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Résumé-La recherche de nouveaux produits 
phytosanitaires d’origine naturelle présentant moins de 
danger pour la santé humaine et à l’environnement est 
devenue une nécessité. Les huiles essentielles (HE), 
produites par certaines plantes possèdent des propriétés 
antimicrobiennes, peuvent contribuer à la lutte 
biologique contre la pourriture des fruits d’agrumes en 
conservation.  
Ainsi, nous avons isolées et identifiées à partir des fruits 
d’oranges pourris en conservation quatre espèces de 
Penicillium italicum, Penicillium digitatum, 
Acremonium sp. et d’Aspergillus niger ; ensuite 
l’activité antifongique des HE a été testée par les 
techniques de contact direct à montré une forte 
efficacité vis-à-vis de tous les champignons testés. 
 
MOTS- CLES : Agrumes, activité antifongique, huiles 
essentielles, moisissures. 
 

I. INTRODUCTION 

L’agrumiculture est classée parmi les 
principales cultures fruitières dans le 
monde entier ainsi qu’au Maroc, cette 
importance est attribuée au rôle majeur que 
joue cette culture au niveau économique ; 
la grande qualité nutritive des agrumes et 
leur richesse en vitamines, ainsi que les 
conditions pédoclimatiques favorables 
donnent tous une raison de plus pour le 
développement de cette culture au Maroc 
[1]. 
Les agrumes sont exposées à diverses 
maladies et troubles dans les stations de 
conservation en post-récolte qui causent de 
nombreuses pertes économiques ; les 
principales infections qui menacent la 

conservation des agrumes sont les 
champignons qui se développent dans les 
chambres froides  [2]. 
Récemment, de nombreuses études ont été 
menées dans le domaine de la conservation 
des fruits en post-récolte et la lutte contre 
les agents de détérioration dans le but de 
substituer les produits chimiques par 
d’autres produits biologiques, non moins 
efficaces que les premiers ; parmi les 
produits de substitution envisagés, les 
huiles essentielles extraites de certaines 
plantes ont montré un pouvoir antifongique 
et antibactérien très remarquable [3].  
Les huiles essentielles (HE) sont un 
ensemble de composés volatils et odorants 
extrait des tissus de certaines plantes ; ce 
sont des composés plus ou moins 
complexes, qui renferment un mélange de 
molécules comme les terpènes, les phénols, 
les méthyl-éthers, les oxydes, les esters, les 
cétones, ... [4]; elles se forment chez 
certaines plantes comme produits du 
métabolisme secondaire [5]. Les HE sont 
impliqués principalement par les plantes 
dans les stratégies de défense contre les 
organismes pathogènes [6]. 
Les HE sont présents dans différentes 
organes de la plante, variant d’une espèce à 
l’autre selon la zone productrice du végétal 
[7]. Elles sont en générale accumulées dans 
des cellules isolées et elles se caractérisent 
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par leur teinte souvent jaune et leurs parois 
épaisses [8]. Les HE sont produits en 
faibles quantités chez les plantes (0,01 à 
5% de leurs poids) [9]. 
Le rôle des HE en général reste obscur, 
pourtant elles peuvent avoir une action sur 
les plantes aromatiques elles-mêmes, et 
aussi sur les consommateurs de la chaine 
alimentaire. Elles peuvent agir comme 
guide de pollinisation, grâce à leurs fortes 
odeurs qui attire les insectes pollinisateurs, 
comme elles ont un effet répulsif en 
empêchant l’approche des ravageurs [10]. 
La présente étude se propose de tester 
l’activité antimicrobienne des HE d’un 
thym et de la menthe pouliot pour 
l’inhibition de quelques moisissures 
responsables de la pourriture d’oranges, 
Cette investigation nécessite l’isolement 
des moisissures, leur identification et 
l’étude in vitro de l’activité antifongique 
de ces HE.  

 
 

II. MATERIEL ET METHODES 
 

Isolement et identification des espèces 
fongiques 
Des oranges pourries provenant des 
chambres froides de la région Kenitra sont 
désinfectées préalablement à l’alcool 75°. 
Les fragments présentant des lésions ont 
été par la suite découpés et déposer au 
centre des boîtes de Petri contenant le 
milieu PDA additionné de 
chloramphénicol.  
Une fois les colonies fongiques sont bien 
développées, un fragment de chaque 
colonie est repiqué plusieurs fois dans de 
nouvelles boîtes de PDA afin d’obtenir des 
cultures pures. Des préparations 
microscopiques sont préparées à partir des 
cultures pures et observées sous 
microscope optique. Le montage se fait 
dans une goutte d’eau distillée. La 
détermination des espèces fongiques 
isolées a été réalisée en se basant sur leurs 
caractères morphologiques et 

microscopiques (Samson et al., 2004,). Les 
images sont prises à l’aide d’un 
microscope optique (Leica DM750 équipé 
d’une caméra intégrée). 

 
Caractères physico-chimiques des huiles 
essentielles 
Malgré le grande polymorphisme qui 
existent au niveau du profil chimique chez 
les HE, elles présentent pas mal de 
propriétés physiques communes, à savoir : 

 elles sont le plus souvent 
liquides à température basse ou ambiante, à 
température élevée, sont volatiles et 
perdent rapidement leurs propriétés [11]. 

 elles sont souvent incolores 
à jaune pâle [9]. 

 Elles possèdent 
généralement une densité inférieure à celle 
de l’eau. 

 elles présentent un indice de 
réfraction élevée. 

 elles sont solubles dans les 
solvants organiques usuels, dans les 
graisses (liposolubles), et dans les alcools ; 
elles sont peu solubles dans l’eau [9]. 

 leur point d’ébullition se 
situe entre 60 et 240°C [11]. 

 très sensibles à l’oxydation, 
comme elles peuvent se polymériser pour 
former des produits résineux, ce qui limite 
leurs conservation [7]. 

 elles possèdent un grand 
pouvoir de diffusion et de pénétration [9]. 

 
Mode d’action des huiles essentielles 
Le mode d’action des HE est 
principalement lié au profil chimique des 
constituants de chaque HE, et qui est 
largement diversifié [12 ; 24 ; 13]. 
Plusieurs auteurs [14 ; 15 ; 16] ont affirmé 
que l’activité antimicrobienne des HE est 
le résultat de la combinaison de plusieurs 
modes d’action, impliquant différentes 
cibles cellulaires. 
Plusieurs études ont été consacrées à 
l’activité antibactérienne des HE et elles 
ont révélé que les substances agissent par 
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dégradation de la paroi cellulaire [17 ; 18 ], 
endommagement de la membrane 
cytoplasmique [19 ; 20 ; 21], 
endommagement des protéines 
membranaires [28 ; 23], relargage du 
contenu cellulaire [17 ; 24 ; 25], 
coagulation du cytoplasme [26] et par 
épuisement de la force motrice de proton 
[23 ; 27]. 
Les composés terpéniques des HE et plus 
précisément leurs groupements 
fonctionnels tels que les phénols et les 
aldéhydes réagissent avec les enzymes 
membranaires et dégradent la membrane 
plasmique des levures [28]. 
Des bactéries de Listeria monocytogenes 
exposées à des HE de Thymus x-porlock 
ont été mises en observation sous 
microscope électronique à transmission et 
cela a élucidé une diminution remarquable 
de la taille des bactéries [29]. 
D’autres études ont été portées sur l’effet 
direct des constituants des HE sur des 
microorganismes et elles ont révélé que 
des concentrations sublétales du carvacrol 
et du thymol (0,3 et 0,15 μL/mL) inhibent 
l'activité enzymatique de la coagulase et la 
lipase chez Staphylococcus aureus en 
entraînant une suppression totale de la 
production d'entérotoxine et une 
diminution de la tolérance au sel, ainsi que 
des déformations cellulaires ce qui affirme 
des propriétés anti-staphylocoques du 
carvacrol et du thymol [30]. 
Chez les bactéries et plus précisément chez 
Bacillus cereus, le carvacrol agit en 
augmentant la perméabilité de la 
membrane plasmique, en entraînant une 
fuite de protons, qui provoque la chute de 
la force protomotrice et donc de la 
synthèse d’ATP. Cette information est 
confirmée par la mesure du gradient de pH 
à travers la membrane plasmique. En plus 
de limiter la croissance, le carvacrol est 
capable d’inhiber la production de toxines 
chez Bacillus cereus. [27] cité par [13]. 
Un autre paramètre est très important 
quand on cible le mode d’action des HE, 

c’est le type de microorganismes. En 
général, les bactéries Gram+ sont moins 
résistantes que les Gram- et ceci est 
directement lié à la structure de leur paroi 
cellulaire [31 ; 16] cité par [13]. Ainsi, la 
membrane extérieure des Gram- est plus 
hydrophile que celle de Gram+, grâce à sa 
riche en lipo-polysaccharides et en 
glycoprotéines, ce qui empêche les 
terpènes hydrophobes d’y adhérer. 
Néanmoins, certains composés 
phénoliques de bas poids moléculaire 
comme le thymol et le carvacrol peuvent 
adhérer à ces bactéries par fixation aux 
protéines et aux lipopolysaccharides 
membranaires grâce à leurs groupes 
fonctionnels et atteindre ainsi la membrane 
intérieure [32]. 

 
a- Le Thym (Thymus sp.) 

Le thym est une sorte d’arbrisseaux ou 
arbustes odorants appartiennent aux 
plantes aromatiques médicinales (PAM) et 
dont l’air de répartition se situe dans 
plusieurs régions du bassin méditerranéen. 
Le thym est classé dans la famille des 
Lamiacées. Ce genre est présent au Maroc 
sous forme de plusieurs espèces [33].  
Chez le thym, les HE sont extraites 
principalement à partir des feuilles et des 
sommités fleuries [34]. La synthèse des HE 
a lieu dans les poils sécréteurs. 

 
Propriétés chimiques des huiles 
essentielles de Thymus sp. 
Les HE sont classées en trois groupes : les 
HE hydrocarbonées, oxygénées et 
sulfurées [35]. Les HE hydrocarbonées 
renferment plus de terpènes, tels que le 
thymène, le terpinène, le cymène, le 
limonène, les sesquiterpènes, etc., exemple 
des HE du thym ; les HE oxygénées, par 
exemple les HE de la menthe et les HE 
sulfurées qu’on trouve plutôt chez 
plusieurs espèces de la famille des 
Crucifères (moutardes, choux, etc.), mais 
aussi chez quelques espèces de la famille 
des Liliacées [34]. 
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Les HE du thym sont riches en phénol, 30 
à 40% de thymol et 5 à 15% de carvacrol, 
qui sont responsables de leurs activités 
bactéricide, fongicide, vermicide, etc. Elles 
sont également riches en monoterpènes 
(cymène, limonène, terpinène) les HE de 
thym renferment aussi des tanins, des 
flavonoïdes, des triterpènes et des acides 
phénoliques, elles possèdent aussi du 
lithium à faible dose [36]. 
Les analyses chimiques des HE d’un grand 
nombre d’espèces du genre Thymus 
d’origine marocaine, espagnole et turque 
ont montré que la composition et le 
pourcentage des constituants change d’une 
huile à l’autre, mais les principaux 
constituants de la majorité de ces huiles 
sont : thymol, linalol, carvacrol, 1,8-
cinéole, α-pinène, β-pinène, limonène, γ-
terpinène, α-terpinène, camphène, 
caryophyllène, camphre, β-myrcène, 
bornéol, p-cymène et α-terpinéol [37 ; 38]. 

 
b- La Menthe Pouliot (Mentha 
pulegium) 
La menthe pouliot est une plante vivace 
herbacée appartenant à la famille des 
Lamiacées, comme elles ont tendance à 
l’hybridation d’où l’existence de plusieurs 
variétés, ce sont des plantes aromatiques 
utilisées dans plusieurs domaines, 
alimentaire, parfumerie et en pharmacie 
[39]. 
Chez la menthe, les HE sont contenues 
dans les feuilles [39] où leur synthèse se 
fait dans les poils sécréteurs développés à 
partir des cellules épidermiques [9].  

 
Propriétés chimiques des HE de M. 
pulegium 
L’HE de la menthe pouliot est en général 
un liquide jaune, d’odeur très forte, et dont 
la composition chimique est très 
diversifiée, où on peut citer des cétones 
[39], des polyphénols totaux, des 
flavonoïdes ainsi que des tanins [40].  
Le principal composant de l’essence de M. 
pulegium est la pulégone, alors qu’ils 

existent d’autres constituants non moins 
importants que ce dernier, à savoir : 
menthol, limonène, dipentène, piperitone, 
piperiténone, isomenthone, menthone, α-
terpineol et 1,8-cinéole. Ainsi l’essence de 
la menthe pouliot est caractérisée par 
l’abondance des monoterpènes oxygénés 
(α et β-pinène, camphène, sabinène, α-
terpinène et myrcène) [41 ; 42 ; 43]. 
L’essence de M. pulegium possède un 
pouvoir antifongique contre différentes 
moisissures, à savoir : Penicillium et 
Mucor ; de même ces huiles ont montré 
une activité insecticide contre les ravageurs 
des céréaliers, et particulièrement contre 
les adultes de Sitophilus oryzae ; cette HE 
a montré aussi un effet parasiticide 
puissant et ceci revient à la présence de la 
pulégone (69,26%) [44 ; 45 ; 46]. 

 
Effet des huiles essentielles sur la 
croissance diamétrale des moisissures. 
L’effet des huiles essentielles sur la 
croissance des moisissures est déterminé à 
l’aide des techniques du contact direct. 

 
La technique du contact direct  
Pour évaluer l’activité antifongique par la 
méthode de contact direct sur milieu 
gélosé. L’HE testée doit être incorporée, à 
différentes concentrations, dans le milieu 
gélosé. Après solidification, le milieu est 
ensemencé par les souches fongiques et 
incubé pendant un certain temps dans un 
incubateur à 25°C [47] (Figure1).  



 
Volume III N° 11                                                                                                  V3N11A2021 

Revue de l’Entrepreneuriat et de l’Innovation 

5 

 

 
Figure 1: Description schématique de la 

technique de contact direct. 
 

Préparation des dilutions 
Vu la non miscibilité des HE à l’eau et par 
conséquent au milieu de culture, une 
répartition homogène est réalisée grâce à 
une solution d’agar à 0,2% (SA) afin de 
mettre en émulsion ces composés. Ce qui a 
pour avantage l’incorporation de ces HE 
dans le milieu de culture sans avoir recourt 
à un diluant étranger ; en outre, l’agar 
choisi est couramment utilisé en 
microbiologie et ne présente pas d’effets 
secondaires connus. 

 
Préparation de la solution mère 
La solution mère (SM) est au 1/25ème, elle 
correspond à la première concentration de 
la gamme des dilutions. Elle est préparée 
de la façon suivante : un volume de 2,4 ml 
de l’HE à tester est ajouté aseptiquement à 
57,3 ml d’eau gélosée à 0,2% (SA) 
stérilisée auparavant à l’autoclave (120°C) 
pendant 20 min. La solution obtenue est 
agitée vigoureusement au vortex pendant 
quelques minutes pour disperser l’huile. 

 
Préparation des dilutions successives de 
la solution mère 
Les dilutions successives sont également 
réalisées dans des solutions d’agar à 0,2%. 
A partir de la solution mère, nous avons 

procédé à des dilutions successives pour 
obtenir les dilutions au 1/10ème, 1/50ème et 
1/100ème. Leurs concentrations sont 
préparées de la façon suivante : 

 Solution au 1/10   : 7 ml de l’huile 
essentielle + 63 ml SA, 

 Solution au 1/50 : 50 ml de la 
solution mère au 1/25 + 50 ml SA, 

 Solution au 1/100 : 32 ml de la 
dilution 1/50 + 32 ml SA. 

 
Préparation des milieux de cultures 
contenant les différentes concentrations 
d’HE 
Sous la hotte à flux laminaire, 1,5 ml des 
diverses dilutions préparer (1/10, 1/50, 
1/100) sont ajoutés aseptiquement à des 
tubes à essai contenant chacun 13,5 ml de 
milieu de culture PDA à 39 g/l, stérilisés et 
maintenu en surfusion à 45°C dans un 
bain-marie, de façon à obtenir les dilutions 
finales des HE de 1/100, 1/500 et 1/1000.  
A l’aide d’un vortex, les tubes renfermant 
le milieu de culture additionné d’HE sont 
agités avant d’être coulés dans les boîtes de 
Petri, à raison de trois répétions par 
champignon et par concentration.  
Des témoins ont été également préparés, ils 
contiennent à la place des dilutions des HE 
1,5 ml de la solution d’eau gélosée à 0,2% 
(SA) et 13,5 ml de milieu de culture. 

 
Ensemencement et incubation des 
cultures 
A l’aide d’un scalpel stérile, des fragments 
de cultures fongiques d’environ 0,5 cm 

sont prélevés à partir de cultures, en pleine 
croissance, âgées de 7 à 10 jours ; ces 
fragments sont ensuite déposés 
aseptiquement aux centres des boîtes de 
Petri préparées précédemment avec les 
dilutions désirées.  
Les boîtes de Petri ensemencées sont 
ensuite fermées hermétiquement avec du 
Parafilm, avant d’être incubées dans une 
étuve à 25°C et à l’obscurité. 
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III. ANALYSES STATISTIQUES 
Le traitement statistique des 

données est réalisée par le logiciel 

XLSTAT, avec le test "Duncan " au seuil 
de 5%. 

 
IV. RESULTATS ET DISCUSSION 

 
Efficacite de la technique de contact direct 
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Figure 2: Résultats du 7ème jour de culture des moisissures confrontés aux HE d’un thym 

avec la technique de contact direct. 
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La confrontation directe des HE du thym 
avec les moisissures testées ne donne pas 
la même efficacité obtenue avec la 

confrontation atmosphérique ; ainsi la 
différence de sensibilité des souches vis-à-
vis les HE est plus grande en contact direct 
qu’en micro-atmosphère. 
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Figure 3: Résultats du 7ème jour de culture des moisissures confrontés aux HE de la 

menthe pouliot avec la technique de contact direct. 
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L’efficacité de la confrontation atmosphérique est 
évidente aussi avec la menthe pouliot que chez le 
thym, alors qu’il parait aussi bien à partir des 
deux figures 2 et 3 que la sensibilité des souches 
à la même HE diffère avec la méthode appliqué.  
Le pouvoir antifongique des HE de M. pulegium 
et d’un thym a été étudié vis-à-vis de dix isolats 
fongiques attaquant les agrumes en post-récolte 
en utilisant deux techniques différentes à savoir, 
le contact direct et la µatmosphère ; les résultats 
de cette étude montrent que la technique de 
µatmosphère est la plus efficace et qu’est donne 
des résultats satisfaisants avec les deux HE. 
Les HE de M. pulegium et d’un thym, dans leurs 
totalités ou seulement de leurs parties volatiles, 
ont exercé une forte activité fongistatique contre 
toutes les moisissures testées. Ces résultats 
corroborent ceux d'autres travaux sur le pouvoir 
antifongique des HE de la menthe pouliot et du 
thym ; en effet, l’équipe d’Amalich et al. [48] a 
montré en 2016 que l’HE de M. pulegium inhibe 
la croissance de certains espèces d’Aspergillus 
sp., Penicillium sp. et Rhizopus sp. à partir de la 
dilution 1/1000 qui a été préparer précédemment 
à partir d’un volume d'huile essentielle au rapport 
1/9 (v / v) (HE / agar 0.2. De même, Abd El 
Azim et al. (2014) [49] ont obtenu une inhibition 
totale de la croissance de certains Fusarium sp., 
Aspergillus sp., Penicillium sp. et Trichoderma 
sp. Avec deux volumes (0.1ml et 0.3ml) d’une 
HE de la M. pulegium concentré à (10 mg/1 ml) 
(0.1 et 0.3 sont des volumes d’HE, et (10mg/1ml) 
c’est la concentration des HE). 
Par ailleurs, Louhibi et al. (2013) [50] ont 
rapporté que l'HE de M. pulegium est plus 
efficace que celle de Thymus vulgaris contre P. 
digitatum et P. italicum en utilisant la méthode de 
l’aromatogramme. Alors qu’avec un volume de 
80µl l’inhibition est totale avec l’essence de M. 
pulegium contre 80% d’inhibition avec T. 
vulgaris.  
Plusieurs travaux ont rapporté que de nombreuses 
espèces de thym sont pourvues d’une forte 
activité antifongique. Ainsi, Boubaker et al. 
(2016) [51] ont montré la sensibilité de P. 

digitatum, P. italicum et Geotrichum citri-
aurantii à l’HE de Thymus leptobotrys et T. 
riatarum à 1000 μl/l en utilisant la méthode de 
contact direct. De même, Haddouchi et al. (2009) 
[52] ont aussi prouvé l’activité antifongique de 
l’HE de Thymus fontanes vis-à-vis d’Aspergillus 
niger, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum, 
Rhizopus stolonifer, Candida albicans et 
Penicilium spp. par l’obtention d’une inhibition 
totale à la concentration de 46µg/ml en utilisant 
la technique de contact direct. 
Cependant l’efficacité des HE de la menthe 
pouliot et du thym n’a jamais été testée sur les 
espèces d’Acremonium, alors que d’autres HE ont 
montré une forte activité inhibitrice contre ces 
moisissures ; on peut citer dans ce cadre, le 
travail de Baâtour et al. (2015) [53] qui a montré 
que l’HE d’Origanum majorana a une activité 
antifongique intéressante contre Acreminium 
strictum à 80µl de la substance volatile. De 
même, Racowski et al. (2016) [54] ont testé 
l'activité antifongique des HE de l’origan, du 
laurier et du romarin contre le champignon 
phytopathogène Acremonium sp. isolé de la 
tomate ; leurs résultats ont prouvé que les trois 
HE avaient une activité inhibitrice efficace contre 
ce champignon et que l'origan était le plus 
efficace en donnant une inhibition totale à la 
dilution de 20%. 

 
V. CONCLUSION 

Le présent travail entre dans le cadre de la 
recherche de nouveaux produits naturels ayant un 
pouvoir antifongique contre les moisissures de 
détérioration des agrumes en post-récolte, ainsi 
que la comparaison de l’efficacité de ces produits 
avec celle des fongicides chimiques utilisés dans 
ce domaine. 
Les agrumes sont riches en eau et en sucres 
facilement métabolisables par les moisissures. 
Dans la première partie de ce travail nous avons 
procédé à l’isolement de quelques moisissures 
responsables de la détérioration des agrumes ; les 
résultats de leur identification nous a permis de 
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reconnaitre les espèces suivants : P. italicum, P. 
digitatum, Aspergillus niger et Acremonium sp., 
qui se sont révélés tous capables de provoquer 
des pourritures chez les agrumes. 
Pour bien se développer, les champignons 
exigent des températures d’incubation et des 
milieux de culture de composition chimique 
convenables. Ces deux facteurs influencent les 
étapes de leur cycle de développement. Les 
champignons étudiés se développent bien sur le 
milieu PDA ; de même la température 20-25°C 
influence sur le développement de ces 
moisissures Ainsi, nous avons étudié l’activité 
antifongique des huiles essentielles de la menthe 
pouliot et du thym vis-à-vis des moisissures 
isolées. Les résultats obtenus montrent que les 
deux HE donnent des résultats satisfaisants sur la 
croissance diamétrale des quatre moisissures, 
avec une légère différence au niveau de 
l’efficacité avec leurs fractions volatiles. 
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