs, sont blanches et aromatiques poussent généralement en grappe

et produisent de gros fruits globuleux.

Le fruit du pamplemousse a une peau épaisse parfois lisse ou granuleuse munie de
glandes a essences et une chair assez juteuse divisant en 11 a 14 segments en variant du

jaune en orange au rouge rosatre avec peu ou moins de pépins (Bachés, 2011).
1.2.3 Taxonomie

Tableau 11 : Classification de Citrus x paradisi (Aswini et al, 2012).

Régne Végétal
Embranchement Magnoliophytes
Classe Magnoliposida
Sous classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Rutacées
Genre Citrus
Espece Citrus x paradisi
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1.2.4 Répartition géographique
Le pamplemoussier connu des Chinois 2 200 ans avant notre ére, on le retrouve en

Europe au cours du XIle siécle. Le détail des étapes qu’il a pu faire au cours des siecles

reste inconnu, sans doute parce qu’il n’a pas été consommé.

Il est cultivé aux USA, en Israél, en Argentine, a chypre, au Mexique, a Cuba, en
Afrique du Sud et dans d'autres pays du monde. En Europe et en Afrique du Nord, une
dizaine de cultivars sont présents. Le ler pays producteur de pamplemousse est les USA

(la Floride), suivi d'Israél.

L'espece Citrus x paradisi est originaire des Antilles, et a été introduite en Floride
au début du XIXe siecle. Sa culture commerciale a commencé vers 1885, puis quelques
décennies plus tard en Californie, en Arizona et au Texas (Hodgson, 1967).

1.2.5 Composition physico-chimique

Dans 100g de pamplemousse, on trouve :

e Des Flavonoides : Le pamplemousse renferme différents types de flavonoides, il
contient surtout de la naringine, mais aussi I’hespérétine en plus petite quantité.
C’est la partie blanche de la pelure du fruit qui renferme le plus de flavonoides, et
les concentrations varient grandement selon les cultures.

e De la vitamine C (33,3 mg) : Les pamplemousses frais, peu importe leur couleur,
contiennent environ la méme quantité de vitamine C.

e De la vitamine B5 (0,28 mg).

e Des limonoides (1,48 mg) : Se retrouvent principalement dans les pépins mais aussi
dans le jus.

e De Béta-Carotene (14 pg) : Les pamplemousses contiennent des quantités élevées
de béta-carotene. Les pamplemousses renferment également d’autres caroténoides,
mais en quantité moins importante.

e Des fibres (0,899) : Environ les 2/3 des fibres du pamplemousse seraient des fibres
solubles, comme la pectine. Elles se retrouvent principalement dans 1’écorce et

dans la membrane blanche autour de la chair (albédo) (Aruna et Baskaran, 2010).
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1.3 Effets thérapeutiques des plantes étudiées

1.3.1 La coriandre (Coriandrum sativum)

Depuis I’antiquité, la coriandre est considérée comme une plante aromatique et
médicinale. Elle est employée comme aromate dans les préparations culinaires, servant

principalement comme correcteur de golt dans 1’industrie agro-alimentaire.

La coriandre est employée en médecine traditionnelle comme carminative,

spasmolytique, digestive et diurétique (Aruna et Baskaran, 2010).

La coriandre est utilisée parfois pour le traitement et la gestion du diabéte, des études
ont montré que de la coriandre pourrait diminuer I'hyperglycémie et prévenir ou réduire les

complications cardio-vasculaires (Aissaoui et al, 2011).

Au niveau des troubles digestifs, la coriandre est considérée comme une épice slre
et efficace dans le traitement de la perte d’appétit, de ballonnements, d’indigestion,

des flatulences et des maux d’estomac et crampes.

La coriandre présente également des propriétés antioxydantes (combat la formation
de radicaux libres due au stress et toxines) et Antiseptiques (ralentir ou empécher la
croissance des micro-organismes dans ou sur la surface extérieure du corps) (Casetti et coll,
2011).

Eberhard et al, (2005) Ont démontré qu’a dose usuelle, la consommation de la
coriandre comme condiment ne présente a notre connaissance aucun risque de toxicité ni

aigué, ni chronique.

1.3.2 Le pamplemousse (Citrus x paradisi)
Le pamplemousse est un fruit qui présente d’excellents avantages pour la santé.

> |l réduit le cholestérol

Une étude réalisée sur des patients atteints d’hypercholestérolémie a révéle que la
consommation de 2 pamplemousses par jour aurait la propriéte de diminuer les taux de

cholestérol et de triglycérides sanguins (Gorinstein et al, 2004).



http://www.mr-plantes.com/2011/01/digestion-difficile/
http://www.mr-plantes.com/2011/01/appetit/
http://www.mr-plantes.com/2011/02/indigestion/
http://www.mr-plantes.com/2011/01/flatulences/
http://www.mr-plantes.com/2010/11/anti-oxydant/
http://www.mr-plantes.com/2011/02/stress/
http://www.mr-plantes.com/2011/01/antiseptique/
http://docteurbonnebouffe.com/hypercholesterolemie-quelle-alimentation/
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» Possede des propriétés anti-inflammatoires
Plusieurs études ont démontré que les flavonoides des agrumes auraient

des propriétés anti-inflammatoires (Benavente et Castillo, 2008).

» Possede un pouvoir anti-glycemique

Une étude réalisée sur des animaux diabétiques a révélé que le glucose sanguin a été
significativement réduit apreés injection de naringine. Ce composé pourrait donc jouer un role

important dans la prévention de I’hyperglycémie (Jung et al, 2004).

En effet, une étude portant sur des personnes obeses atteintes du syndrome
métabolique a révélé que la consommation d’un demi-pamplemousse par jour avant chaque

repas pendant 12 semaines entrainait une perte de poids (Fujioka et Greenway, 2006).

» C’est un puissant antioxydant

Le pamplemousse est riche en vitamine C et en naringine, un flavonoide rarement
présent dans les agrumes et trés précieux dans la lutte contre les radicaux libres. (Ceux-ci,
rappelons-le, sont a 1’origine de 1’oxydation des tissus et des cellules de notre organisme,
acceélérant ainsi leur vieillissement). 1l contient également des limonoides, que 1’on trouve
principalement dans ses pépins et dans son jus, également reconnus pour ses capacités

antioxydantes importantes (Wang et Yu, 2005).
» 1l réduit les risques de cancer

Ainsi la présence de flavonoides, de limonoides, de vitamine C et de caroténoides lui
confere des effets bénéfiques dans la prévention des cas de cancers de la bouche, du pharynx,

de I’acesophage et de I’estomac (Lam et al, 2000).
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Partie pratique Matériel et méthodes

Dans cette partie, nous présenterons le protocole expérimental pour I'extraction et
'évaluation de 1’activité antifongique des huiles essentielles des feuilles de coriandre et
d’écorce de pamplemousse seules, et en association avec 1’extrait phénolique de pépins de

pamplemousse (EPP) et composés majoritaires d’huiles essentielles (Eugénol et thymol).

I. Matériel végétal

La matiere végétale utilisée dans ce travail est les feuilles de coriandre et 1’écorce

de pamplemousse.

(a) La coriandre (b) Le pamplemousse

Figure 01 : Photo de la coriandre (a) et du pamplemousse (b) utilisés

I1. Matériel biologique

1.1 Les souches testées

» Les moisissures :

Les moisissures représentent un groupe hétérogéne de champignons
microscopiques saprophytes et parfois parasites. Les souches utilisées sont représentées
dans le tableau I11.
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Tableau 111 : les souches testées
Moisissures Classes Références
Aspergillus sp Ascomycetes ATCC16703
Aspergillus niger Ascomycetes ATCC16702
Aspergillus flavus Ascomycetes ATCC16704
Botrytis cinerea Ascomycetes ATCC16664
* ATCC : American Type Culture Collection.
11.2 Les milieux de cultures utilisés
Tableau IV: Les milieux de culture
Milieux Utilisation

Bouillon nutritif

Mise en culture.

Bouillon Mueller Hinton (BMH)

Détermination des parametres de croissance
(CMFs et CMFc des HE).

Solution d’Agar-Agar a 0,2%

Préparation des dilutions d’huiles
essentielles et composés majoritaires.

Gélose glucosée a lI'oxytétracycline (OGA)

Culture des souches fongiques.



http://solabia.com/solabia/produitsDiagnostic.nsf/0/3B90E2914CAF1BA4C12574B30032E90F/$file/FT_BK053_BM022_v5.pdf
http://solabia.com/solabia/produitsDiagnostic.nsf/0/3B90E2914CAF1BA4C12574B30032E90F/$file/FT_BK053_BM022_v5.pdf
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11.3 Les composes majoritaires

Tableau V: Les composés majoritaires

Composes majoritaires Références
Thymol Riedel-de Haén, Trademark registered by Honeywell.
Eugénol 500350100, C.A.S.97-530.EINECS :202-589-1.New
office :315 place youville suite 343 .Montréal, Québec.

111 Méthodes

111.1 Extraction des huiles essentielles

Le pamplemousse a été acheté et épluché, les écorces ont €té récupérés et découpés

en petit morceaux.

La coriandre (de la variété coriandre longue) a été achetée a 1’état frais, les feuilles

ont été séchées a I’étuve a une température de 37°C.

L’extraction des huiles essentielles de la maticre végétale peut étre réalisée au

moyen de nombreux et divers procédés.

L’hydrodistillation reste la méthode la plus prisée du fait qu’elle est facile a mettre
en ceuvre. Elle consiste a immerger la matiére premiere directement dans l'eau, puis
I’ensemble est porté a ébullition. Les vapeurs formées sont condensées par un systéme de

réfrigération par courant d’eau.

L’étape d’extraction nécessite plusieurs heures. C’est le cas de la méthode de

Clevenger (Clevenger, 1928).

-
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) e

1 : Support élévateur 5 : Réfrigérant

2 : Chauffe ballon 6 : Coude femelle-méle

3: Ballon 7 : Ballon de récupération du distillat
4 : Coude male-male 8 : Bassine d’eau congelée

Figure 02 : Dispositif d’hydrodistillation

Protocole expérimental

100 grammes de feuilles de coriandre ou d’écorce de pamplemousse ont été
introduits dans un ballon de 2 litres (L) contenant 1L d’eau de source et ont été laissés
macéres pendant une nuit. L’ensemble est porté a ébullition pendant 2 heures. Une série de

vingt-trois extractions a été effectuée pour Coriandrum sativum, également pour
Citrusx paradisi.

Le distillat ainsi recueilli est introduit dans une ampoule a décanter afin de séparer
I’eau de I’HE qui surnage.
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L’huile essentielle obtenue aprés décantation est conservée dans des flacons

hermétiques a I’abri de la lumicre et a basse température pour éviter 1’oxydation (Sahin et

al, 2004).

» Rendement en huiles essentielles :
Le rendement en HE est le rapport entre le poids de I'huile extraite et le poids du
matériel vegétal utilisé (Mrabet et al, 1999). Le rendement est exprimé en pourcentage (%)

est calculé par la formule suivante :

Rd% = (Mi / Mo) x 100

Rd : Rendement.
Mi : Poids de L’huile essentielle extraite.

Mo : Poids du matériel végétal utilisé.

111.2 Evaluation in vitro de P’activité antifongique des huiles essentielles
Afin de déterminer I’activité antifongique des huiles essentielles (Coriandrum
sativum et Citrusxparadis) et I’effet de leurs associations, nous avons opté pour la

méthode de I’échiquier en milieu « Bouillon Mueller Hinton ».

Les associations ont été testées sur quatre souches : Aspergillus sp, Aspergillus
flavus, aspergillus niger et Botrytis cinerea.

111.2.1 Préparation des inocula fongiques

Repiquage des quatre souches de moisissures sur bouillon nutritif et incubation a
30°C pendant 24h puis ensemencement sur une gélose nutritive (OGA) par touches,
ensuite incubation pendant 48h a 30°C pour avoir des colonies bien isolées et en culture

pure.

111.2.2 Standardisation des inocula fongiques

Les colonies jeunes de chaque souche de moisissures sont récupérées dans de 1’eau

physiologique stérile, a partir de cette suspension mere, on prépare les différentes dilutions

.
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dans des tubes a essai contenant de I’eau physiologique stérile. La détermination de la
densité optique (DO) de la suspension fongique est réalisée a I’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 630 nm dans le but de standardiser la
suspension a 107 Unité formant colonie / millilitre (UFC/mI). On estime qu’une DO de
0,04 correspond a une concentration de 10’'UFC/mI (Clinical And Laboratory Standards
Institue, 2006).

111.2.3 Préparation des dilutions

En raison de la non miscibilité des huiles essentielles, de I’extrait de pamplemousse
et des composés majoritaires dans 1’eau nous avons utilisé une solution d’agar a 0,2% pour
préparer les solutions meres et les cinq dilutions en double (1/2, 1/4... 1/32) des huiles

essentielles, des composés majoritaires et de I’extrait de pamplemousse.

Ces dilutions sont préparées en quantités suffisantes dans des tubes en verre stériles,

conservées a 4°C et a I’abri de la lumiére et renouvelées chaque deux jours.

I11.2.4 Détermination de I’activité antifongique

L’activit¢ antifongique des composés testés est évaluée au laboratoire par la
méthode de dilutions sur microplaque (technique de 1’échiquier) (Eliopoulos et al, 2005).
Le travail présenté dans ce manuscrit est réparti en trois parties :

e [L’activité antifongique de 1’association des deux huiles essentielles (coriandrum
sativum et citrisxparadisi) testées sur quatre souches de moisissures.

e L’activité antifongique de 1’association des deux huiles essentielles avec I’extrait de
pépins de pamplemousse testés sur quatre souches de moisissures.

e L’activit¢ antifongique de I’association de I’huile essentielle d’écorce de
pamplemousse avec deux composés majoritaires (Thymol et Eugénol) testés sur
quatre souches de moisissures.

La figure 03 ci-dessous represente la microplaque utilisée pour effectuer les différentes

associations.

-
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Figure 03 : Photo d’une microplaque

Introduire dans le puits (H1) 100 microlitres (ul) de BMH, 5 pl de la suspension
fongique et 50 ul de la solution d’Agar a 0.2% qui serviront comme témoin.

Tous les autres puits de la ligne H, contiennent 100 pl du BMH, 5 pl de la
suspension fongique et 50 ul d’une dilution d’un agent antimicrobien (de la plus
concentrée a la moins concentrée) pour déterminer les CMFc de cet agent
antimicrobien.

Tous les autres puits de la colonne H, contiennent 100 pl du BMH, 5 pl d la
suspension fongique et 50 ul d’une dilution d’un autre agent antimicrobien pour
déterminer sa CMFc.

Chaque puits du reste de la microplaque contient 100 pl du BMH, 5 ul de la
suspension fongique et 25ul de chaque agent antimicrobien (combinaison des
dilutions des axes des abscisses et ordonnées) pour déterminer les effets de
’association.

Lecture des microplaques apres une incubation a 30°C pendant 24h: les
concentrations inhibitrices se trouvent dans les puis clairs ou il n’y a pas de
croissance. Repiquage de ces puits sur une gélose nutritive (OGA) puis incubation
a 30°C pendant 24h. les concentrations dans les puis ou il n’y a aucune croissance

correspondent aux concentrations minimales fongicides.
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Pour déterminer I’effet synergique d’une association des antifongiques, on se base
sur la concentration inhibitrice fractionnaire index (FIC index) donnéé par la formule
suivante (Vaubourdolle, 2007).

CMFs (A/B) CMFs (B/A)

FICingx= ——— +
CMFs (A) CMFs (B)

e Un FIC index < 0,75 représente une synergie ;
e Un FIC index = 1 représente une addition ;
e Un FIC index > 1 et < 2 représente une indifférence, et un FIC ingex > 2 un

antagonisme.
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Résultats et interprétation

. Rendement en huiles essentielles

Les parametres organoleptiques des huiles essentielles obtenues par

I’hydrodistillation des deux plantes. Leur couleur, odeur et aspect sont résumés dans le
tableau VI.

Tabeau VI : Caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle de Coriandrum sativum

et Citrusn x paradisi.

Origine d’huile
_ Couleur Odeur Aspect
essentielle
Coriandrum Forte odeur S
) Transparente o Liquide limpide
sativum (Désagreéable)
) o ) Forte odeur S
Citrus x paradisi Jaune clair ) Liquide limpide
(Agréable)

Le tableau VI regroupe les rendements calculés pour les deux huiles essentielles étudiées.

Tableau VII : Le rendement en huiles essentielles de Coriandrum sativum et

Citrusx paradisi.

. Quantité d’huile
. Quantité de la )
Espéce ) essentielle obtenue Rendement (%)
biomasse (g)
(9)
Coriandrum
_ 2300 2,48 0,11
sativum
Citrus x paradisi 2300 4,32 0,18

Coriandrum sativum

Le rendement en huile essentielle des feuilles de coriandre est de 0,11%, ce

rendement est moins important par rapport a celui obtenu par Ouis lors d’un travail réalisé a

I’université d’Oran qui est de 0,48% (Ouis, 2015). Cette différence est peut étre due a la

différence géographique des regions de recolte ainsi la période de récolte.
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Citrus x paradisi

Le rendement d’extraction obtenu a partir de I’écorce de pamplemousse est de 0,18%.
Par ailleurs, Hellal a obtenu une teneur en huile essentielle d’écorce de Citrus limonum,
Citrus aurantium et Citrus sinensis de I’ordre de 0,7 ; 0,6 et 0,58% respectivement (Hellal,
2011). Ces résultats signifient que les trois variétés d’agrumes précédentes sont plus riches

en huiles essentielles que le Citrus x paradisi.

Des études avaient montré, d’une part, I’influence de la durée d’extraction et d’autre
part, ’influence du cycle végétatif sur le rendement et la qualité de 1’huile essentielle (Gomes
et al, 2004).

La variation des teneurs en huiles essentielles sont peut étre liées a des conditions
environnementales notamment la température, la lumiére, la pluviométrie et les conditions

édaphiques (Aprotosoaie et al, 2010).

Les conditions culturales telles que les techniques de récolte, la date de semis,
I'emploi d'engrais, les traitements phytosanitaires influencent également la composition et le

rendement des huiles essentielles (Benini, 2007).

Les rendements obtenus sont représentés dans la figure 04.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

Coriandrum sativum Citrus x paaradisi

Figure 04 : Rendement en huiles essentielles de Coriandrum sativum et Citrus x paradisi
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I1. L’activité antifongique
I1.1 Détermination des concentrations minimales fongicides (CMFc)

La concentration minimale fongicide est la concentration minimale d’huile
essentielle nécessaire pour détruire 1’inoculum initial aprés incubation en conditions

standards et les microorganismes ne sont plus viables (Klaric et al, 2006).

11.1.1 Activité antifongique de I’association HE / HE

Tableau VIII : les CMFc de ’huile essentielle de Coriandrum sativum et de

citrus x paradisi sur les quatre souches de moisissures.

CMFc (mg/ml)
Moisissures
HE de cc_)nandrum HE de citrus x paradisi
sativum

Aspergillus sp 2,46 2,8
Aspergillus flavus 2,46 2,8
Aspergillus niger 4,93 11,21

Botrytis cinerea 19,72 11,21

Les isobologrammes montrant I’effet de 1’association de I’'HE de Coriandrum
sativum avec I’HE de Citrus x paradisi sur les souches de moisissures testées, sont

présentés dans la figure 05.
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Figure 05 : Les isobologrammes indiquant les effets de 1’association des deux huiles

essentielles sur les moisissures testées.

D’aprés les résultats présentés dans le tableau VIII, Les huiles essentielles des deux

plantes étudiées, Coriandrum sativum et Citrus x paradisi ont une activité antifongique.

Chaque huile essentielle agit d’'une maniere différente sur les moisissures testées.
Leurs CMFc sont comprises entre 2,46 et 19,72 mg/ml pour Coriandrum sativum, entre 2,8

et 11,21 mg/ml pour Citrus x paradisi.

Pour I’HE de Coriandrum sativum, la souche Botrytis cinerea est la moins sensible
avec une CMFc de 19,72 mg/ml.

Botrytis cinerea et Aspergillus niger, sont les souches les moins sensibles vis-a-vis

de I’HE de Citrus x paradisi.
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Les deux huiles essentielles présentent une meilleure activité vis-a-vis de Aspergillus
sp et Aspergillus flavus avec une CMFc de 2,46 mg/ml pour I’HE de Coriandrum sativum et

2,8 mg/ml pour I’HE de Citrus x paradisi.

Plusieurs méthodes testant l'activité antifongique des huiles essentielles sont
disponibles, mais puisqu'elles ne se basent pas sur le méme principe, les résultats peuvent

étre influencés par la méthode (Mesa et al, 2009).

D’apres les travaux de certains chercheurs, I’HE des feuilles de coriandre contient
des monoterpenol (60 a 85%) tel que le linalool et des monoterpénes (10 a 25%) tels que le
terpinéne et le limoneéne, elle contient également des cétones (3 & 6%) tel que le camphre.
Cette composition biochimique varie en fonction des différents chemotypes (Xuetong et al,
2002).

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et

cétoniques) et leur effets synergiques (Dorman, 2000).

L’HE d’écorce de pamplemousse est un mélange complexe de plusieurs constituants,
elle contient des monoterpénes (95 a 98%) tel que le limonéne, des coumarines, des
furocoumarines et des aldéhydes terpéniques (2 a 3%) tel que le citral. La plupart des études
sur le mécanisme d’action des huiles essentielles se sont accentuées sur leurs effets sur les
membranes cellulaires. En fait, les composés actifs attaquent la paroi et la membrane
cellulaire, affectant de ce fait la perméabilité et le dégagement des constituants
intracellulaires, en interférant également avec la fonction de la membrane (Bajpai et Kang,
2010).

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier leurs pouvoirs antifongiques et antibactériens
(Jazet et al, 2009).

E
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11.1.2 Activité antifongique de I’association HE/ EPP

Tableau IX : Les CMFc de I’extrait phénolique (EPP) testé sur les différentes souches

fongiques.
CMFc (mg/ml)
Moisissures

EPP

Aspergillus sp 13,83

Aspergillus flavus 3,46

Aspergillus niger 3,46

Botrytis cinerea 6,93

Les isobologrammes montrant les effets de 1’association des deux huiles essenticlles

avec I’EPP sur les souches testées sont présentés dans les figures 06 et 07.
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Figure 06 : Les isobologrammes montrant les effets de 1’association de I’HE de

Coriandrum sativum avec I’EPP sur les souches de moisissure testées.
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Figure 07 : les isobologrammes montrant les effets de I’association de I’'HE de
Citrus x paradisi avec I’EPP sur les souches de moisissures testées

Ces résultats montrent que 1’extrait phénolique des pépins de pamplemousse semble
avoir une activité antifongique intéressante. Il est plus actif vis-a-vis Aspergillus flavus et

Aspergillus niger avec une CMFc de 3,46 mg/ml.

D’aprés des études préliminaires, 1’extrait de pépins de pamplemousse (EPP) est un
antimicrobien naturel puissant. Il est actif sur environ 100 souches de champignons. Il est
constitué principalement de bioflavonoides tels que la naringine, I’hesperidine et la poncirine

qui sont responsables des nombreuses activités antimicrobiennes du pamplemousse.

L’EPP contient également des composants organiques tels que 1’acide ascorbique,
I’acide citrique, acides aminés, des tocophérols, des sucres et des amines et autres
composants mineurs. Les composés de I’EPP perturbent la membrane bactérienne et
fongique, et fait éclater la cellule dans les 15 minutes apres le contact, méme a des
concentrations plus diluées. Cet effet est surtout en lien avec la teneur en flavonoides des

pépins de pamplemousse (Cvetni¢ et vlademir, 2004).
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11.1.3 Activité antifongique de ’HE / composés majoritaires d’huiles essentielles

Tableau X : Les CMFc des deux composés majoritaires sur les souches testées

CMFc (mg/ml)
Moisissures
Eugénol Thymol
Aspergillus sp 34 2,87
Aspergillus flavus 3,4 2,87
Aspergillus niger 3,4 2,87
Botrytis cinerea 3,4 2,87

La figure 08 représente les isobologrammes montrant les effets de 1’association de

I’HE de Citrus x paradisi avec I’Eugénol sur les souches de moisissures testées.
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Citrus x paradisi avec I’Eugénol sur les souches tétées.
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La figure 10 représente les isobologrammes de I’association de I'HE de

Citrus x paradisi avec le Thymol sur les souches de moisissures testees.
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Figure 09: Les isobologrammes montrant les effets de 1’association de I’'HE de

Citrus x paradisi avec le Thymol sur les souches de moisissures testées.

D’aprés ces résultats présentés dans le tableau X, les deux composés majoritaires

agissent de la méme maniére sur les souches testées avec une CMFc de 2,87 mg/ml pour le

thymol et 3,4 mg/ml pour ’eugénol. Le thymol a une meilleure activité antifongique par

rapport a I’eugénol.

Selon Bouaoun et ses collaborateurs (2007), la plupart des composés chimiques des

HE sont dotés de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont les composés volatils majeurs

qui presentent les propriétés antimicrobiennes les plus importantes, et en particulier les

phénols, les aldéhydes, 1’eugénol, le linalool, et le thymol.
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Des études réalisées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 1999) ont
montré que le thymol posséde une forte activité antifongique et antibactérienne contre de

nombreuses especes.

11.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMFs)

La plus faible concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible a
I'eeil nu apres 16 a 20 heures d'incubation. Les microorganismes restent cependant viables
(Yang et al, 2009).

11.2.1 Effet de I’association HE / HE

Les résultats de ’activité antifongique de I’HE de Coriandrum sativum et de
Citrus x paradisi vis-a-vis des quatre souches de moisissures testées, sont représentées dans

le tableau XI.

Tableau XI: Les CMFs des deux huiles essentielles sur les souches testées

CMFs (mg/ml)
Moisissures
HE de Coriandrum sativum HE de Citrusxparadisi
Aspergillus sp 2,46 5,6
Aspergillus flavus 2,46 2,8
Aspergillus niger 4,93 5,6
Botrytis cinerea 9,86 11,21

Les résultats du tableau XI montrent que I'HE de Coriandrum sativum agit de la
méme maniere sur Aspergillus sp et Aspergillus flavus avec une CMFs de 2,46 mg/ml et
difféeremment sur Aspergillus niger (CMFs : 4,93 mg/ml) et Botrytis cinerea (CMFs : 9,86
mg/ml).
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Par contre, I’HE de Citrus x paradisi agit de la méme maniere sur Aspergillus sp et
Aspergillus niger avec une CMFs de I’ordre de 5,6 mg/ml et differemment vis-a-vis de

Aspergillus flavus et Botrytis cinerea avec des CMFs de 2,8 et 11,21 mg/ml respectivement.

D’apres certaines études, les huiles essentielles peuvent étre utiles en tant qu'agents
antifongiques parce qu'elles affectent plusieurs cibles simultanément et il n'y a aucun rapport
de résistance ou d'adaptation des microorganismes a cause de la diversité des composés
chimiques (Bakkali et al, 2008).

Plusieurs chercheurs ont rapporté que les terpénoides et leurs dérives oxygénes sont
les composants principaux des huiles essentielles ; ces composés ont un potentiel inhibiteur
fort sur des souches microbiennes pathogénes (Cakir et al, 2004; Fontenelle et al, 2007;
Hossain et al, 2008).

L'activité inhibitrice peut étre due aux différents modes d'action de tous les

composants de I'huile essentielle sur les moisissures (Bajpai et Kang, 2010).

¢ Les résultats de I’activité antifongique de I’association HE / HE sur les souches de
moisissures testées sont présentés dans le tableau XII.

Tableau XII : Effets de 1’association des deux huiles essentielles sur les souches de
moisissures testées.

.. .. Eff
Assoclation Moisissures FICindex , Et? d.e
I’association
Aspergillus sp 5,42 Antagonisme
Asglzrvgulélus 9,98 Antagonisme
HE de Coriandrum sativum
et HE de Citrus x paradisi Asperdill
SPErgifius 1 Addition
niger
Botrytis 0,24 Synergie
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Les résultats obtenus montrent que 1’association de I’HE de Coriandrum sativum et
de Citrus x paradisi présente un effet synergique sur la souche Botrytis cinerea avec un
FICindex de 0,24 qui est inférieur a 0,75 (Vaubourdolle, 2007). Un effet d’addition sur
Aspergillus niger avec un FICindex de 1 et un effet d’antagonisme sur Aspergillus flavus et
Aspergillus sp avec des FICindex de 9,98 et 5,42 respectivement qui sont supérieurs a 2
(Vaubourdolle, 2007).

D’aprés les résultats de 1’activité antifongique des deux huiles essentielles étudiées
par la méthode de la microdilution en milieu BMH, il est clair que les souches étudiées n’ont

pas les mémes valeurs de FICindex.

Cette différence serait peut étre due a la nature de la paroi des souches fongiques qui
se compose d’un réseau complexe de protéines et de polycarbohydrates et qui varient en
composition selon les espéces fongiques. La perturbation de cette matrice peut avoir comme
consequence une paroi défectueuse, qui devient sensible a la lyse osmotique et aux agents

antifongiques (Yen et Chang, 2008).

Contre les moisissures, les phénols terpéniques des huiles essentielles provoquent

plusieurs effets tels que des perturbations morphologiques des hyphes mycéliens, la rupture

de la membrane plasmique et 1’altération de la structure des mitochondries (Arras et al, 2001).

11.2.2 Effet de I’association HE / EPP

Tableau XIII: Les CMFs de I’extrait phénolique de pépins de pamplemousse sur les

souches de moisissures testées.

CMFs (mg/ml)
Moisissures
EPP
Aspergillus sp 13,83
Aspergillus flavus 3,46
Aspergillus niger 6,93
Botrytis cinerea 6,93
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Les résultats obtenus montrent que Aspergillus sp est la souche la plus résistante vis-
a-vis I’EPP avec une valeur de CMFs de 13,83 mg/ml. Les autres souches sont moins
résistantes avec une valeur de CMFs de 6,93 mg/ml pour Aspergillus niger et Botrytis

cinerea et 3,46 mg/ml pour Aspergillus flavus.

L’extrait de pépins de pamplemousse est un antibiotique naturel puissant. En effet,
les flavonoides présents dans les pépins sont inhibiteurs de la croissance de la plupart

microorganismes (Cvetni¢ et Vladimir, 2004).

% Les résultats de I’activité antifongique de 1’association HE / EPP sur les souches de

moisissures testées sont présentés dans le tableau XIV.

Tableau X1V : Effets de I’association HE / EPP sur les souches testées.

.. . Effets de
Assoclation Moisissures FICingex , ..
I’association
Aspergillus sp 1,43 Indifférence
As?lzr\?ulllus 4,08 Antagonisme
HE de Citrus x paradisi et
I’EPP
Aspergillus niger 1,41 Indifférence
Botrytis 0,55 Synergie
Aspergillus sp 2,98 Antagonisme
Aspergillus 7,04 Antagonisme
: . flavus
HE de Coriandrum sativum
et PEPP
Aspergillus niger 1,05 Indifférence
Botrytis 0,52 Synergie




Résultats et interprétation

Ces résultats montrent que 1’association HE de Citrus x paradisi / EPP, présente un
effet de synergie vis-a-vis de la souche Botrytis cinerea avec un FICingex de 0,55, un effet
d’indifférence vis-a-vis Aspergillus niger et Aspergillus sp avec des FICingex de 1,41 et 1,43

respectivement et un effet d’antagonisme vis-a-vis Aspergillus flavus avec un FICindexde 4,08.

Pour I’association HE de Coriadrum sativum / EPP, un effet synergique a été noté
vis-a-vis de la souche Botrytis cinerea, un effet d’antagonisme vis-a-vis de Aspergillus sp et

Aspergillus flavus et un effet d’indifférence vis-a-vis de Aspergillus niger.

Les flavonoides et les triterpénoides ainsi que d’autres composés de nature
phénolique ou groupes hydroxyle libres sont reconnus comme composés antibiotiques tres
actifs (Rojas et al. 1992).

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal,

mais & I’action combinée (synergie) de différents composés a I’origine de cet extrait (Essawi

et Srour, 2000).

I1.2.3 Effet de I’association HE / Composés majoritaires d’huiles essentielles

Tableau XV : Les CMFs des composés majoritaires (Eugénol, thymol) testés sur les

différentes souches de moisissures testées.

CMFs (mg/ml)
Moisissures
Eugénol Thymol
Aspergillus sp 3,4 2,87
Aspergillus flavus 3,4 2,87
Aspergillus niger 3,4 2,87
Botrytis cinerea 3,4 2,87
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Résultats et interprétation

Ces résultats montrent que le thymol et 1’eugénol agissent de la méme maniére sur
les quatre souches fongiques, le thymol est plus actif avec une CMFs de 2,87mg/ml alors

que I’eugénol est moins actif avec une valeur de 3,4 mg/ml.

Le thymol et I'eugénol sont responsables de I'activité fongicide (Bennis et
Chami, 2004) et bactéricide des HE qui en contiennent (Cox et al, 2000).

La molécule de thymol a un effet inhibiteur et Iétal sur diverses souches. Plus les

teneurs en phénols sont élevées, plus les HE sont efficaces (Cosentino et Tubroso, 1999).

% Les résultats de I’activité antifongique de 1’association HE / Composés majoritaires
d’huiles essentielles sur les souches de moisissures testées sont présentés dans le tableau

XVI.

Tableau XVI : Effet de I’association HE / composé majoritaire sur les souches testées

Composés .
HE MPOst Moisissures | FlCindex Effets
majoritaire
Aspergillus sp 1,42 Indifférence
Aspergillus 2,03 Antagonisme
flavus
Eugénol
Aspergillus niger 1,12 Indifférence
Botrytis cinerea 2,03 Antagonisme
HE de Citrus x
paradisi
Aspergillus sp 1,48 Indifférence
Aspergillus 1,99 Indifférence
flavus
Thymol
Aspergillus niger 1,22 Indifférence
Botrytis cinerea 1,94 Indifférence

E



Résultats et interprétation

D’apres les résultats présentés dans le tableau XVI, I’association de I’'HE d’écorce
de pamplemousse avec le thymol a donné un effet d’indifférence sur les quatre souches

testées avec un FICindex de 1,48 pour Aspergillus sp, 1,99 pour Aspergillus flavus, 1,22
pour Aspergillus niger et 1,94 pour Botrytis cinerea.

Par contre, 1’association de I’huile essentielle d’écorce de pamplemousse avec
I’eugénol a montré deux effets, un effet d’indifférence sur Aspergillus sp et Aspergillus niger

avec des FICindex de 1,42 et 1,12 respectivement et un effet d’antagonisme sur Aspergillus
flavus et Botrytis cinerea avec des FICindex de 2,03.

En plus de I’activité antibactérienne, des études (réalisées in vitro et in vivo) ont

prouvé que le thymol posséde des propriétés antifongiques contre un certain nombre de

myceétes (Giordani et al, 2008).

3




CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Conclusion et perspectives

Le travail que nous avons entrepris porte sur 1’étude de I’activité antifongique des
huiles essentielles de 1’écorce de Citrus x paradisi et des feuilles de Coriandrum sativum
seules, et en association avec 1’extrait phénolique de pépins de pamplemousse et des
composés majoritaires (Thymol et Eugénol), testées sur quatre souches de moisissures a

savoir Aspergillus sp, Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Botrytis cinerea.

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a été réalisée en utilisant
un dispositif de type Clevenger. La valeur du rendement en huile essentielles d’écorce de

pamplemousse était de 0,18% et celui des feuilles de coriandre était de 0,11%.

La détermination in vitro du pouvoir antifongique des huiles essentielles a été
réalisée par la méthode de I’échiquier. Les deux huiles essentielles testées seules ont
montré une bonne activité antifongique avec des CMFc (Concentration minimale fongicide)
variant de 2,8 a 11,21 mg/ml pour Citrus x paradisi et de 2,46 a 19,72 mg/ml pour
Coriandrum sativum dont Aspergillus sp et Aspergillus flavus sont les souches les plus

sensibles.

D’apres les résultats obtenus, le composé majoritaire Thymol a une bonne activité
antifongique par rapport a I’Eugénol et I’extrait phénolique de pépins de pamplemousse
avec une CMFc de 2,87 mg/ml.

Concernant les CMFs (Concentration minimale inhibitrice), on a constaté que
Botrytis cinerea est la souche la plus résistante vis-a-vis de I’HE de Citrus x paradisi avec
une valeur de 11,21 mg/ml et de I’'HE de Coriandrum sativum avec une valeur de 9,86

mg/ml.

Les deux composés majoritaires (Eugénol et Thymol) et 1’extrait phénolique de
pépins de pamplemousse ont des CMFs qui varient de 2,87 a 13,83 mg/ml dont le Thymol

est le moins sensible avec une CMFs de 2,87 mg/ml.

Parmi toutes les combinaisons effectuées, seules les combinaisons, HE de
Citrus x paradisi / HE de Coriandrum sativum, HE de Citrus x paradisi / EPP et HE de
Coriandrum sativum / EPP ont montré un effet synergique vis-a-vis de la méme souche

(Botrytis cinerea) avec un FICindex variant de 0,24 a 0,55.

)



Conclusion et perspectives

Enfin, on conclut que les deux plantes étudiées sont douées d’activité biologique.

Leur association avec I’extrait phénolique de pépins de pamplemousse et les deux

composés majoritaires d’huiles essentielles a montré une activité antifongique.

En perspectives, il serait intéressant:

Evaluer d’autres activités antimicrobiennes telle que I’activité antiparasitaire,
antivirale et antiinflammatoire ;

Effectuer plusieurs essais pour une meilleure exploitation des huiles essentielles ;
Etudier d’autres associations en combinant d’autres composés majoritaires pour
I’obtention de I’effet synergique;

Réaliser des tests in vivo pour 1’évaluation d’autres propriétés thérapeutiques.

Evaluer la toxicité des huiles essentielles.

&
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Annexe |

I. Compositions et préparations des milieux de culture

I.1 compositions :

Solution d’Agar a 0,2 % :

Agar 0,29
Eau distillée 1000 ml
Eau physiologique :
NaCl 9g
Eau distillée 1000 ml
Bouillon Muller-Hinton :
Extrait de viande 29
Hydrolysat acide 17,59
Amidon 1,50
Gélose 10g
Milieu OGA:
Extrait de levure 5¢
Glucose 209
Agar 129




Annexes

e Bouillon nutitif :

Peptone 109
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 5¢

| .2 préparations
1.2.1 Solution d’Agar a 0,2 % :

e Dissoudre 2g de la poudre d’agar dans un litre d’eau distillée jusqu'a dissolution

totale.

e Stérilisation a 120°C pendant 15-20 minutes.
1.2.2 Eau physiologique :

e Dissoudre 9g de Na Cl dans un litre d’eau distillée jusqu'a dissolution complete.

e Stérilisation a 120°C pendant 15-20 minutes.
1.2.3 Milieu OGA :

e Dissoudre 33g de la poudre d’OGA dans un litre d’eau distillée jusqu'a dissolution
compléte.

e Stérilisation a 120°C pendant 15-20 minutes.
1.2.4 Buillon Muller Hinton :

e Dissoudre 21g de la poudre dans un litre d’eau distillée jusqu’a dissolution totale.

e Stérilisation a 120 °C pendant 15-20 minutes.
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Annexe |1

1.1 Les CMFc des deux huiles essentielles sur les quatre souches de moisissures

testées.

25
20

15

CMFc (mg/ml)

10

5

0

Coriandrum sativum

B Aspergillus sp

B Aspergillus niger B Botrytis cinerea

Citrus x paradisi

0

| Aspergillus flavus M Aspergillus sp B Aspergillus flavus

M Aspergillus niger ® Botrytis cinerea

11.2 Les CMFc de I’extrait phénolique de pépins de pamplemousse (EPP) sur les

différentes souches de moisissures testées.
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11.3 Les CMFc des deux composes majoritaires sur les quatre souches de moisissures

testées.

CMFc (mg/ml)

Eugénol

B Aspergillus sp H Aspergillus flavus

4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

M Aspergillus niger B Botrytis cinerea

CMFc (mg/ml)

3,5

2,5
2
1,5

[N

0,5

0

Thymol

B Aspergillus sp B Aspergillus flavus

M Aspergillus flavus B Botritis cinerea

11.4 Les CMFs des deux huiles essentielles sur les quatre souches de moisissures

testées.
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I1.5 Les CMFs de I’extrait de pépins de pamplemousses sur les quatre souches de

moisissures testées.

EPP

M Aspergillus sp W Aspergillus flavus ~ ® Aspergillus niger  H Botrytis cinerea

CMFs (mg/ml)
[ = [ =
> [e)} o] o N > [e)}

N

11.6 Les CMFs des deux composés majoritaires sur les quatre souches de moisissures

testées.
Eugénol Thymol
E 4 E 3,5
% 3,5
E 7 e’
o 3 o 25
2
1,5
1,5
) 1
05 0,5
0

0

m Aspergillussp W Aspergillus flavus H Aspergillussp B Aspergillus flavus

® Aspergillus niger M Botrytis cinerea m Aspergillus niger M Botrytis cinerea



Résumé :

La tendance actuelle des scientifiques a chercher des antibiotiques plus naturels a
augmenté durant ces derniéres décennies. Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés
sur les huiles essentielles extraites des plantes médicinales et aromatiques. Dans ce contexte,
nous avons essayé d’évaluer in vitro ’activité antifongique de 1’huile essentielle extraite
d’écorce de Citrus x paradisi et des feuilles de Coriandrum sativum seules, ou en
association avec I’EPP et les composés majoritaires d’HE. L’extraction a été réalisée par
hydrodistilation et a donné un rendement de 0,18% pour Citrus x paradisi et de 0,11% pour
Coriandrum sativum. L’activité antifongique a été évaluée sur quatre souches de moisissures
par la méthode de 1’échiquier en milieu BMH. Les deux huiles essentielles ont montré une
activité antifongique intéressante dont les CMFc varient de 2,8 a 11,21 mg/ml pour
Citrus x paradisi et de 2,46 a 19,72 mg/ml pour Coriandrum sativum. La CMFs s’est
avérée aussi intéressante. L’association des huiles essentielles entre elles ou avec I’EPP et
les composés majoritaires a donné divers effets dont la synergie est observée vis-a-vis de la
méme souche Botrytis cinerea.

Mots clés : Citrus x paradisi, Coriandrum sativum, huiles essentielles, EPP, thymol,
eugeénol, activité antifongique, association, méthode de 1’échiquier.

Abstract:

The current trend of scientists seeking more natural antibiotics is increased during
recent decades. Several research studies have been concentrated on essential oils extracted
from aromatic and medicinal plants. In this context, we have tried to evaluate in vitro
antifungal activity of essential oil extracted from bark of citrus x paradis and leaves of
coriandrum sativum alone or in association with the EPP and the majority Essential oil
compounds. The extraction was performed by hydrodistilation and gave a performance of
0.18% for citrus x paradise and 0.11% for coriandrum sativum. Antifungal activity was
evaluated on four strains of mold by the method of the Exchequer BMH mid-week. Two
essential oils showed interesting antifungal activity which the CMFc range from 2.8 to 11.21
mg/ml for citrus x paradisi and 2.46 to 19.72 mg/ml for coriandrum sativum. The CMFs
was also interesting. The association of essential oils, or with the EPP and the majority
compounds gave various effects which the synergy is observed with the same strain of
botrytis cinerea.
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