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Résumé

L’intérét de cette étude porte sur 1’évaluation de I’activité biologique des plantes aromatiques qui
constituent une richesse naturelle trés importante depuis l'antiquité. Les propriétés thérapeutiques
de ces plantes dépendent de la présence de divers facteurs biologiquement actifs, dont les huiles
essentielles. Les objectifs du présent travail ont été I'é¢tude du pouvoir antioxydant et du pouvoir
antifongique des huiles essentielles extraites des clous de girofle et des batons de cannelle sur la
croissance des souches de référence de levure Candida albicans. Les huiles essentielles ont été
extraites par hydrodistillation, I'activité antioxydante a été évaluer par le test du pouvoir réducteur
et le test du piégeage du radical DPPH. Cependant le pouvoir antifongique a été déterminé par le
test d’aromatogramme et la technique de microdilution dans le but de déterminer les CMI et les
CMF. Le rendement en huile essentielle a été¢ de 2.273% et 8.389% respectivement pour 1’huile
essentielle de Syzygium aromaticum et Cinnamomum aromaticum, Une ECso de 16.41pg/ml pour
le clou de girofle et de 14.75mg/ml pour la cannelle ont été obtenue. Alors qu’une ICso de de
5.74pg/ml pour le clou de girofle et de 13.61mg/ml pour la cannelle ont été enregistré. Les zones
d’inhibition de I’aromatogramme ont varié¢ de 29.33mm a 30.67mm pour I’huile essentielle de S.
aromaticum vis-a-vis des deux souches de références, et de 72.67mm a 80mm pour celle de C.
aromaticum. Les CMI des deux huiles essentielles vis-a-vis des deux souches de référence ont été
de 0.625ul/ml et 0.125ul/ml respectivement pour 1’huile essentielle de S. aromaticum et C.
aromaticum. Alors que les CMF ont ¢té¢ de I’ordre de 2.5ul/ml jusqu’a Sul/ml pour ’'HE de S.

aromaticum et de 0.125ul/ml pour celle de C. aromaticum.

Mots clés : Activité antioxydante, activité antifongique, hydrodistillation, huiles essentielles,

Candida albicans, CMI1, CMF, Cinnamomum aromaticum, Syzygium aromaticum.
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Abstract

Aromatic plants have been a very important natural resource since antiquity. The
therapeutic properties of these plants depend on the presence of various biologically active
factors, including essential oils. The objectives of this work were the study of the antioxidant
power and the antifungal power of essential oils extracted from cloves and cinnamon on the
growth of reference strains of Candida albicans yeast. The essential oils were extracted by
hydrodistillation, the antioxidant activity was evaluated by the reducing power test and the
DPPH radical trapping test. However, the antifungal potency was determined by the
aromatogram test and the microdilution technique in order to determine the MICs and CMFs.
The essential oil yield was 2.273% and 8.389% respectively for the essential oil of Syzygium
aromaticum and Cinnamomum aromaticum, An EC50 of 16.41ug/ml for clove and 14.75mg/ml
for cinnamon were obtained. While an IC50 of 5.74ug/ml for clove and 13.61mg/ml for
cinnamon were recorded. The zones of inhibition of the aromatogram varied from 29.33mm to
30.67mm for the essential oil of S. aromaticum respectively against two reference strains, and
from 72.67mm to 80mm for that of C. aromaticum. The MICs of the two essential oils with
respect to the two reference strains were 0.625 pl/ml and 0.125 pl/ml respectively for the
essential oil of S. aromaticum and C. aromaticum. While the CMF were of the order of 2.5ul/ml

up to Spl/ml for the EO of S. aromaticum and 0.125ul/ml for that of C. aromaticum.

Keywords: Antioxidant activity, antifungal activity, hydrodistillation, essential oils,

Candida albicans, CMI, CMF, Cinnamomum aromaticum, Syzygium aromaticum.
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Introduction

Les especes végétales sont multiples et variées. La plupart d’entre elles sont connues
par leurs effets antimicrobiens, en général, et antifongiques en particulier. Les plantes
aromatiques et médicinales sont naturellement riches en substances fongitoxiques qui peuvent
étre une solution alternative aux médicaments actuels. C’est la présence d’agents bioactifs
variés et appartenant a différentes classes chimiques qui procure ces propriétés médicales a ces
plantes (E1 Mansouri, 2013). Dans le réservoir chimique de ces plantes, les huiles essentielles
(HE) représentent des molécules de fortes valeurs, utilisées dans la pharmacologie (Nedjai et
al., 2017) car elles présentent une activité antiseptique non négligeable (Kaloustian, 2008) et
en différents autres domaines. Les HEs ont un spectre d’activité trés large, principalement di a
leurs natures (Bouzouita et al., 2008). Elles peuvent étre mises a profit pour traiter les
infections mycosiques (El Mansouri, 2013) et sont d’usage courant en thérapeutique
traditionnelle en Algérie ainsi que dans d’autre pays dans le monde, grace a leur faible toxicité
et leur caractére économique.

Une HE est un produit odorant, de composition complexe, obtenu a partir d'une maticre
premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par
distillation séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage (Bruneton, 2009).

L’aromathérapie fait partie d’un patrimoine végétal qu’il faut préserver et protéger. Les
huiles essentielles provenant des plantes aromatiques et médicinales possédent un tres large
spectre d’action et sont utilisées dans plusieurs pathologies grace a leurs effets
pharmacologiques, notamment : antispasmodiques, carminatifs, hépato-protecteurs, antiviraux,
anticancéreux, antioxydants et anti microbienne trés importante dans diverses thérapies (Attou,
2017).

Ce travail de mémoire de fin d’étude est alors réalisé pour valoriser les extraits végétaux
aromatiques (les huiles essentielles) de deux plantes aromatiques et médicinales : le clou de
girofle et la cannelle. Il avait tracé les objectifs suivants :

- Extraire les huiles essentielles de clou de girofle (Syzygium aromaticum) et de cannelle
(Cinnamomum aromaticum) ;

- Evaluer in-vitro les activités antioxydantes par le test du pouvoir réducteur et le test de
I’activité anti-radicalaire a I’égard DPPH de ces deux huiles essentielles ;

- Déterminer P’activité antifongique de ces deux huiles essentielles vis-a-vis de deux
souches de références de Candida albicans par la méthode de diffusion des disques et la

méthode des microdillutions.
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huiles essentielles



Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

1- Historique

Les premicres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de
I’an3000 avant J.C (Dupont et al, 2007). Les huiles essentielles semblent donc avoir
accompagné la civilisation humaine depuis ses premieres geneses.

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et
dans les préparations culinaires (FEKIH, 2014).

Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé diverses mati¢res premiéres
végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les huiles essentielles. Ces
utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine, rites religieux, coutumes
paiennes, alimentation,...etc (Besombes, 2008).

L’étape byzantine de la civilisation a permis ’instauration des bases de la distillation
et, avec 1’¢re arabe de la civilisation, I’huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers I’an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a défini précisément le procédé d’entrainement & la vapeur. L’Iran et la Syrie
deviennent les principaux centres de production de divers types d’extraits aromatiques (El
Jemli et al., 2016).

Parallelement, leur utilisation a aussi tiré profit de I’avenement de 1’aromathérapie.
René-Maurice GATTEFOSSE a créé, en 1928, le terme de I’aromathérapie et il a mené de
nombreux travaux concernant les huiles essentielles (Besombes, 2008) lorsqu’il a découvert
par accident que la lavande a guéri une briilure a sa main. Egalement, en 1964 le docteur
frangais Jean Valunet a connu du succes en traitant des patients en médecine et en psychiatrie
par les HEs (Griinwald et al., 2004 ; Haleng et al., 2007).

Aujourd’hui, nous reconnaissons que les huiles essentielles ont des effets
pharmacologiques, n’a cessé de gagner du terrain face au « tout chimique » et devient une
pratique secondaire par rapport a leur utilisation pour leurs propriétés organoleptiques
(Hassan et al., 2016).

2-Qu’est-ce qu’une huile essentielle ?

Une huile essentielle est définie par 1’Organisation Internationale pour Standardisation
(ISO) en tant que «produit obtenu a partir d’une matiere premiére naturelle d’origine végétale,
par distillation a la vapeur (qui comprend hydrodistillation), par des procédés mécaniques a
partir du péricarpe (écorces) d’agrumes, soit par distillation séche, apres séparation des phases

aqueuses, le cas échéant, par des procédés physiques (de Groot et al., 2016).



Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont un mélange de constituants volatiles lipophiles, elles sont
obtenues a partir de diverses parties des plantes, telles que les graines, les bourgeons, les
feuilles, les racines, les fruits, les rhizomes, les écorces et les fleurs (Sadgrove et Jones,
2015). Elles sont localisées dans le cytoplasme de certaines cellules végétales, a savoir les
poils sécréteurs, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices internes et les poches
sécrétrices (Dhifi et al., 2016).

Pour certains auteurs comme Carette (2000), il est important de distinguer 1’huile
essentielle et essence ; cette derniére est une sécrétion naturelle élaborée par I’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 maticres
premiéres d’origine végétale, obtenu par distillation par la vapeur d’eau, c’est-a-dire que
I’huile essentielle est I’essence distillée.

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Parmi les
espeéces végétales, 10% seulement sont dites « aromatiques », c’est-a-dire qu’elles
synthétisent et sécrétent des infimes quantités d’essence aromatique (Bruneton, 1999 ;
Degryse et al., 2008).

Les huiles essentielles sont solubles dans 1’alcool, 1’éther et les huiles fixes, mais
insolubles dans 1’eau. Ces huiles volatiles sont généralement liquides et incolores a
température ambiante (Dhifi et al., 2016). Elles sont largement utilisées dans 1’industrie
pharmaceutique et cosmétique, la parfumerie, et aussi 1’aromathérapie. Elles ont
d’innombrables activités biologiques, y compris antivirales, antibactériennes, antiparasitaires,
anti-inflammatoire, insecticides, antifongiques, anti-carcinogenes, antioxydants et
antimutagenes (Hassan et al., 2016).

3-Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre trouvées dans différents organes végétaux,
notamment les fleurs, les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois et/ou les grains
(Bruneton, 1993 ; Anton et Lobstein, 2005). IIs sont produits dans le cytoplasme des
cellules sécrétrices et s’accumulent dans des cellules glandulaires spéciales situées a la
surface de la cellule et recouvertes par une cuticule. Elles sont ensuite stockées dans des
cellules a « huile essentielle », les poils sécréteurs, les poches sécrétrices ou les canaux
sécréteurs (Bruneton, 1999 ; Hazzit, 2002 ; Boz et al., 2009).

4-Biosynthese et composition chimique

La cellule végétale est le sicge de la biosynthése des composés fondamentaux de la
matiere vivante. Elle est capable de coordonner les multiples réactions enzymatiques

conduisant a la production d’huiles essentielles. Certaines cellules prennent en charge ces
6
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biosynthéses et également le stockage des métabolites formés. Il s’agit 1a de tout un ensemble
de réactions biochimiques participant a la vie des plantes : respiration, photosynthése,...etc
(Garnéro, 1996). 11 en résulte que les huiles essentielles, constituées des mélanges complexes
de composés organiques, possedent des structures et des fonctions chimiques trés diverses
(Lahlou, 2004). Ces constituants appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes :

J Le groupe de terpénoides.

o Le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane qui sont
beaucoup moins fréquents que les terpénes et dont la biogenése est totalement différente
(Paris et Hurabielle, 1981).

Comme toutes les substances, les huiles essentielles se caractérisent par une
composition chimique analysable et trés variable (Larbi et al, 2014). Parmi le nombre de
molécules chimiquement différentes qui constituent une huile essentielle, on y trouve des
composés majoritaires (entre 2 et 6 généralement), des composés minoritaires et un certain
nombre de constituants sous forme de traces (Pibiri, 2006).

5-Caractéristique et propriétés physiques

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont trés inflammables et trés odorantes, liquides a
température ambiante. Exposées a 1’air, les huiles essentielles se volatilisent. Elles ne sont que
trés rarement colorées. Leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau sauf les huiles
essentielles de sassafras, de girofle et de cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé et la
plupart dévient la lumiere polarisée (optiquement active) (Bruneton, 1999 ; Rhayour, 2002 ;
Desmares et al., 2008).

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les HEs forment un groupe trés

homogene (Bruenton, 1993). Les principales caractéristiques sont :

> Volatiles et treés rarement colorées.

> Liquides a température ambiante.

> Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en monoterpenes.

> Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des

solvants organiques mais peu solubles dans 1’eau.

> N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

> Tres altérables, sensibles a ’oxydation et ont tendance a se polymériser
donnant lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri de

la lumiére et de ’humidité (Zabeirou et Hachimou, 2005).



Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

6- Activités biologiques des huiles essentielles

6-1 Activité antioxydante

Le progres de I’oxydation a comme conséquence la détérioration compléte des
aliments. La dégradation oxydative des constituants de nature lipidique de nos aliments
présente des inconvénients a la fois aux plans organoleptique, nutritionnel, fonctionnel,
économique et hygiénique (Alais et al., 2008 ; Rolland, 2004 ; Jeantet et al, 2006 ; Sani,
2006 ; Nessrien & Mohamed, 2007 ; Rashid et al, 2010). La lutte contre I’oxydation des
lipides représente donc un enjeu considérable pour les industriels alimentaires.

Lorsque I’on cite 1’activité antioxydante, on distingue deux sortes de propriétés selon
le niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive (indirecte). Les
composés qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chaine auto-catalytique de
I’oxydation. En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de
retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygene (Madhavi
et al., 1995). Caillet et Lacroix (2007) ont montré que 1’incorporation des huiles essentielles
directement dans les aliments (viandes hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou
I’utilisation des huiles essentielles par vaporisation en surface des aliments ou par
incorporation dedans, préserve ces derniers du phénomene oxydatif.

L’huile essentielle est définie comme une substance qui, a de faibles concentrations
comparées a celles des substrats oxydables, prévient significativement ou retarde 1’initiation
du processus d’oxydation (Beirdo & Bernardo-Gil, 2006).

L’anhydride sulfureux et ses combinaisons minérales ont été utilisés comme premiers
antioxydants, mais ces composés possedent un caractere fortement allergisant (Portes, 2008).
On trouve aussi d’autres composés comme le gallate de propyle, le gallate d’octyle, le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT) et le tert-butylhydroquinone
(TBHQ) (Bondet et al., 1997). Le plus grand avantage de ces derniers est li¢ a leur coft bas
d’une part, leurs propriétés chimiques et technologiques bien étudiées, qui satisfont dans la
plupart des cas la demande des producteurs (Petkov et al., 1984) d’autre part. Par conséquent,
il y a grand intérét mondial pour la recherche de nouvelles sources d’antioxydants, naturelles
et stires (Kulevanova & Panovska, 2001 ; Caldefie-Chezet et al., 2003 ; Bouhdid et al,
2006 ; Pamphile et al., 2009 ; Raza et al., 2009 ; Dongmo et al., 2010).
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6-2 Activité antimicrobienne

Vue ’augmentation de la gravité des infections bactériennes et cela méme apres la
découverte de nombreux antibiotiques, due principalement a I’émergence d’antibiorésistants,
I’augmentation de la population a immunité réduite, 1’incidence accrue d’infection a biofilms
résistants aux médicaments et les maladies infectieuses induites par des bactéries demeurent
I’une des principales causes de déces d’une part (Ahmad et al, 2001). D’autre part, la
toxicité due aux effets secondaires des antibiotiques disponibles limite I'utilisation prolongée
de fortes concentrations de ces derniers. Il est primordial d’explorer de nouvelles molécules et
approches alternatives contre les bactéries pathogénes (Galvao et al., 2012).

6-2-1 Activité antibactérienne

Les huiles essentielles sont connues pour leur pouvoir antimicrobien contre les
bactéries pathogénes Gram positives et Gram négatives (Edris et al., 2007 ; Lang et al.,
2012 ; Teixeira et al, 2013), et certaines sont classées comme des substances sires et
pourraient donc étre employées pour empécher la croissance des microorganismes pathogenes
et contaminants (Gachkar et al., 2007 ; Rasooli et al., 2008).

L’efficacité antibactérienne peut varier selon 1’huile utilisée ainsi que la nature de la
paroi de la bactérie. Par exemple, le santal (Santalum album), I’huile de manuka
(Leptospermum scoparium) et le vétiver (C. zizanioides) sont tres actifs contre les bactéries a
Gram positif, mais n’ont pas d’activité contre les bactéries a Gram négatif (Hammer et al.,
2011).

Par rapport a d’autres bactéries, Pseudomonas aeruginosa présente une tolérance a
I’inhibition par les HEs. En général, ’'HE du thym, d’origan, d’arbre a thé, cannelle,
citronnelle, laurier, citron myrte, clou de girofle sont des puissants antibactériens. Ils sont
actifs a des concentrations <1% (v/v), c-a-d qu’ils présentent des CMI <1% pour le clou de
girofle, la citronnelle, 1’origan et le thym inhibent la croissance d’Escherichia coli a des
concentrations de 0.02, 0.04, 0.06, et 0.05% respectivement (Hammer et al, 2011)
(Oussalah et al., 2006).Cependant, le thym, le romarin, la menthe poivrée, la citronnelle, et
les clous de girofle inhibent la croissance de Staphylococcus aureus a des concentrations
<0,05%, alors que ’HE de basilic et d’eucalyptus 1’inhibent & une concentration de 1%
(Smith et al., 1998 ; Hammer et al, 2011). L’ail, le citron, et le thé sont actifs contre
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) (Tsao et al, 2001 ; Hayes et al.,
2003).

Dans certains cas, il a été observé que le constituant majeur posséde une activité
meilleure que celle de I’HE. Par exemple, le carvacrol et 1’eugénol provenant de I’huile

essentielle de S. aromaticum (clou de girofle) ou terpinen-4-ol du M. alternifolia (arbre a thé)
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présentent une plus grande efficacité qu’une huile particuliere. En régle générale, Les HEs
contenant des composés phénoliques et des aldéhydes présentent une meilleure activité
antibactérienne (Carson et al., 2006 ; Ultee et al., 2002).

6-2-2Activité antifongique

Les infections fongiques sont trés fréquentes dans notre société. Cette extension est
largement favorisée par la prescription abusive des antifongiques conventionnels. Les HEs
utilisées pour leurs propriétés antifongiques sont nombreux, cependant la durée du traitement
sera plus longue.

Par exemple :

> Candida albicans est sensible aux HEs d’Origan, de Cannelle de Ceylan, de
Thym a thymol, de Clou de girofle ou de Niaouli (Zahalka, 2010).

6-2-3Activité antivirale

De trés nombreuses familles chimiques ont montré des activités antivirales in-vitro.
C’est le cas des phénols monoterpéniques ou aromatiques (difficiles a utiliser, car dermo- et
hépatotoxiques), des alcools monoterpéniques ainsi que des aldéhydes monoterpéniques et
aromatiques (Guezzen, 2019).

L’activité antivirale découle de la liposolubilit¢ des HEs, ce qui leur permet de
pénétrer dans I’enveloppe virale riche en lipides. Les HEs sont plus actives sur les virus
enveloppés car ils sont plus fragiles que les virus nus. Ils sont donc particulierement efficaces
envers les virus : Herpes simplex, VHS-1 (herpes labial) et VHS-2 (herpés génital) (Guezzen,
2019).

Il existe une synergie d’action entrer cin€ol et monoterpénol, cette association est
fréquemment rencontrée dans les HEs issues de la famille des Myrtacées (ex. : Arbre a thé,
Niaouli et Cajeput). Cette association est trés utile dans le traitement des pathologies virales
touchant la sphére respiratoire. Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques
contenues dans les HEs, ce qui confeére a ces dernieres la capacité de combattre certaines
pathologies virales. Plus d’une dizaine d’HEs possédent des propriétés antivirales. Par
exemple, I’'HE de Ravintsara (Zahalka, 2010).

Les aldéhydes, en usage interne ou en diffusion atmosphériques, sont de bons
compléments dans le traitement des infections virales (Laurent et al., 2017).

6-2-4 Activité antiparasitaire

Ce sont les phénols qui possedent 1’action la plus puissante contre les parasites, suivis
par les alcools monoterpéniques. Certains oxydes comme 1’ascaridol sont tres spécifiques de
la lutte antiparasitaire. Ainsi pour les cétones et les lactones ont une activité antiparasitaire

bien établie, comme exemple on cite la cannelle, le clou de girofle, le niaouli et la ravensare
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(Girard, 2010), mais leur utilisation doit se faire avec précautions a cause de leurs
neurotoxicité. Cette action est renforcée par [’association cétones/lactones dans I’'HE
(Laurent et al., 2017).

6-3 Activité anti-inflammatoire

Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’HEs ont la propriété de combattre les
inflammations. Un cas exemplaire est celui des huiles essentielles de clou de girofle qui calme
les douleurs dentaires (Zahalka, 2010).

Les HEs ont une place particulicrement intéressante dans le traitement de
I’inflammation. Elles constituent une alternative aux traitements allopathiques classiques de
type anti- inflammatoires non stéroidiens qui sont connus pour leur effet secondaire digestif
au long cours. Bien utilisées, ces HEs n’induisent pas d’effets nocifs. Seul un risque
d’irritation cutanée peut tre observé si 1’on ne dilue pas suffisamment I’HE dans une huile
végétale (Zahalka, 2010).

Les molécules concernées sont notamment les aldéhydes monoterpéniques : citrals
(néral et géranial), citronellal, curminal. Les aldéhydes sont utiles par voie externe. Ils
interviennent par une action hyperémiante en favorisant les mécanismes physiologiques de
défense anti-inflammatoire naturelle impliquant les leucocytes. Cette activité hyperhémiante
est concomitante de la levée des spasmes artériolaires favorisant 1’état inflammatoire
(Zahalka, 2010).

7-Les techniques d’extraction des huiles essentielles

7-1 Méthodes conventionnelles et classiques

Il s’agit de méthodes conventionnelles basées sur la distillation de I’eau par chauffage
pour extraire les composants aromatiques a partir des plantes, plusieurs méthodes d’extraction
sont mises au point.

7-1-1Hydro-distillation

Pour extraire les huiles essentielles il y a une méthode uniforme de sorte qu’il est
considéré comme le plus sensible dans une large mesure, ainsi que pour le contréle de qualité.
Le procédé¢ consiste a immerger la matiére premicre végétale dans un bain d’eau. L’ensemble
est ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique (Fasty, 2007). La
chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les
cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange
azéotropique. Sachant que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la
somme des tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression
d’évaporation, elle est donc inferieure a chacun des points d’ébullition des substances pures.

Par la suite il y aura une condensation de la vapeur hétérogéne suite a un contact avec un
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refroidisseur, ensuite 1’huile essentielle se sépare de 1’eau par différence de densité
(Bruneton, 1999). Il y a des inconvénients dus principalement a 1’action de la vapeur d’eau
ou de I’eau a I’ébullition ; Certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop
fragiles et ne supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et par

hydrodistillation (Farhat, 2010).

h =

Condenseur

Colonne de distillation

Cobobe <+—— Huile essentielle

| +—— Phase aqueuse
¥

Vase florentin
Réacteur ————» ** * : : )
Matériel végéral a1 * *,’***
Eau ————*> * **

Figure 1.1: Principe schématis¢ de I’hydro-distillation (Farhat, 2010).

7-1-2Hydro-distillation a la vapeur

L’hydro-distillation a la vapeur ou I’entrainement a la vapeur d’eau est ’une des
méthodes officielles pour I’obtention des huiles essentielles (Masango , 2005)a la différence
de I’hydro-distillation, L’absence de contact direct entre I’eau et la matieére végétale, puis
entre I’eau et les molécules aromatiques, évite certains phénoménes d’hydrolyse ou de
dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile (Raaman, 2006).

Dans ce type d’extraction, le matériel végétal est soumis a ’action d’un courant de
vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées
puis décantées dans I’essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse (hydrolat) et une
phase organique (huile essentielle). Cette technique évite certains artefacts par rapport a

I’hydro-distillation (Guezzen, 2019).
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Figure 1.2 : Principe schématisé de I’extraction par entrainement a lavapeur

(Farhat, 2010).

7-1-3 Hydro-diffusion

Il se produit dans le processus le flux de vapeur vers le bas. Il est également appelé la
propagation de I’eau pour la gravité ou la propagation de ’eau au fond (Elasbahani et al.,
2015) de sorte qu’il est un cas particulier de distillation.

7-1-4 Extraction par solvants organiques

Cette méthode d’extraction est basée sur les propriétés physiques des essences
aromatiques qui sont solubles dans la plupart des solvants organiques. L’extraction se fait
dans des extracteurs de construction variée. Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal
par un solvant a bas point d’ébullition qui par la suite, sera ¢liminé par distillation sous
pression réduite. Le solvant choisi devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la
lumiére ou I’oxygene avec une température d’ébullition basse afin de faciliter son élimination.
Il ne devra pas réagir chimiquement avec 1’extrait. Ces solvants ont un pouvoir d’extraction
plus ¢levé que I’eau, L’extraction par les solvants et leur manque de sélectivité peuvent
entrainer de nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides,
cires, coumarines) dans le mélange pateux et imposer par conséquent une purification

ultérieure (Shellie et al., 2004).
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7-1-5 Pression a froid

La pression froide est la fagon traditionnelle d’extraire ’'HE de la saveur d’agrumes.
Pendant I’extraction, les sacs d’huile se brisent et libérent les huiles volatiles. La partie
externe du mésocarpe (huile de kyste ou d’huile de glande). Cette huile est enlevée par
pression a froid et I’émulsion eau-essence est ensuite séparée par décantation ou
centrifugation (Ferhat et al., 2007). L’intérét de cette technique obtient 1’essence de 1égumes
de la peau utilisés comme additifs dans les industries alimentaires et pharmaceutiques
(industrie alimentaire, cosmétiques et certains produits de soins a domicile).

7-1-6 Enfleurage

Pour D’extraction de plantes aromatiques principalement dédiées a 1’industrie du
parfum, il y a une vieille fagon et viennent gonfler. La matiére végétale est en contact avec la
graisse, et cette derniere a une forte affinité utilise les composés d’odeur, cette méthode peut
étre effectuée a froid ou a chaud, et on obtient ainsi des absolues de pommade
(Lardry et al., 2003).

7-1-6-1 Enfleurage a froid

Ce procédé n’est plus fréquemment utilis¢ dans 1’extraction, dédié aux trés grandes
qualités d’huiles florales. Les odeurs particuliérement sensibles peuvent également Etre
capturées par Gonflement dans la graisse froide. Gonflement est en quelque sorte la partie
royale du domaine Parfums, car ils aident également a maintenir les odeurs particulierement
sensibles dans sa qualité et sa pureté. Avaler de 1’alcool est beaucoup plus simple et moins
colteux ; cependant, cette méthode n’est en aucune fagon comparable a [’extraction
gonflement olfactif au niveau de la qualit¢ (Moller, 2008).

7-1-6-2 Enfleurage a chaud

C’est une extraction par gonflement a chaud dans la graisse. Pour ce faire, il est
nécessaire de chauffer la graisse animale explicite (sinon Gel de pétrole ou de paraffine,
matériaux plus modernes) dans une chaudiere en lait a 60°C. 1l faut presser les plantes et
remplir la bouilloire. Deux fois plus souvent que nécessaire pour assurer un passage maximal
d’odeurs dans la graisse. Ensuite, le processus de filtration est nécessaire pour séparer la
graisse des fleurs.

8. Mode d’administration des huiles essentielles :

Il existe différentes méthodes d’utilisation des HEs. Nous pouvons les avaler, les
respirer ou les utiliser en application directes sur la peau, elles sont commercialisées et
présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels :

e La voie orale: Cette voie ne peut étre utilisée que sur conseils d’un médecin

aromathérapeute (Scimeca, 2006). Nous conseillons de ne jamais prendre une huile pure dans
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la bouche sous peine de désagréments qui peuvent aller jusqu'a la brulure. Aussi, il ne faut
jamais prendre plus de trois gouttes (Scimeca, 2006 ; Garreta, 2007). Dans cette voie I’huile
essentielle peut étre incorporée avec du miel, un morceau de sucre, de la mie de pain ou
directement sur la langue.

e La voie cutanée c’est la voie idéale car efficace et sans danger. Généralement, les
huiles sont utilisées a des concentrations tres diluées (trois gouttes dans une cuillerée a café).
Généralement les huiles essentielles sont utilisées de fagon diluée en massage ou mélangée
avec une huile végétale ou simplement en application selon la zone et/ou 1’affection a traiter.
D’autres formes sont aussi possibles : pommades, bain, etc... (Scimeca et al., 2005 ;
Zahalika, 2010).

e La voie olfactive a diffuser ou a respirer. Les HEs s’absorbent vite par toutes les
petites cellules ciliaires (Athamnia et al/ ,2018).
Dans tous les cas, les HEs pénétrent dans notre corps pour atteindre la circulation

sanguine afin d’étre acheminées jusqu’au site d’action (Festy, 2011).
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Chapitre 11 Matiére végétale

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum)

Syzygium aromaticum (Eugenia aromaticum ou Eugenia caryophyllata), sont les
bourgeons de fleurs séchées d’un arbre aromatique (Singh et al, 2015). Il appartient au genre
Eugenia, I'un des 75 genres (~ 3000 espéces), famille des Myrtaceae. 11 est communément
connu sous le nom de clou de girofle. Il est utilis¢ comme épice dans les cuisines dans de
nombreuses régions du monde (Singh et al., 2012). Originaire de 1'lle des Moluques
(Indonésie). 11 a été introduit au début du XVIII® siecle dans différentes parties du monde : le
Zanzibar, 1’Inde, le Madagascar (Gaylor et al., 2014), le Sri Lanka, la Chine, 1'Indonésie, la
Malaisie, le Brésil, la République Malgache, la Jamaique et la Guinée (Singh et al., 2012).

Il est bien connu dans la préparation des aliments, comme agent anticancéreux et
comme remede traditionnel pour I'asthme, le trouble du systéme digestif, les troubles
dentaires, les troubles respiratoires, les maux de téte et les maux de gorge dans les pays
asiatiques (Lee et al, 2009). En médicine traditionnels, il est largement utilis¢ pour le
traitement de la dyspepsie, la gastrite, la diarrhée. Ainsi que comme antipyrétique,
aphrodisiaque, apéritif, expectorant, antiémétique, anxiolytique, myorelaxant, analgésique,
décongestionnant, anti-inflammatoire et hypnotique (Singh et al., 2012). Outre les propriétés
antimicrobiennes, antifongiques et antivirales, I'huile essentielle de S. aromaticum présente

des activités anti-inflammatoires, cytotoxiques et anesthésiques (Lee et al., 2009).

fleurs en bouton et défleuries clou de girofle

Figure 1.3: Bouton floraux de clou de girofle

(https://uses.plantnet-project.org)
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La cannelle (Cinnamomum aromaticum)

La cannelle appartient au genre Cinnamomum, famille des Lauraceae. Elle contient
plus de 300 arbres et arbustes aromatiques a feuilles persistantes. Quatre espéces ont une
grande importance économique pour leurs utilisations culinaires multiples comme les épices
communes, y compris la cannelle zeylanicum Blume (un synonyme de cannelle verumlJ. Presl,
connu comme la cannelle du Sri Lanka), Cinnamon loureiroi Nees (connu comme la cannelle
vietnamienne), Cinnamon burmanni (Nees & T. Nees) Blume (cannelle indonésienne) et
Cannelle aromaticum Nees (synonyme de Cinnamon cassia (L.) J. Presl, connue sous le nom
de cannelle chinoise) (Nabavi et al., 2015). La cannelle a été longtemps utilisé dans les pays
de I'Est comme un conservateur et a usage médicinal (Yang et al, 2012). Elle a une
réputation comme un remede efficace pour les thumes (Sharaf et al., 2011). En médecine
ayurvédique, elle a été utilisée comme agent antiémétique, anti-diarrhéique, anti-flatulente et

stimulant (Nabavi et al., 2015).

Figure 1.4 : Diverses cannelles (C. aromaticum a gauche)

(https://uses.plantnet-project.org)
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Chapitre 111 Les levures du genre Candida

1- Introduction

Les levures du genre Candida sont des champignons trés pathogénes qui se trouvent
dans l'organisme a 1’état commensal, exclusivement dans les muqueuses respiratoires,
digestives et vaginales. Cependant, les especes du genre Candida, particulierement Candida
albicans, sont capables de passer de 1’état commensal a 1’état pathogéne en causant des
infections nommées candidoses (Odds, 1988).

Candida albicans, par sa fréquence et sa gravité, se situe au premier rang des
infections fongiques (Bodey et al., 2002 ; Samaranayake et al., 2002).

Depuis quelques années, il y a eu une émergence des especes de C. non albicans,
essentiellement C. glabrata, isolée avec une prévalence de 5 a 15 % (Sobel, 1998).

2-Les espeéces du genre Candida

2-1 Candida albicans

Candida albicans est en augmentation en tant que pathogeéne opportuniste causant la
candidémie et la candidose dans le monde entier. En outre, d’autres espéces de Candida non-
albicans sont maintenant associées a des infections pertinentes. Il s’agit notamment du C.
dubliniensis, qui partage de nombreuses similitudes phénotypiques avec le C. albicans. Ces
similitudes posent des problémes dans I’identification des isolats et ont déja mené a une
mauvaise identification de ces especes. Les infections liées aux implants en particulier sont un
probléme important dans ce contexte. Ces infections sont associées a des dispositifs médicaux
a demeure, comme des cathéters, des stimulateurs cardiaques et des articulations prothétiques,
qui fournissent des surfaces pour la formation de biofilms (Donlan, 2001;Douglas, 2002;
2003; Kojic et Darouiche, 2004). Les cellules de C. albicans peuvent atteindre un dispositif
a demeure par une bréche occasionnelle de la barriere du tube digestif (Saiman et al., 2000)
ou, peut-€tre, par une contamination externe.

2-2 Candida Non albicans

Les especes de Candida non albicans (NAC) ont été impliquées comme agents
pathogénes majeurs chez les patients atteints de candidémie nosocomiale. Peu d'études ont
étudié I'impact de la fongémie NAC chez les patients pédiatriques en dehors du groupe d’age
néonatal (Dutta et Palazzi, 2011).

La candidémie causée par les Candida non-albicans spp. est particulierement
préoccupante en raison de sa forte résistance aux médicaments et de 1’augmentation de sa
prévalence (Chi et al, 2011). Dans la pratique clinique, 1’identification précoce de
candidémie non-albicans est cruciale. Les especes NAC les plus courantes sont C.
parapsilosis (20 a 40 % de toutes les especes de Candida), C. tropicalis (10 a 30 %), C. krusei

(10 a 35 %) et C. glabrata (5 a 40%). Bien que ces quatre especes soient les plus courantes,
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Chapitre 111 Les levures du genre Candida

au moins deux autres especes émergent : C. lusitaniae responsable de 2 a 8 % des infections,
et C. guilliermondii causant 1 a 5% (Krcmery et Barnes, 2002).

3- Caractéristiques des levures du genre Candida

Les Candida sont des levures asexuées classées dans le groupe des Fungi perfecti,
elles font partie du phylum des Ascomycetes de la classe des Saccharomycétes, dont la
majorité est dimorphe, formant des cellules arrondies ou ovales non encapsulées avec un
bourgeonnement typique, produisant des hyphes septés ou pseudohyphes (Dufresne, 2021).

- Culture sur milieu

Le milieu le plus adapté pour la culture des levures est le milieu Sabouraud additionné
a un antibiotique afin d’empécher la croissance des bactéries qui croissent plus rapidement.
L’antibiotique le plus utilis¢ est le chloramphénicol et/ou gentamicine (Kayser, Bottger,
2008).

Dans le but d’avoir des colonies bien visibles et bien isolées, on utilise les boites de
Pétri qui assurent une bonne surface au développement. L’ensemencement doit se faire en
abondance et d’une maniére stérile. L’écouvillon porteur de prélévement, doit étre frotté, tout
en le roulant, sur toute la surface de la gélose. L’incubation se fait a 37°c pendant 24 a 48H
(Dieng et al., 2012).

Des milieux chromogéniques peuvent étre utilisés afin d’isoler différentes colonies
avec différentes couleurs (figure 1.5), cela permet I’identification présomptive des especes.
La couleur de la colonie permet de mettre en évidence une activité enzymatique de type
hexosaminidase. La couleur spécifique et définitive de la colonie de levure n’est obtenue

qu’apres 48h d’incubation (Sayada et al., 2010).

Figure 1.5: Culture de Candida sur milieu chromogénique
mettant en évidence des especes différentes de Candida
(Pihet et al., 2013).
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- Aspect macroscopique des colonies
Les colonies de Candida albicans sont blanchatres, crémeuses, lisses, qui poussent

aprés 24 a 48h (figure 1.6) (Benlaribi, 2018).

Figure 1.6 : Colonies de Candida albicans
(http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com)
- Formation de tube germinatif
Candida albicans ainsi que Candida dubliniensis ont la capacité de former des tubes
germinatifs a partir des blastoconidies en présence du sérum sanguin bovin ou humain. Ce
phénomeéne représente chez ces deux espéces un facteur de virulence potentiel dans leur
pathogénése. Les espéces incapables de former le tube germinatif semblent moins virulentes

(Benson et al., 2002 ; Saville et al., 2003).
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Figure 1.7: Tube germinatif chez Candida albicans
(https://onlinesciencenotes.com/)
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- Formation de chlamydospores

La formation de chlamydospore a longtemps servi a I’identification du Candida
albicans pathogéne humain, mais la fonction biologique de ces structures reste un secret. Ils
ont €té proposés pour permettre la survie dans des conditions environnementales difficiles,
mais cette hypothese reste a prouver. Les chlamydospores ne sont produites que par les deux
especes étroitement apparentées C. albicans et Candida dubliniensis, dont les habitats
naturels sont les humains et les animaux a sang chaud, mais pas par d’autres especes de
Candida que I’on trouve également a I’extérieur des hotes animaux (Staib et Morschhdiiuser,
2007).

Cependant, aucun role dans la pathogenése des infections due a Candida n’a été
attribué a ces cellules inhabituelles et seul un nombre limité d’études ont été menées dans le

passé pour déméler leur fonction (Staib et Morschhduser, 2007).

Figure 1.8: Chlamydosporulation chez Candida albicans
(https://www.researchgate.net)
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Partie Expérimentale Matériel & Méthodes

Notre étude expérimentale a été scindée sur trois parties ; et avait tracé les objectifs suivants ;

e Extraire des huiles essentielles de deux plantes aromatiques (Syzygium aromaticum
et Cinnamomun aromaticum) ;

¢ Evaluer ’activité antioxydante de ces deux huiles essentielles par le test du pouvoir
réducteur et le test de 1’activité anti-radicalaire a I’égard DPPH ;

e Evaluer Dl’activité¢ antifongique de ces deux huiles essentielles vis-a-vis de deux

souches référenciées de Candida albicans (ATCC 10231, ATCC 10237).
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Premiére Partie

Cette premicre partie a été réalisée au laboratoire de pharmacologie de I’Institut des

Sciences Vétérinaires ; Université Ibn Khaldoun de Tiaret.

1- Matériel végétal

Deux plantes médicinales ont été utilisées au cours de cette étude a savoir le clou de
girofle et la cannelle.

Les échantillons du clou de girofle (Syzygium aromaticum) originaire d’Indonésie ; et
de la cannelle (Cinnamomum aromaticum) originaire de chine ont été achetés au prés d’un

magasin spécialisé dans la vente des épices dans la wilaya de Tiaret.

2- Extraction des huiles essentielles

2-1 Mode opératoire

Les clous de girofle et les tuyaux de la cannelle ont été concassé a 1’aide d’un mortier
et d’un pilon afin d’éclater les cellules et de permettre la libération des molécules volatiles.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydro-distillation (figure 2-1) ; ou
nous avons introduit la matiére premiere végétale (cannelle : 30g et clou de girofle : 20g) dans
un ballon d’un litre imprégné de 500ml d’eau distillée. Le tout est ensuite porté a I’ébullition a
pression atmosphérique pendant 2 heures et demi pour le clou de girofle, et jusqu’ a 3 heure
pour la cannelle ; la chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d’eau un mélange azéotropique. Les vapeurs chargées d’huile essentielle, en traversant un
réfrigérant se condensent et chutent dans une ampoule a décanter, 1’eau et 1’huile se séparent

par différence de densité.

2-2 Traitement de I’extrait

Apres décantation, I’eau est rejetée et la phase huileuse est récupérée par une
micropipette, puis séchée par le sulfate de sodium anhydre (Na2Sos) (Eyob et al., 2008).

L’huile essentielle extraite (Cinnamomum aromaticum : 2.28%; Syzyguim
aromaticum : 8.78%) a été conservée a 4 °C dans des fioles scellées hermétiquement et

couvertes de papier aluminium jusqu’a leurs utilisation ultérieure.
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Figure 2-1 : Dispositif d’hydro-distillation lors d’extraction des huiles
essentielles

2-3 Calcul du rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traiter.

Le rendement d’extraction est exprimé en pourcentage, il est calculé par la formule
suivante :

RHuE(%) = (MHE /M 5)*x100
Ou: Rug: Rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage.
Mtk : Masse de ’huile essentielle en gramme.

M; : Masse de la maticre végétale séche en gramme.
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Deuxieme partie

Cette deuxieme partie a été réalisée au laboratoire de pharmacologie de I’linstitut des
Sciences Vétérinaires ; Université Ibn Khaldoun de Tiaret, dans le but d’évaluer 1’activité

antioxydante des deux huiles essentielles :

1- Pouvoir réducteur

Ce test a ¢été réalisé selon la méthode décrite par Zubia et al. (2007) légérement
modifié. Un mélangé de volume égaux d’huile essentielle, solution tampon et de ferricyanure
de potassium (K3Fe (CN)s) a 1% a été préparée et incubé dans pendant 20 min a 50°C. Apres
incubation, 0.5ml d’acide trichloracétique (TCA) a 10% a été ajouté a ce mélange. Le tout a
subi une centrifugation a 3000tr pendant 10min. Par la suite, Iml du surnageant est mélangée
avec 1ml d’eau distillée et 0.5ml chlorure ferrique (FeClz. 6H>O) a 0.1%. L’absorbance du ce
mélange mesurée a 700 nm apres 10 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

La valeur de la concentration efficace médiane (ECso) pour la capacité réductrice est
obtenue a partir des courbes a régression linéaire (Chang et al., 2007).

L’acide ascorbique a été utilis¢é comme molécule standard. Tous les tests ont été
effectués en triplicata et les résultats ont été exprimés en valeurs moyennes + écart type (SD)
en mg/ml.

2- Activité anti-radicalaire a I’égard DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le test de piégeage des radicaux DPPH a ét¢ évalué selon la méthode décrite par Lim
et al. (2007). Deux ml de concentrations finales de chaque huile essentielle ont été ajoutés a
0,4 ml d'une solution éthanolique a 0,5 mM de DPPH. Aprés 30 min a température ambiante,
I'absorbance a été enregistrée a 517 nm. L'inhibition du radical libre DPPH en pourcentage

(DPPH 1%) a été calculée comme suit :
DPPH 1%= [((A Témoin —A Echantillon)) / (A Témoin)] x100

Des antioxydants synthétiques (quercétine, acide gallique et acide ascorbique) ont été
utilisés comme contrdle positif. L'activité antiradicalaire a été exprimée en concentration
inhibitrice médiane (ICso) et a été révélée en mg/ml. La ICso a été calculée a partir du
graphique tracé de D’activité de piégeage par rapport a I'échantillon et a la concentration
standard. Tous les tests ont été effectués en triplicata et les résultats ont été exprimés en

valeurs moyennes + écart type (SD).
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Troisiéme Partie

Cette troisiéme partie a été réalisée au laboratoire pédagogique de microbiologie de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Ibn Khaldoun de Tiaret.

1- Confirmation des souches de Candida albicans a testées

1-1 Examen a I’état frais

- Technique

Un frottis frais a été préparé a partir des cultures de 2 souches de Candida albicans
référenciées (ATCC10237 et ATCC10231) afin d’observer les cellules bourgeonnantes. Une
colonie pure a été étalée sur une goutte d’eau distillée stérile, puis le frottis a été couvert avec
une lamelle et observé sous microscope optique (OPTIKA) au grossissement 40X et au
grossissement 100X.

- Lecture

Les levures de Candida albicans sont des cellules de grandes tailles de 4 a 6um de
long, bourgeonnantes, avec une forme ronde ou ovale (Chabasse et al., 2006).

1-2 Examen a I’état fixé (coloration simple au bleu de méthyléne)

- Technique

Un frottis fixé a été préparé a partir des cultures des deux souches de Candida
albicans, puis a été coloré par le bleu de méthyléne (laisser agir le colorant une minute puis
rincer a D’eau distillée). Ensuite, on [’observe sous microscope optique (OPTIKA) au
grossissement 40X et au grossissement 100X.

- Lecture

Les cellules de Candida albicans apparaissent en forme ovoide, colorées en bleu.

2- Etude de P’activité antifongique des huiles essentielles

2-1 Tests de sensibilité

Le test de sensibilité a été réalisé sur des souches fongiques référenciées de Candida
albicans (ATCC10237 et ATCC10231) afin d’évaluer Dl’activité antifongique des huiles
essentielles étudiées, par la méthode de diffusion sur gélose, appelée aromatogramme. Son
principe repose sur la diffusion des composants majeurs de 1’huile essentielle mis en contact
avec les germes cibles, tout en formant des zones d’inhibition. L’effet antimicrobien est alors
évalué en mesurant le diamétre de cette zone d’inhibition (Ponce et al., 2003).

2-2 Protocole expérimental

Tout d’abord, des inocula standards ont été préparés a partir des cultures des deux

souches de Candida albicans, en mettant quelques colonies (cultures de 18h) en suspension
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dans 9ml d’eau distillée stérile, puis en agitant pendant quelques secondes au vortex. Une
lecture de densité optique a été faite sur spectrophotometre UV-visible (JENWAY 7205), selon
la loi de Mc Farland 2 (6*10% UFC/ml).

Ces inocula ont ét¢ ensemencées a I’aide des écouvillons sur gélose Sabouraud coulée
préalablement en boite de Pétri de 90mm de O, a raison de 20ml par boite. Ensuite, des disques
de cellulose stériles (papier Wattman N° 40 d’un diamétre de 6mm) préalablement imbibés
avec 10 pl d’huile essentielle de S. aromaticum et d’autres avec 10ul d’huile essentielle de C.
aromaticum ont été déposés sur la surface de la gélose Sabouraud préalablement ensemencée a
I’aide une pince métallique stérile. Des témoins négatifs ont été utilisés (disques imprégnés de
10ul d’eau physiologique stérile). L’expérience a été effectué en triplicata pour chaque HE vis-
a-vis des deux souches de Candida albicans. Enfin, les boites de Pétri ont été incubées a 37°C
pendant 24h.

Apres incubation, la lecture a été fait en mesurant le diameétre des zones d’inhibition
obtenues autour des différents disques a ’aide d’une reégle graduée.

Les résultats sont exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition selon la technique de
Belaich et al. (1979) comme suit :

- Diamétre = 0 mm : Souche résistante

- Diamétre = 5 mm : Souche peu sensible

- Diamétre = 10 mm : Souche sensible

- Diameétre = 20-30 mm : Souche assez sensible
- Diameétre > 30 mm : Souche trés sensible

2-3 Détermination des concentrations minimales (CMI) et des concentrations
minimales fongicides (CMF) des HEs étudiées par la méthode de micro-dilution

La détermination de la concentration minimale inhibitrice des deux huiles essentielles
(Syzygium aromaticum et Cinnamomum aromaticum) a 1’égard des souches fongiques de
Candida albicans a été réalisée par la méthode de dilution en série sur des microplaques en
matiere plastique comportant 96 puits a fond « U » (8 rangées de 12 puits numérotés de 1 a
12) en bouillon Sabouraud selon les recommandations du CLSI (CLSI, 2006 ; NCCLS,
1999).

Des inocula standards ont ¢été préparé comme précédemment décrite. Les
concentrations de départ des solutions des huiles essentielles étaient de 10ul/ml pour chaque
huile essentielle. Des dilutions de demi en demi en série des huiles essentielles ont été
réalisées. L’inoculum a été ajouté a tous les puits et les plaques ont été incubées a 37 © C
pendant 24h. Pour chaque expérience, un contrdle positif (milieu inoculé) et un controle

négatif (milieu seul) ont été utilisés. La croissance fongique a été visualisée en ajoutant de la
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solution aqueuse a 0.5% de chlorure de 2, 3, 5— triphényl- tétrazolium (TTC) (Radulovic et
al., 2011). La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ét¢ définie comme la concentration
la plus faible des huiles essentielles qui inhibe la croissance visible (la formation de pastille de
couleur rouge au fond du puits apres 1’addition de TTC), tandis que la concentration minimale
fongicide (CMF) a été définie comme la plus faible concentration des huiles essentielles qui
tue 99.9% des cellules fongiques.

Pour déterminer la CMF, 10uL de bouillon a été prise de chaque puits sans croissance
visible et inoculée sur la gélose Sabouraud et incubée pendant 24h a 37° C.

Lorsqu’il y a une reprise de croissance, la concentration est dite fongistatique (CMF)
(Bajpai et al, 2010), en revanche, s’il n’y en a plus, elle est appelée fongicide (CMF)
(Manohar et al., 2001 ; Zarrin et al., 2010 DZami¢ et al., 2010). Les CMI et les CMF ont
été exprimées en pl/ml (Bajpai et al., 2010). Les expériences ont été réalisées en trois
exemplaires.

L’huile essentielle était considérée comme fongicide si le rapport du CMF au CMI ne
dépassait pas la valeur 4. Avec un ratio supérieur a 4 et inférieur a 32, I’huile essentielle était
considérée comme fongistatique. La souche fongique est considérée tolérante a 1’huile

essentielle si le rapport CMF / CMI est supérieur ou €gal a 32 (Cutler et al., 1994).
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Résultats & Discussion

1. Rendement en huile essentielle
Les huiles essentielles ont été extraites des matériaux végétaux secs de deux
plantes largement commercialisées en Algérie a savoir Cinnamomum aromaticum et Syzygium

aromaticum. Le rendement en huile essentielle a été exprimé en pourcentage % (p/p).

10,000% -
9,000% - 8.389%
8,000% -
7,000% -
6,000% -
5,000% -
4,000% -
3,000% - 2.273%
2,000% -
1,000% -
0,000%

Clou de girofle Cannelle

Figure 2.2: Rendement en huiles essentielle de clou de girofle et de la cannelle

La figure 2.2 montre que les rendements moyens en huiles essentielles de Cinnamomum
aromaticum et Syzygium aromaticum ont fourni un taux d’environ 2.273 % (p/p) et 8.389 %
(p/p), respectivement.

= Syzygium aromaticum

Le rendement en huile essentielle de Syzygium aromaticum obtenu lors de la présente
étude a été de 8.389 % (p/p). Notre résultat est conforme aux normes de AFNOR (1992) qui
rapporte que le rendement en huile essentielle de Syzygium aromaticum varie entre 5% et 8%.
Des résultats proches ont été cités par Ayoola et al. (2008) et Sokomate et al. (2016) obtenus par
la méthode d’hydrodistillation avec des taux de 7% et 7.6%, respectivement. Toutefois, des taux
supérieurs ont été rapportés par Guan et al. (2007) avec des taux de 11.5%, 19.6% et 10.1%
obtenus par la méthode d’hydrodistillation, d’extraction par fluide supercritique et de distillation
par entrainement a la vapeur d’eau, respectivement. De méme, Selles et al. (2020) et Nana et al.
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(2015) ont enregistré respectivement des rendements de 11.6% et 10.54% pour la méme méthode
d’extraction. Cependant, des taux plus infé€rieurs ont été mentionnés par Alitonou et al. (2012),
Rodriguez et al. (2014) et Saeed et Shahwar (2015) avec des pourcentages de 0.18%, 2.2% et
2.1%, respectivement.

Cette différence dans le rendement peut étre expliquée par la saison de récolte et I’origine
géographique (Nana et al., 2015), la technique d’extraction (température et pression exercées sur
les particules) (Guan et al., 2007), les conditions de séchage (Naili, 2013). Toutefois, Guan et
al. (2007) montrent que le rendement d’extraction augmente en diminuant la taille des particules
des boutons de clou de girofle broyés. Néanmoins, Nana et al. (2015) montrent qu’il n’y a pas de
différence significative dans le rendement en huile essentielle de clou de girofle attribuée a la
différence de taille des particules.

= Cinnamomum aromaticum

Dans la présente étude, le rendement moyen en huile essentielle de la cannelle a été¢ de
2.273% (p/p). Des taux similaires ont été obtenus par Li et al. (2013), Huang et al. (2014) et
Jeyaratnam et al. (2016) avec des rendements moyens variant de 2.38% a 2.76%. Cependant, un
taux inférieur a 1.82% a été signalé par Kasim et al. (2014). Egalement, Deng et al. (2014) ont
enregistré un taux de 1.69% pour Cinnamomum cassia, provenant de la province du Guangdong
(Chine du Sud).

Cette différence dans le rendement peut étre attribuée a la situation géographique, la
culture, la variété de la cannelle, le temps de récolte et la méthode d'extraction affecte le
rendement et la composition de I’huile essentielle (Adinew, 2014 et Bernard et al, 1989).

2. Activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir réducteur et la capacité de
piégeage du radical libre DPPH.

Le pouvoir réducteur est basé sur la capacité des antioxydants a réduire les ions ferriques
Fe+3 de complexe ferricyanure en ion ferreux (Fet+2) par la donation d’un électron de
I’antioxydant alors que le dosage du DPPH est basé sur le piégeage du DPPHe. stable par un
antioxydant (Le test de DPPH mesure la capacité de I'huile essentielle a donner de 1'hydrogene au
radical DPPH, aboutissant au blanchiment de la solution de DPPH). Les différents tests ont été
menés avec des standards et les huiles essentielles a différentes concentrations. Les ECso et les

ICs0 calculées sont rapportées dans le tableau 2.1.
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Tableau 2.1: Activité antioxydante des huiles essentielles de cannelle et de clou de girofle

Extraits /Standard FRAP DPPH
(ECs0) mg/ml (ICs0) mg/ml
Vit C 0.02516 +0.00227 0.00594 £+ 0.00186
Huile essentielle de la cannelle 14.75+0.3 13.61 +£0.19
Huile essentielle de clou de girofle 0.01641 £ 0.00022 0.00574 = 0.0003

2.1 Pouvoir réducteur

S. aromaticum

Un ECso de 16.41pug/ml a été noté au cours de la présente étude. Ce résultat est inférieur a
celui cité par Zhang (2015) avec une valeur de 683.4pug/ml. Des études antérieures ont montré la
plus forte capacité de I’huile essentielle de clou de girofle, a différentes concentrations analysées,
a réduire le fer (Viuda-Martos et al, 2009 et Saeed and Shahwar, 2015). Ces résultats ont
suggéré que I’huile essentielle des boutons de clou de girofle a une puissance remarquable pour
donner I'¢lectron aux radicaux libres et le convertir en espeéces non-réactives plus stables.

= Cinnamomum aromaticum

La valeur de ’ECso de I’huile essentielle a été de 14.75mg/ml. Une valeur inférieure a été
enregistrée par Selles (2019) avec une valeur de 7.85ug/ml. Cette différence peut étre expliquée
par les traitements de radiation utilisés pour la conservation de ces produits.

2.2 Activité anti-radicalaire (DPPH)

= Syzygium aromaticum

Un ICso de 5.74pg/ml a été noté au cours de la présente étude. Des résultats supérieurs a
celui affiché par notre étude ont ét¢ mentionnés par (Sokamte et al., 2016) (23,17ug/ml),
Mahboubi et Mahboubi (2015) (26pg/ml), Singh et al. (2015) (80pg/ml), Zhang et al. (2015)
(396,3ug/ml) et Viuda-Martos et al, (2010) (380ug/ml). Cependant, des valeurs inférieures ont
été enregistrées par Saeed and Shahwar (2015) et Chaieb et al. (2007) avec des ICso de
4.5ng/ml et 0.2 pg/ml, respectivement. La présente étude a été caractérisée par un ICso de 1’huile
essentielle de Syzygium aromaticum inférieur a celui de la molécule standard utilisée. Le méme
constat a été¢ signalé¢ par Singh et al. (2015); Viuda-Martos et al, (2010) et Chaieb et al.
(2007).
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La puissante activité antioxydante de 1’huile essentielle de clou de girofle peut étre
attribuée a sa richesse en Eugénol et I’ Acétate d’Eugenyle (Kennouche et al, 2015).

= (. aromaticum

La valeur de ICso obtenu au cours de cette étude a été¢ de 13.61 mg/ml. Des ICso faibles
ont été rapportés par Yang et al. (2012) pour les différentes parties du cannelier variant de
72png/ml a 208ug/ml. Cependant, Brodowska et al. (2016) ont montré des concentrations plus
faibles a celle mentionnée dans la présente étude avec une valeur de 0,147pg/ml pour
Cinnamomum verum.

3- Activité antifongique

3-1-Confirmation des souches référenciées de Candida albicans a testées

3-1-1 Examen microscopique du frottis de Candida albicans a I’état frais

Sous microscope et au grossissement X40 puis au grossissement X100, les cellules de

Candida apparaissaient transparentes, d’une grande taille et bourgeonnantes (figure 2.3).

Figure 2.3: Observation microscopique de C. albicans ATCC 10237
GX100

3-1-2 Examen microscopique du frottis de Candida albicans a I’état fixé
Sous microscope et au grossissement X100, les cellules de C. albicans apparaissaient

fixées, d’une forme ovoide de grande taille, colorées en bleu et bourgeonnantes (figure 2.4).
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Figure 2.4: Observation microscopique de C. albicans

ATCC 10237 color¢ en bleu de méthyléne GX100.

3-2 Détermination de la sensibilité

Les résultats de 1’aromatogramme des HEs de Syzygium aromaticum et Cinnamomum
aromaticum sur la croissance des deux souches de référence de Candida albicans testées (ATCC

10231 et ATCC 10237) sont représentés dans le tableau 2.2 et les figures 2.5, 2.6, 2.7 et 2.8.

Tableau 2.2 : Halos d’inhibition en (mm) (moyenne + écart type) provoqués par les huiles

essentielles testées.

Souches HE de Syzygium aromaticum HE de Cinnamomum aromaticum
C. albicans ATCC10237 30.67 £ 1.15 80 +5.29
C. albicans ATCC10231 29.33 £1.15 72.67 £ 8.33
Aappreciation Assez sensible a trés sensible Trés sensible

*Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition.

Les deux huiles essentielles testées ont montré leur efficacité vis-a-vis des deux souches
de références de Candida albicans. Ces deux souches ont été treés sensible a ces deux huiles
essentielles selon I’interprétation de Belaich et al (1979) excepté la souche C. albicans
ATCC10231 qui a été classé assez sensible a 1’égard de I’huile essentielle de Syzygium
aromaticum. L’HE de Cinnamomum aromaticum a possédé I’activité antifongique la plus élevée,

avec un diametre d’inhibition allant de 72 + 8.33 a 80 + 5.29mm. Tandis que, I'HE de Syzygium
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aromaticum a présenté une activit¢ antifongique moindre par rapport a celle L’HE de
Cinnamomum aromaticum avec des diametres de la zone d’inhibition allant de 29.33+1.15 a
30.67+1.15mm.

Smail (2022) et Sameer et Badri (2017) ont enregistré des zones d’inhibitions proches a
celles observés dans la présente étude pour I’huile essentielle avec des diamétres de 29.67+0.58 a
32.3342.52mm et 32mm, respectivement. Une zone d’inhibition plus élevée a été mentionnée par
Simiat et al. (2017) avec un diametre de 44mm.

Les souches de référence de Candida albicans sont montrées tres sensible vis-a-vis de
I’huile essentielle de Cinnamomum aromaticum avec un diamétre d’inhibition allant de 72+8.33 a
80£5.29mm. Une zone d’inhibition plus faible a été observée pour la méme huile essentielle a
I’égard d’une souche de référence de Candida albicans avec un diamétre de 48+2.64mm

(Laaradj et al., 2018).

Figure 2.5: Test de sensibilité de C. Figure 2.6: Test de sensibilité de C.
albicans ATCC10237 vis-a-vis de I’huile albicans ATCC10231 vis-a-vis de I’huile
essentielle de Syzygium aromaticum essentielle de Syzygium aromaticum
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Figure 2.7: Test de sensibilité de C. Figure 2.8: Test de sensibilité¢ de C.
albicans ATCC10237 vis-a-vis de ’huile albicans ATCC10231 vis-a-vis de 1’huile
essentielle de Cinnamomum aromaticum essentielle de Cinnamomum aromaticum

3-2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la

concentration minimale fongicide (CMF)

Les deux huiles essentielles ont été testées par la méthode de dilution en milieu liquide
(micro-dilution) sur les deux souches de référence de Candida albicans. Les CMI et les CMF des

deux huiles essentielles étudiées sont présentées dans le tableau 2.3.

Tableau 2.3: CMI et CMF des deux huiles essentielles testées, nécessaires pour

I’inhibition totale de la croissance fongique in vitro, exprimée en solution pl/ml (n = 3)

HE de Syzygium aromaticum HE de Cinnamomum aromaticum
CMI CMF CMI/CMF CMI CMF | CMI/CMF
C. albicans 0.625 2.5 4 0.156 0.156 1
ATCC10237
C. albicans 0.625 5 8 0.156 0.156 1
ATCC10231

= S. aromaticum

L’huile essentielle de S. aromaticum a exercé des CMI de 0.625ul/ml vis a vis des deux
souches de référence. Cependant, la concentration minimale fongicide de cette huile essentielle a
été de 2.5ul/ml a I’égard de la souche C. albicans ATCC10237 et Sul/ml vis-a-vis de la souche C.

albicans ATCC10231.
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Smail (2022) a noté une CMI de 1.25ul/ml et une CMF de 10ul/ml a I’égard de C.
albicans ATCC10237. Des CMI similaires ont été rapportés par Pinto et al. (2009) avec une dose
de 0.64ul/ml. Toutefois, ces mémes auteurs ont noté¢ des CMF variant de 0.64 a 1.25ul/ml.

D’aprés nos résultats, le rapport CMF/CMI a été de 4 pour la souche C. albicans
ATCC10237 et 8 pour la souche C. albicans ATCC10231. En se référant a Cutler et al. (1994),
I’HE de S. aromaticum a un pouvoir fongicide vis-a-vis la souche C. albicans ATCC10237 et un
pouvoir fongistatique a 1’égard de la souche C. albicans ATCC10231.

Pinto et al. (2009), ont expliqué cette activité antifongique de I’HE du clou de girofle par

la présence des phénols, principalement 1’eugénol.

= (. aromaticum

La présente étude a enregistré une CMI et une CMF égales de "ordre de 0.156ul/ml.
Laaradj et al. (2018) ont noté une CMI de 0.0025% (v/v) et une CMF de 0.005% (v/v) vis-a-vis
d’une souche de référence de C. albicans. Merghache et al. (2010) ont rapporté une CMI
respective de 0.1014 pg/ml et 2.435 pg/ml vis-a-vis des souches C. albicans ATCC 10231 et C.
albicans 1P 444. Cependant, Raharivelomanana et al. (1989) ont montré que 1’écorce de la
méme plante possede une CMI de 500pg/ml vis-a-vis de C. albicans. Alors que Ferhout et al.
(1999) ont mentionné une CMI de 150 pg/ml pour I’huile essentielle de la cannelle de Ceylan.

D’apres Cutler et al. (1994) notre huile essentielle a exercé un effet fongicide puisque le

rapport CMF/CMI égal a 1. Un résultat similaire a ét€¢ annoncé par Laaradj et al. (2018).
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Conclusion

La présente ¢tude nous a permis de conclure que ;

Le rendement en huile essentielle du clou de girofle a été de 8.389 % (p/p), alors que celui
de la cannelle a été de 2.273 % (p/p).

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum a exercé une forte activité antioxydante avec
une ECso et ICso respective de 16.41 pg/ml et 5.74 pg/ml comparativement a 1’huile essentielle de
Cinnamomum aromaticum qui a enregistré une ECso et ICso de 14.75 mg/ml et 13.61 mg/ml,
respectivement.

Les résultats de I’activité antifongique évaluée par la méthode d’aromatogramme ont
montré une bonne sensibilité des deux souches de Candida de référence a 1’égard des huiles
essentielles a tester avec des diamétres de zones d’inhibition qui ont vari¢ de 72.67 + 8.33 a 80+
5.29 mm pour I’huile essentielle de Cinnamomum aromaticum et de 29.33 = 1.15 a 30.67 = 1.15
mm pour celle de Syzygium aromaticum.

L’huile essentielle de C. aromaticum a exercé une activité fongicide avec une CMI et une
CMF égaux de 0.156 pl/ml. Cependant, I’huiles essentielles de S. aromaticum a été fongicide a
I’égard de C. albicans ATCC10237 avec des valeurs de CMI et CMF de 0.625 ul/ml et 2.5 pul/ml,
respectivement. Toutefois, elle a été fongistatique vis-a-vis de C. albicans ATCC10231
(CMI=0.625pul/ml et CMF=5pul/ml).

A la lumiere de cette étude nous recommandons ce qui suit :

- Etudier Pactivité synergique (anti-fongique et antioxydante) d’un mélange de ces deux
huiles essentielles,

- Elargir la gamme des souches fongiques a tester.
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Annexes

1/ Milieu Sabouraud

Ingrédients Quantité

Glucose 20 gr

Peptone 10 gr

Agar agar 15 gr

Eau distillée Quantité suffisante pour 1000ml
pH=6

2/Eau physiologie

Eau distillée 1000ml

NaCl 9g

Résultats des CMB sur des boites de Petri en triplicata coulées par la gélose Sabouraud




Microplaque avant résultat

Microplaque apres résultat




Pesée du clou de girofle

Ampoule a décanter contenant 1’hydrolat+ HE




Microscope Laica

Test de sensibilité




