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RESUME

Les infections fongiques représentent actuellement un véritable probléeme de santé publique.

Bien que les traitements soient disponibles, ils n’en demeurent pas moins qu’ils restent
couteux et souvent liés a I’émergence de souches résistantes a certains antimycosiques.

La recherche de nouvelles molécules actives est donc une nécessité. Pour contribuer a
I’effort de recherche d’alternative thérapeutiques, nous nous sommes intéressés a I’étude de
I’activité antifongique, in vitro, de deux huiles essentielles provenant d’une plante liliacée,
qui est I’ail et d’une autre tropicale, le gingembre, considérées comme étant des condiments
a large consommation en Algérie. Les huiles essentielles d’Allium sativum et Zingiberis
rhizoma, obtenues par hydrodistillation et par technique du Solvent Free Microwave
extraction (SFME), ont été testées sur deux especes fongiques responsables des mycoses
humaines : Candida albicans et Aspergillus niger. Les résultats obtenus montrent une
activité antifongique significative des extraits utilisés avec un effet plus marqué sur
d’Aspergillus niger. En effet, cette activité s’est révelée meilleure que celle du fluconazole

et de I’amphotéricine B.

Mot clés : Activité antifongique, Huile essentielle, Candida albicans, Aspergillus niger,

Allium sativum, Zingiberis rhizoma



ABSTRACT

Fungal infections are, presently, aserious public health problem. Although treatments are
available, they remain expensive and often linked to the emergence of strains that are
resistant to some antimycotics.The.The search for new active molecules is therefore
necessary.To contribute to the therapeutic alternative research effort, the purpose of this
researchis to study the antifungal activity, in vitro, of two essential oils from a lily plant
which is garlic and a tropical one, ginger. These condiments are considered to be large-scale
consumption in Algeria. The essential oils of Allium sativum and Zingiberis rhizoma,
obtained by hydrodistillation and solvent free microwave extraction technique (SFME), have
been tested against two fungal species responsible for human mycosis: Candida albicans
and Aspergillus niger. The results obtained show a significant antifungal activity of the
extracts used with a more marked effect on Aspergillus niger. This activity proved to be
better than that of fluconazole and amphotericin B.

Key Words: Antifungal activity, Essential oil, Candida albicans, Aspergillus niger, Allium

sativum,Zingiberis rhizoma
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INTRODUCTION



Introduction

Les infections fongiques représentent actuellement un veéritable probleme de santé
publique et constituent I'une des principales causes de décés surtout chez les
immunodéprimés a travers le monde (Dzoyem et al., 2006). Bien qu’on dispose
aujourd’hui de médicaments antifongiques, le traitement des mycoses reste difficile
d’une part du fait du nombre limité de principes réellement efficaces et de leur codt tres
élevé et d’autres part lié a I’émergence de souches résistantes a certains antimycosiques
usuels (Sheehan et al., 1999).

La découverte de nouvelles molécules permettrait par défaut d’éliminer les facteurs
pathogéniques, d’améliorer I’état de santé des malades. Le regne végétal, base de notre
médecine traditionnelle est susceptible de fournir un grand nombre de molécules dotées
de propriétés antifongiques (Young et al., 2003).

De nos jours, la médecine moderne utilise les vertus thérapeutiques des huiles
essentielles et de leurs constituants. Ainsi, de nombreux composés volatils sont les
ingrédients courants des préparations pharmaceutiques. Le thymol, par exemple, est
employé en soins dentaires pour ses propriétés antiseptiques ou encore I'eugénol pour
ses propriétés analgésiques (Pauli, 2001 cité dans Belkhoudja, 2016). Les huiles
essentielles constituent donc une source intéressante de nouveaux composeés dans la

recherche de molécules.

L’objectif de la présente étude est de mettre en évidence I’activité antifongique in-vitro
de deux produits de grande consommation en Algérie qui sont I’ail et le gingembre, sur
deux souches fongiques de la collection ATCC : Candida albicans ATCC 10231,
responsable de diverses candidoses (vaginale, muguet, intertrigo, etc....). Et Aspergillus
niger ATCC 16404, responsable d’aspergilloses qui sont de graves mycoses invasives
(otomycoses, pulmonaire, abces cérébraux...), qui peuvent étres mortelles pour certains

sujets infectés. Cette activité sera comparée a celle de deux médicaments antifongiques
classiques qui sont le fluconazole : C13H12F2NgO, un bi-triazolé reconnu comme

antimycosique a usage systémique, il agit en inhibant la biosynthese de I’ergostérol
d’origine fongique (Roguet et al., 2014). Le second médicament est I’amphotéricine B :

C47H73NO17, est un antibiotique antifongique de la famille des polyénes

macrocycliques, produit par une souche de Streptomyces nodosus, il est indiquée contre
les infections fongiques invasives a Aspergillus et Candida, dans les cryptococcoses
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neuroméningées chez les sujets infectés par le HIV et les immunodéprimés (Roguet et
al., 2014).

Pour ce faire, la premiére partie de notre travail est consacrée a la description de
données bibliographiques relatives aux huiles essentielles et aux champignons d’intérét
médical. La seconde partie, consacrée a I’étude expérimentale, concerne la mise en
évidence de I’activité antifongique des huiles essentielles des plantes investiguées, sur
les deux souches tests et les résultats obtenus sont comparés a ceux des deux
antifongiques de synthése, a savoir le Fluconazole et I’Amphotéricine B.

Enfin, ce travail est cléturé par une conclusion générale et des perspectives d’avenir.



ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE
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CHAPITRE | : GENERALITES SUR LES HUILES ESSENTIELLES

I-1. Définition des I'huiles essentielles

La pharmacopée européenne définit les huiles essentielles comme étant « un produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiere
végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur, soit par distillation séche,
soit par procédé mécanique approprié sans chauffage » (Ek et al., 2014).
L'huile essentielle est issue de I’essence aromatique concentrée qui sont localisées aux
différentes parties de la plante. Selon (Pielquin, 2015), I’absorption d’une seule goutte d’huile
essentielle représente I’ingestion de plusieurs dizaines voire méme centaines de la plante
d'origine d’ou elles ont été extraites. Elle est généralement volatile, ce qui explique qu’elle
s’évapore tres rapidement. Les principes aromatiques des plantes sont des gouttes minuscules
qui se forment dans les chloroplastes des feuilles, c'est-a-dire les organites dans lesquels
s’effectue la photosynthese. Elles se combinent par la suite avec du glucose et sont
transportées dans toutes les parties de la plante. Une huile essentielle est donc une sécrétion
naturelle qui s’effectue dans une partie du végétal : la feuille, I’écorce ou la fleur.
Aussi une huile essentielle ne contient pas d’acide gras et de ce fait ne rancit pas

contrairement & I’huile végétale (Moro-Buronzo, 2008).

I-2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont tirées de différentes parties de la méme plante et ont parfois
des actions totalement différentes. Les HE ont pour origine aussi bien les racines, que le tronc
(pour la cannelle par exemple), que les feuilles, les fleurs, les fruits ou encore la résine (pour

le benjoin par exemple) (Pielquin, 2015).

I-3. Composition des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est variable. Elle varie en fonction de
I’origine botanique (espece, organe), du mode de préparation et de la durée de conservation
(Ghestem et al., 2001). Les composants principaux des HE sont regroupés en grandes familles
. les esters, les phénols, les aldéhydes, les cétones, les alcools, les terpenes, les acides, et les

sesquiterpenes (Moro-Buronzo, 2008).

Le tableau 1 résume les composés les plus communs que I’on trouve dans les HE et sont
classées selon leurs poids moléculaires, leurs températures d’ébullition et leur solubilités dans
I’eau (Farhat, 2010).
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Tableau 1 : Composition chimique des HE (Farhat, 2010).

Formule Température Solubilité dans I’eau

moléculaire d’ébullition (g.L™
Monoterpénes
Limoneéne CioH1s 175.4 <10°
Pinéne CioH1s 157.9 <10°®
Sabinene CioH16 164 <10°
Myrcéne CioHis 167 <10°
y-Terpinéne CioH1s 183 <10°
para-Cyméne CioHis 173.9 <10°
Sesquiterpenes
B-Caryophyllene CusHas 268.4 <10°
a-Santalene CisHoys 247.46 <10°
o-Zingeberene CisHoys 270.7 <10°
B-Curcumene CisHoys 266 <10°
Diterpéne
Phytol CaoHa00 335.5 <107
Alcools
Géraniol C10H:7,0H 229.5 0.67
Linalool CoH17OH 198.5 0.67
Aldéhydes
Citral CioH160 210.9 2.61
Cuminic aldéhyde C1oH120 354.6 0.26
Ketones
Camphor CioH160 207.4 0.92
Carvone CioH140 230.5 1.60
Phénols
Thymol CioH140 233 0.85
Eugénol C10H120; 255 2.52
Acétates
Neryl acétate C12H200, 274.5 0.71
Linalyl acétate C12H200, 220 0.57
Oxydes
1,8-Cineol CioH1g0 174.8 5.8x10°
Linalool CioH150 198.5 0.67
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I-3.1. Les terpénes

Sont les molécules les plus répondues dans I’ensemble des HE. lls sont connus pour
leur action stimulante, tonique, possedent des propriétés antivirales méme a trés faibles
concentrations (Moro-Buronzo, 2008), ainsi que des propriétés antiseptiques (Poirot, 2016).
Les terpenes sont des hydrocarbures formés d’un nombre pair ou impaire d’unités de 2-
méthylbuta-1,3-diene ou appelé isoprene. Selon le nombre de carbone composant la molécule

on distingue : les monoterpenes (Cq1g), les sesquiterpenes (Cqs), les diterpénes (Cop), les

triterpenes (Cgg) et les tétraterpénes (Cgp). Les terpénes les plus volatiles généralement

présents dans les HE sont ceux qui ont un poids moléculaire peu élevé, telles que les mono et

sesquiterpenes (Figure 1) (Farhat, 2010).

Cs Cro

2-méthyl buta-1,3-diéne Monoterpéne

Figure 1 : Structure chimique de I’isoterpéne (2-méthylbuta-1,3-diene)

et d’un monoterpéene (Poirot, 2016).

1-3.2. Les aldéhydes aromatiques

Il'y existe deux types d’aldéhydes (Figure 2) :

- Les aldéhydes terpéniques comme les citrals (néral, géranial), le citronellal. Ils dégagent
une forte odeur citronnée. On leur attribue des propriétés antiseptiques des voies
respiratoires, antibactériennes, bactéricides sur les bactéries (Poirot, 2016) vasodilatatrices,
relaxantes, etc....

- Les aldéhydes aromatiques, comme le cinnamaldéhyde (du cannelier). Ont principalement

une action anti-infectieuse (Poirot, 2016).

= \() |o
[
Géranial Cinnamaldehyde

Figure 2 : Structure chimique du géranial et du cinnamaldéhyde (Poirot, 2016).
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1-3.3. Les coumarines

Les coumarines (Figure 3) se trouvent dans de nombreuses espéces végeétales, mais
sont présentent & des concentrations faibles, voire a I’état de traces. Elles ont une grande
puissance d’action, notamment sur le systéme nerveux central par leur effet sédatif. Elles ont
un effet anticoagulant, exemple « les coumarines du marronnier d’Inde (Aesculus
hippocastanum) contribuent a fluidifier le sang, alors que les furanocoumarines contenu dans
le celeri (Apium graveolens) soignent les affections cutanées » (Belkhoudja, 2016 ; Poirot,
2016).

R6 - -
\"‘\.
R7 O @)
R8s

Figure 3 : Structure chimique des coumarines (Poirot, 2016).

I-4. Criteres de qualité des huiles essentielles

La dénomination botanique de la plante aromatique productrice de I’'HE est essentielle.
Une HE differe par sa composition et ses propriétés d’une espece a une autre appartenant a la
méme plante. Pour eéviter toute confusion, la norme ISO 4720 fournit une liste de
nomenclature botanique des plantes utilisées pour la production des HE (1SO 4720:2009. En
ligne, consulté le 08/03/2018), en voici quelques exemples :

Alliacées : ail, oignon.

Apiacées : aneth, anis vert, céleri, carvi, coriandre, cumin, carotte, fenouil, persil.
Astéracées : estragon, camomille.

Brassicacees : moutarde.

Lamiacées : lavande, menthe, basilic, romarin, sauge, thym.

Liliacées : anis étoilé.

Myristacées : noix de muscade.

Myrtacées : eucalyptus, tea tree citronnée, piment, arbre d’anis, girofle.
Pipéracées : poivre noir.

Verbénacées : verveine odorante.

Zingibéracées : gingembre, cardamome.

La qualité et I’efficacité d’une HE dépendent également de la nature du sol sur lequel a

poussé la plante, le climat, le moment de la récolte, la méthode d’extraction, la
6
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conservation,...etc. Tout ceci fait qu’il n’y a pas deux plantes identiques ayant le méme
parfum dans la nature (Moro-Buronzo, 2008).

I-4.1. Origine géographique

L’écologie végeétale étudie I’interaction entre les végétaux avec le milieu dans lequel
ils vivent. Les différents facteurs du milieu sont classés en : facteurs climatiques (température
lumiére, humidité, vent,...), facteurs édaphiques (structure et composition du sol) et facteurs
vivants (influence des autres végétaux, animaux et de I’lhomme) (Ghestem et al,. 2001).
Selon leur mode de distribution des plantes médicinales, on distingue les plantes utilisées en
nature ou dites « plantes de cueillette », et celles destinée pour I’industrie pharmaceutique, qui
sont cultivées apres traitement préalable, ou « plante de culture ». Les plantes de cueillette
présentent un certains nombre d’inconvénients : dispersion géographique, irrégularité de leur
croissance, de plus leur récolte nécessite une main d’ceuvre qualifiée et abondante. Par contre
les plantes de culture offrent une matiére premiere abondante, homogéne et de bonne qualité
une récolte aisée car il n y a pas de dispersion géographique, et enfin un faible risque de
substitution ou de falsification (Paris, 1981).
Les plantes de culture nécessitent des conditions de culture, de récolte et de conservation afin

de garantir leur qualité avant utilisation.

1-4.2. Mode de culture
Les conditions de culture des plantes font intervenir deux facteurs :

- Les facteurs extrinseques a la plantes, c'est-a-dire le climat et la qualité du sol. Le climat
intervient par la température, I’humidité, le vent et la luminosité. Le sol influencent par ces
propriétés physiques (porosité, perméabilité), ces propriétés chimiques (pH, disponibilité et
équilibre entre les minéraux, présence d’oligo-éléments), et par sa richesse biologique

(présence de microflore).

- Les facteurs intrinséques ou endogeénes a la plantes, ce sont les facteurs qui agissent sur
le patrimoine génétique des plantes (c'est-a-dire sélection par mutations ou hybridation. le
mode de culture des plante fonction du mode de reproduction de celles-ci, il s’effectue par
voie sexuée (production de graines), ou par voie asexuée ou végétative (par éclat de

souches, bulbilles, rejets, stolons, boutures, ...) (Paris, 1981).
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1-4.3. Le stade de développement botanique

La récolte des plantes médicinales est une phase importante, seuls les plants sains doivent étre
récoltés. Par ailleurs, la récolte doit étre faite par temps sec, sauf pour les écorces qui se
détachent plus facilement aprés une période humide. « Les plantes a huile essentielle doivent
étre cueillies le matin, avant le lever du soleil » (Paris, 1981). La phase de développement des
plantes est aussi importante lors de la cueillette, « pour les FLEURS, c’est au début de la
floraison. Pour les FEUILLES, avant et pendant la floraison. Pour les RACINES, au début du

printemps. Pour les FRUITS, au moment ou ils sont mars » (Trében, 1985).

1-4.4. Le chémotype

Une méme plante qui croit dans des lieux différents, que ce soit par leurs situations
géographiques (altitude et latitude), que par la nature des sols, peut sécréter des essences tres
différentes. « Pour différencier les huiles essentielles extraites de chacune de ces plantes, on
utilise le terme de "chémotypes", mot dérivé de "chimiotypes" signifiant simplement : "types
chimiques" » (Franchomme, 2001). Ces différences de composition peuvent étre extrémement
importantes et changer totalement les propriétés chimiques ou biologiques de I’'HE, s’est pour
cela qu’il faut bien connaitre les chémotypes, leur non-connaissance peut étre a I’origine de
graves accidents. Cette variabilité chimique peut méme apparaitre au gré des saisons, par
exemple le thym vulgaire (Thymus vulgaris): le géraniol est présente en hiver, et est
remplacée par de l'acétate de géranyle en été.

Ce qui explique ces variations c’est probablement les enzymes de biosynthese, dont de
nombreuses métallo-enzymes issus du sol. La nature physico-chimique du sol n'offre pas a
ces plantes les mémes oligo- et microéléments. Aussi, les enzymes étant également sensibles
aux radiations lumineuses, le changement de rayonnement solaire agit sur la synthese
aromatique. Ainsi, en bord de mer, les infrarouges dominent, alors qu'en altitude, les

ultraviolets sont plus abondants (Franchomme, 2001).

I-5. Activité antimicrobienne des huiles essentielles

L’activité antimicrobienne des HE extraites des plantes aromatiques a été largement
décrite in vitro (Hans, 2007 cité dans Makhloufi, 2010), et elles présentent également un fort
pouvoir antifongique (Chami, 2005 ; Giordani et Kaloustian, 2006; De Billerbeck, 2007 ;
Juhas, 2009, cité dans Makhloufi, 2010).
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I-5.1. Activité antifongique

L'action antifongique des huiles essentielles est due & une augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite
du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure » (Mann et al., 2000 cité dans
Makhloufi, 2010). Les composeés terpéniques des HE et plus précisément leurs groupements
fonctionnels phénoliques et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et
dégradent la membrane plasmique des levures (Giordani et Kaloustian, 2006 cité dans
Makhloufi, 2010).

1-5.2. Activité antibactérienne

Les composés phénoliques des HE comme I’eugénol, le thymol et le carvidol ont une
action antibactérienne contre un large spectre de bactéries (Escherichia coli, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Clostridium jejuni, Lactobacillus sake,
Staphylococcus aureus et Helicobacter pylori (Pauli, 2001; Fabian et al., 2006 cité dans
Piochon, 2008).

Les HE ont I’avantage de ne pas détruire la flore intestinale qui nous est si précieuse
contrairement aux antibiotiques allopathiques (Pielquin, 2015). Elles agissent selon deux
modes d’action, soit bactériostatique en bloquant la multiplication des cellules bactériennes
soit bactéricide en les tuant (Mnayer, 2014).

1-5.3. Activité antivirale

Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les huiles
essentielles (Moro-Buronzo, 2008). Dans la lutte contre les virus, les composés hydroxyliques
(phénol et monoterpénol) sont les plus virucides. Divers essais du pouvoir virulicide des HE
ont été effectués par des laboratoires, dont le laboratoire de virologie de Toulouse a testé
I'huile essentielle de Melaleuca quinquenervia cineolifera (niaouli) sur le virus de I'Herpes.
Apres un temps de contact de 15 minutes in vitro, l'activité virulicide se traduit par une chute
supérieure a 40000 (Penntybio, En ligne, consulté le 08/03/2018).

I-5.4. Activité antiparasitaire

Les molécules aromatiques (généralement les phénols) ont une action puissante contre
les parasites. Les HE du thym a linalol et de la sarriette des montagnes sont d'excellentes
antiparasitaires (Mayer, 2012). Les HE sont « eubiotiques », (Ngassapa, Runyoro, Harvala &
Chinou, 2003 cité dans Randrianarivelo, 2010), c’est a dire qu’elles tuent les parasitent sans
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interférence avec I’organisme hote, contrairement aux antibiotiques. Elles agissent
généralement a faible dose. Les essences de sarriette, cannelle, thym, girofle, lavande,
eucalyptus sont les plus antiseptiques. Certains de leurs composés tels que le citral, le
géraniol, le linalol et le thymol sont en moyenne 7 & 10 fois plus antiseptiques que le phénol
(Bruneton, 1999 ; Ngassapa et al., 2003 cité dans Randrianarivelo, 2010).

I-5.5. Activité antiseptique

Les propriétés antiseptiques et désinfectantes sont souvent attribuées aux HE
possédant des fonctions aldéhydes ou des terpénes comme celle de I’Eucalyptus radiata
(Mnayer, 2014).

I-6. Techniques d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont enfermées a I’intérieur de leurs cellules végétales, leur mode
d’extraction est défini en fonction de la partie végetale les contenant. (Moro-Buronzo, 2008).
Plusieurs méthodes d’extraction permettent de récupérer les HE telles que, I’hydrodistillation
I’entrainement a la vapeur, I’hydro-diffusion. Elles sont ensuite séparées et récupérées de la
phase aqueuse par différents procédé physiques. Elles sont liquides a température ambiante
(20-25°C), de consistance rarement visqueuse. A des températures plus faibles certaines HE
cristallisent (exemple la menthe et I’anis). Ces HE sont volatiles (ce qui permet leur extraction
a la vapeur). Leur densité est généralement inférieur a celle de I’eau, sont non miscibles dans
les solutions aqueuses, mais solubles dans les solvants organiques, et sont généralement
incolore (Poirot, 2016). Les HE sont sensibles aux rayons UV, donc il convient de les
conserver a I’abri de la lumiére (Farhat, 2010).

I-6.1. Extraction par hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus ancienne et la plus simple utilisée pour
extraire les HE des plantes. Le procédé consiste a immerger les matieres végétales (fleurs,
rameaux, racines, herbes, ...) dans un ballon en verre avec une quantité d’eau « pouvant
varier de deux a six fois la quantité de matieres premieres » (Franchomme, 2001). Le systeme
est mis a I’ébullition, la chaleur va provoquer I’éclatement des cellules végétales et la
libération des molécules aromatiques. Le mélange azéotropique « eau + HE » va étre refroidi
et condensé dans le réfrigérant (Figure 4). Enfin le mélange va étre récupéré puis séparé en
deux phases selon leurs différences de densité : la phase organique composée de I’'HE et la
phase aqueuse (hydrolat) (Farhat, 2010).

10



Etude bibliographique Généralités sur les huiles essentielles

€ Condenseur
'-‘-ky.g;_ﬁQ }
] Huile essentielle
Colonne de distillation ;:‘;\
\\\Q‘\
\\'_‘\.
\\‘\\\ Eau
N 8
~
o |
Matériel végétal U
Eau

Plaque chauffante

Figure 4 : Extraction par hydrodistillation (Mnayer, 2014).

1-6.2. Extraction par solvants

, . . . . s . éme
L’extraction par solvant organique est une technique qui a été élaborée au 18

siecle. C’est la technique la plus utilisée surtout par les industries car ses rendements sont
meilleurs. Les solvants les plus utilisés sont I’hexane, le cyclohexane, I’éthanol, I’acétone
(Duval, 2012).

1-6.3. Extraction au CO» supercritique

C’est une techniqgue moderne, qui consiste a faire exploser les poches végétales
contenant I’HE par exposition de la partie de la plante au dioxyde de carbone a haute
pression. (Moro-Buronzo, 2008). Le principe de cette technique consiste a liquéfier le
dioxyde de carbone par refroidissement, puis comprimer a une pression d’extraction définie
(état supercritique). 1l sera ensuite injecté dans I’extracteur contenant la matiere végétale. Le
liguide va se détendre pour se transformer a I’état gazeux, pour étre conduit vers un
séparateur qui permettra de récupérer I’extrait et le solvant séparément (Belkhoudja, 2016).

Le principe de la technique est illustré dans la figure ci-dessous :

11
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SCHEMA DE PRINCIPE
IVEXTRACTION PAR CO, SUPERCRITIQUE
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Figure 5 : Principe d’extraction par CO, supercritique (Duval, 2012).

1-6.4. Extraction aux ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques qui se déplacent dans un milieu a une
fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de I’oreille humaine. Les ultrasons
utilisés pour I’extraction des aromes et autres molécules végétale ont une intensité puissante
qui se situe entre 20 et 100 kHz. Il y a deux types d’appareil a ultrason, il est sous forme de
bac a ultrasons, ou il est sous forme d’une sonde a ultrasons (Figure 6). Les glandes contenant
les HE étant présentes a la surface des plantes aromatiques, I’implosion des bulles de
cavitations provoquées par les oscillations des ultrasons, vont détruire les glandes qui libérent

les HE dans le milieu environnant (Mnayer, 2014).

b

Moteur Transducteur

Solvant
Sortie d’eau £t ]

Double

——— Matrice Végétale
enveloppe

Sonde

Double enveloppe

Solvant

Entrée d’eau ——&» (=

= Matrice Végétale

Générateur Entrée
ultrasons d’eau

Transducteur

Figure 6 : Extraction aux ultrasons (Mnayer, 2014).

12



Etude bibliographique Généralités sur les huiles essentielles

I-6.5. Extraction sans solvant assisté par micro-ondes

Lorsqu’une onde électromagnétique rencontre un matériau, une partie de cette onde
est réfléchie a la surface, I’autre, généralement plus importante y pénetre. L’énergie de cette
onde est transformée en énergie thermique (Farhat, 2010).

L’extraction sans solvant assisté par micro-ondes ou « Solvent Free Microwave Extraction
(SFME) » est une technique qui a été développée et brevetée en 2004 par Chemat et al. La
SFME est une technique trés récente utilisée pour I’extraction des HE assistée par micro-
ondes, sans solvant et sans eau, a pression atmosphérique. L’ appareil se compose de quatre
parties (figure 7): un réacteur ou sera placée la matiere végétale seule, un four a micro-ondes
un systéme de réfrigération, et un essencier ou sera recueilli I’HE (Figure 8) (Chemat et al.,
2013).

Réfrigérant

Huile essentielle

Eau

Matériel Végétal

Four micro-ondes

Figure 7 : Différentes parties d’un appareil d’extraction assisté par micro-ondes
(Mnayer, 2014).
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Condenser

i

Florentine vase

=+

Essential oil o=

‘Waterphase — —I_.-

Reactor

Matrix
CarbonylIron

| = Microwave oven
Powders (CIP)

Figure 8 : Extraction sans solvant assisté par micro-ondes ou « Solvent Free

Microwave Extraction (SFME) » (Chemat et al., 2013).

Le principe de la SFME est relativement simple, il s’agit d’une distillation séche
assistée par micro-ondes. Elle consiste a placer la matiére végétale fraiche dans le réacteur,
sans ajouter d’eau ou solvant. Les radiations chauffent I’eau de constitution, ce qui va
permettre de casser les glandes contenant I’HE. L’huile ainsi libérée va étre entrainée par la
vapeur d’eau (eau de la matiére végétale). Un systeme de refroidissement placé a I’extérieur
du four micro-ondes permet la condensation continue du distillat, composé d’eau et d’huile
essentielle. Cette technique a été appliquée sur plusieurs plantes fraiches et seches comme les
épices, les herbes aromatiques et les agrumes (Chemat, et al.2013).
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CHAPITRE Il : GENERALITES SUR LES PLANTES INVESTIGUEES

11-1. Allium sativum

L ail est une plante potagéere, monocotylédone composée par des bulbes (téte d’ail). Il
a une odeur forte et caractéristique des alliacées, et un gout piquant et acre. Il est plus
communément appelé : ail, allium, camphre des pauvre, lai, la mélasse des pauvres, ...etc.
(WHO, 1999). « Allium » provient du celtique « All » qui signifie « brilant » en raison de la
saveur du bulbe, et « sativum » qui signifie « cultivé » (Jung, 2005).
Il est généralement utilis€ comme condiment dans I’alimentation humaine, néanmoins
certaines études lui conférent des propriétés curatives et antimicrobiennes. Les principes
actifs de I'ail sont des composés soufrés (alliine) responsable de [Iactivité
hypocholestérolémie, antiagrégant plaquettaire et antibiotique (WHO, 1999).

11-1.1. Origine et répartition géographique

L'ail provient de I'Asie centrale. 1l y a environ 10.000 ans, il s’est largement répandu
en Egypte, en Europe et dans le bassin méditerranéen, transporté par les marchands des routes
commerciales. Il croit sans intervention humaine en Sicile, en Espagne, en Egypte et en
Algérie (Jung, 2005). Son lointain ancétre, Allium longicuspis, croit dans les steppes sauvages
en Afghanistan et en Iran. L'ail des bois ou trilobé, Allium tricoccum, est une espece qui
pousse en Amérique du Nord. A la suite d'une récolte commerciale intensive, il est devenu de
plus en plus rare. Au Québec, il bénéficie d'une protection juridique, a titre d'espéce
vulnérable. Cependant, l'ail cultivé, Allium sativum, ne dérive pas directement des espéces
sauvages, mais plutdt d'une trés lente évolution génétique issue d'un travail de sélection par
I'hnomme (Mazouzi, 2011).

11-1.2. Classification dans la systématique botanique
L ail appartient a I’ordre des Liliales, a la famille des Liliacées, et au genre Allium. Le

nom botanique de I"ail est Allium sativum L. (Jung, 2005).

Régne Plantae

Sous-régne Viridiplantae

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Super ordre Lilianae (monocotylédones)

Ordre Asparagales

Famille Amaryllidaceae

Genre Allium

Espéce Allium sativum  (ITIS Taxonomic, En ligne, consulté le 23/03/2018).
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11-1.3. Description morphologique

L'ail est une plante herbacée, vivace a bulbe formé de 3 a 15 gousses appelées aussi
caleux et qui sont en fait des bourgeons tubérisés par lesquels se fait la multiplication de la
plante. L'ail se divise en deux sous-especes connues sous le nom dail a tige dure
(ophioscorodon) plus résistante au froid, et ail a tige molle (sativum) s’adapte mieux aux
régions chaudes et ne produit pas de fleurs (Mazouzi, 2011). la partie souterraine se compose
de bulbes (téte d’ail) la partie aérienne se compose d’une tige, qui peut atteindre 30 a 60
centimétres de hauteurs et de 1,0 & 2,5 centimetres de large (WHO, 1999) et se termine par
des fleurs blanchatres ou rosées, mélées a des bulbilles en ombrelles. Les feuilles sont
linéaires, allongées, plates étroites et se termine en pointe, elles naissent du bulbe et
s’emboitent les unes sur les autres pouvant atteindre le milieu de la tige (Figure 9) (Jung,
2005).

Le bulbe ou téte d’ail est composé d’une dizaine de bulbilles (caieux), communément
appelé « gousses ».1ls sont blanchatres ou rosés, ovoides, oblongs, de 5 a 10 millimétres de
diamétre et disposées de maniere concentrique, et enveloppés d’une tunique plus ou moins
résistante et cartilagineuse (WHO, 1999 ; Jung, 2005).

Figure 9 : Plante et fleur d’ail (Jung, 2005).

11-1.4. Propriétés thérapeutiques

Les données cliniques ont prouvé [’efficacité de I’ail dans le traitement de
I'nypertension Iégére. Les Pharmacopées parlent de traitements contre les infections des voies
respiratoires des voies urinaires, de la teigne et du rhumatisme. Les usages traditionnels de
I’ail non soutenue par des essais expérimentaux et cliniques décrivent son utilisation dans le

traitement des troubles digestifs de I’estomac, dans les symptémes emménagogues, comme
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ayant des propriétés expectorante et sédative, pour traiter I'asthme et la bronchite, et pour
favoriser la croissance des cheveux (WHO, 1999).

Les essais expérimentaux in vivo et in vitro ont démontrés que I’ail frais, I’HE et les extraits

font abaissées le cholestérol et les lipides plasmatiques (WHO, 1999).

L’ail a un large spectre d’activité antibactérienne et antifongique. L’HE, I’hydrolat et les
extraits d’ail inhibent la croissance in vitro des especes de Bacillus, Staphylococcus aureus
Shigella sonnei, Erwinia carotovora, Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli
Pasteurella multocida, Proteus spp, Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa
Candida spp, Cryptococcus spp, Rhodotorula rubra, Toruloposis spp, Trichosporon
pullulans, et Aspergillus niger. Son activité antimicrobienne a été attribuée a I'allicine, l'un
des constituants actifs de I’ail. Cependant, l'allicine est relativement composé instable et peut
ne pas avoir d’activité antibactérien in vivo. L’ajoene et le trisulfure de di-allyle (deux
composes de I’ail) ont aussi une activité antibactérienne et antifongique (WHO, 1999).

L'ail a eté utilisé dans le traitement des vers ronds (Ascaris strongyloides) et I'ankylostome

(Ancylostoma caninum et Necator americanus) (WHO, 1999).

I1-2. Zingiberis rhizoma

Le gingembre est une plante herbacée, vivace avec un rhizome souterrain ramifié qui
pousse dans les régions ensoleillées et humides. Dans I’Egypte antique, le gingembre entrait
dans la composition des procedés de momification. L’homme I’utilise depuis plus de 3000
ans comme épice, mais aussi pour ses propriétés médicinales. (Gigon, 2012). Le gingembre
possede plusieurs appellations de par le monde, on le nomme, gingembre, gingembre
commun, racine de gingembre, gengibre, zanjabeel, zangabil, zingiberis rhizoma, zinjabil
zingiber, zinam, etc.... (WHO, 1999).

11-2.1. Origine et répartition géographique

Le gingembre est originaire de I’Inde, ou il a été cultivé et dans tout le Sud-est
asiatique jusqu’en Chine, en Indonésie et aux Philippines et aussi en Afrique tropicale
(Nigeria) et aux Caraibes. Ce condiment est arrivé en Europe durant I’empire romain deés le 1*
siecle grace aux Phéniciens. Malgré sa répartition sur tous les continents, plus de 50% de sa
production mondiale provient de I’Inde (Gigon, 2012).
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11-2.2. Classification dans la systématique botanique

Zingiber officinale (Roscoe), plus connu soue le nom de gingembre, appartient a la

classification suivante :

Regne Plantae (Haeckel, 1866)

Classe Equisetopsida (C.Agardh, 1825)
Sous classe Magnoliidae (Novak ex Takht., 1967)
Ordre Zingiberales (Griseb., 1854)

Famille Zingibéraceae (Martinov, 1820)
Sous-famille  Zingibéroideae (Blume, 1844)

Genre Zingiber (Mill., 1754)

Espece Zingiber officinale (Roscoe, 1807) (INPN, En ligne, consulté le 07/06/2018).

11-2.3. Description morphologique

La partie souterraine comprend le rhizome qui est constitué de tubercules globuleux
ramifiés. La peau du rhizome est de couleur chamois jaunatre ou brun clair a I’extérieur.
L’aspect est strié longitudinalement, fibreux et granuleux. Intérieurement, le rhizome est brun
jaunatre montrant un endoderme jaune et de nombreux faisceaux fibrovasculaires dispersés
sur toute la surface. Le rhizome a une odeur aromatique avec une saveur piquante (Figure 10)
(Gigon, 2012 ; WHO, 1999).

La partie aérienne de la plante comprend la tige qui mesure 1,50 métre en moyenne,
mais peut atteindre 3 métres de hauteur.
Les feuilles sont lancéolées, pointues et lisses, de 5 a 30 centimetres de longueur atteignant 8
a 20 millimétres de largeurs, de couleur vert péale. Les fleurs sont parfumées, de couleur
blanche a jaunatre munies de bractées pourpres (voir photo). La floraison a lieu entre les mois

d’ao(it et de novembre.

En raison de son aspect esthétique et de son adaptabilité au climat chaud, le gingembre
est souvent utilisé comme plante décorative pour I’aménagement paysager (Figure 11)
(Gigon, 2012 ; WHO, 1999).
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Figure 10 : Plante et rhizome de gingembre (Mister Ginseng, En ligne, consulté le
09/05/2018 ; Moving tahiti, En ligne, consulté le 09/05/2018).

Figure 11 : Feuilles et fleurs de gingembre (Gerbeaud.com, En ligne, consulté le
09/05/2018).

11-2.4. Propriétés thérapeutiques

Les essais cliniques ont prouvé I’efficacité du gingembre contre les nausées et les
vomissements liés au mal de transport, les nausées postopératoires, les vomissements durant
la grossesse et le mal de mer. Les Pharmacopeées décrivent le traitement des maux d’estomac
des flatulences, des coliques, des vomissements, de la diarrhée, des spasmes et autres maux
d'estomac par le gingembre. Le gingembre en poudre est employé dans le traitement du
rhume et de la grippe, pour stimuler I'appétit, en tant que stupéfiant et en tant qu'agent anti-
inflammatoire et dans le traitement de la migraine et des troubles rhumatismaux et
musculaires. Dans les traitements traditionnels par le gingembre non soutenue par des essais
expérimentaux et cliniques décrivent I’utilisation du gingembre contre les maux de dents

l'insomnie, la calvitie et les hémorroides et pour augmenter la longévité (WHO, 1999).
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CHAPITRE 11l : LES CHAMPIGNONS D’INTERET MEDICAL

I11-1. Généralités

A la fin du siécle dernier s’est développé un nouveau type de pathologie, d’abord
restreinte au Pays développés puis s’est étalée a d’autres régions: la pathologie
«opportuniste».

L’émergence de cette pathologie est largement favorisée par les modifications éco
éthologiques des populations, I’évolution rapide des techniques médico-chirurgicales et
I’immunodépression consécutive a I’infection par le VIH et aux nouvelles thérapies
immunosuppressives. En effet, ces facteurs facilitent le développement et I’expression du
pouvoir pathogéne d’organismes saprophytes (Grillot, 1995).

Ces derniéres années, I’augmentation des infections fongiques montre que, c’est au
sein de I’embranchement des mycétes que se trouvent les microorganismes, potentiellement,
les plus adaptés a un tel comportement. Les candidoses, dues aux levures du genre Candida,
sont les infections opportunistes les plus fréquentes et leur fréquence a doublé entre les
années 80 et 90. Du coup, elles représentent désormais plus de 80% des infections a levures
(Eggimann et al., 2003). Parmi les candidoses, I’infection par Candida albicans, commensal
du tractus digestif humain, est la plus commune et représente plus de 60% des levures isolées
chez I’lhomme. Ainsi, Candida albicans est responsable d’infections qui, par leur fréquence et
leur gravité, se situent au premier rang des infections fongiques (Bodey et al., 1984 ;
Samaranayake et al., 2002).

Les aspergilloses, infections opportunistes dues aux champignons du genre
Aspergillus sont aussi fréquentes. Parmi les 300 especes qui composent ce genre, Aspergillus
fumigatus est responsable de 80% des aspergilloses humaines (Anofel, 2007). Aspergillus
niger fréquemment retrouvé dans les aspergilloses de I’appareil respiratoire (I’aspergillome
I’aspergillose pulmonaire invasive et immuno-allergique), les aspergilloses superficielles (les
otomycoses, I’onyxis aspergillaire, les aspergilloses oculaires et cutanées) et des formes
profondes (cérébrales, sinusiennes, hépatiques, péritonéales, rénales, cardiaques, osseuses et
cutanées) (Anofel, 2014).
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I11-2. Candida albicans
111-2.1. Habitat et répartition géographique

La levure C. albicans est dimorphe, caractérisée par deux formes, la forme normale
appelée « levure» et la forme infectieuse appelée «mycélium». Elle n’est jamais retrouvée sur
la peau saine, elle se plait a vivre dans des endroits particulierement chauds et humides du
corps humain, sa nourriture préférée est le glycogéne, un sucre complexe des cellules
épithéliales formant la peau et les muqueuses. Plus les cellules du corps contiennent de
glycogéne, plus Candida s’en nourrit et se développe (Lebeau, 2004 ; Beaudy, 2008).

Au niveau des muqueuses digestives et vaginales, la levure se présente sous forme de
blastospores, considérées comme la forme saprophyte qui vit en symbiose avec I’organisme
héte. En revanche, lorsque le délicat équilibre entre la forme commensale et les défenses
immunitaires est rompu, cette étroite symbiose se transforme en parasitisme, résultant en une
maladie infectieuse appelée candidose. Au niveau des tissus infectés, Candida albicans est
retrouvée simultanément sous les formes de blastospores et de mycélium. Alors que la forme
blastospore reste non-invasive, la forme mycélienne est capable de pénétrer les muqueuses
(Lagane, 2007).

Candida albicans est un champignon cosmopolite dont les fréquences d’isolement
montrent que chez des sujets sains la levure se répartit difféeremment en fonction des sites de
prélevement: peau (3%), vagin (13%), tractus ano-rectal (15%), cavité buccale (18%) estomac
et duodénum (36%), et jéjunum et iléon (41%). Le réservoir principal est donc le tube digestif
ou la fréquence de portage varie selon les sujets. Ces résultats sont toutefois a observer avec
précaution dans la mesure ou les techniques de prélévements ne sont pas toujours identiques
et les sites de prélevements ne présentent pas toujours un environnement homogene. Par
exemple, les fréquences d’isolement au niveau de la peau sont différentes si I’on s’intéresse
aux mains, aux aisselles ou aux cheveux. La contamination est essentiellement inter humaine,

soit par transmission fécale, soit par contact direct (salive sécrétions, mains).

En milieu hospitalier, les levures du genre Candida et en particulier Candida albicans
représentent la cause majeure des infections nosocomiales opportunistes d’origine mycosique.
Candida albicans peut aussi étre isolée de maniere exceptionnelle dans la nature (sol, plante

atmosphere, eau...) mais cela résulte en géenéral d’une contamination fécale (Lagane, 2007).
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111-2.2. Classification taxonomique

Régne Fungi

Division Ascomycota

Subdivision Saccharomycotina

Classe Saccharomycetes

Ordre Saccharomycetales

Famille Debaryomycetaceae

Genre Candida

Espéce Candida albicans (Berkhout et al., 1923).

111-2.3. Morphologie

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes (Chu et al., 1993), se
reproduit de facon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mere (le

blastospore) (Graser et al., 1996), formant ainsi des colonies blanches crémeuses.

Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3 & 15 um et est caractérisee par
un polymorphisme que I’on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet de se soustraire
aux défenses liées a I'immunité cellulaire. En effet, certains paramétres tels que le pH, la
température ou encore la richesse du milieu de culture influencent I’aspect morphologique

que peut prendre Candida albicans (Sudbery, 2001) (Figure 12) :

- La forme blastospore, ronde ou ovale, mesurant de 2 a 4 um avec parfois un bourgeon de
formation ;

- La forme pseudomycélium, mesurant de 500 a 600 um de longueur et de 3 a 5 um de
largeur, composée d’un assemblage de cellules mises bout a bout pour simuler un filament
mycélien (Sudbery, 2001; Sudbery et al., 2004). Chaque compartiment cellulaire est
identique en longueur, contient la méme quantité de matériel génétique, mais differe du
précédent en quantité de cytoplasme et de ces constituants (Barelle et al., 2006).

- La forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de I’espece Candida
albicans, ou la conversion d’une levure en filament mycélien passe par I’intermédiaire
d’une structure appelée le tube germinatif. Cette forme favorise I’invasion des tissus et
des organes de I’hote (Anofel, 2007).
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Figure 12 : Candida albicans
Culture sur milieu Schaedler agar et aspect microscopique (Beckmann et Flegler, 2017).

111-2.4. Pouvoir pathogéne

Le genre Candida comprend environ 200 especes dont les plus rencontrées en
pathologie humaine sont : C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii,
C.parapsilosis, C. kefyr et C. dubliniensis (Fitzpatrick et al., 2006).

L’épidémiologie des candidoses, aussi bien superficielles que profondes, a été
marquée par une augmentation majeure de leur fréquence durant les 25 derniéres années, liée
en grande partie a I’accroissement du nombre des patients a risque. Chez I'Homme, les
levures du genre Candida sont susceptibles de devenir pathogenes et d'envahir les tissus
superficiels ou profonds sur certains terrains immunodéprimés comme chez les individus
agés, ou encore ceux traités par chimiothérapie, ou souffrant de désordre hématologique
(HIV-positif leucémie), ou chez les sujets ayant un traitement antibiotique a large spectre ou
un déséquilibre endocrinien (diabéte, grossesse) (Eggiman et al., 2003; Patterson, 2005). Le
passage de I'état commensal a I'état pathogene est donc le plus souvent lié a une défaillance
des systéemes de défense de I'n6te. C. albicans est capable de survivre comme commensal
dans plusieurs sites anatomiques, chacun présentant ses propres pressions environnementales.
Ceci explique les manifestations cliniques trés diverses causees par ce champignon (Morgan,
2005; Tortorano et al., 2006). Sur le plan clinique, il est habituel de distinguer les candidoses

superficielles, invasives et allergiques.
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111-3. Aspergillus niger

11-3.1. Habitat et répartition géographique

Dans la nature, les Aspergillus représentent entre 1 et 7% des champignons
environnementaux. A cause de leur petite taille et de leur hydrophobicité, les conidies
d’Aspergillus sont facilement mises en suspension dans I’air ; on les retrouve alors aussi bien
dans la poussiére que dans les systemes de climatisation. En effet les concentrations de spores
atteignent 1 a 100/ms d’air a I’intérieur comme a I’extérieur. Les concentrations peuvent
monter jusqu’a 109/ms dans certains environnements comme les centres de compostage
(Desoubeaux et Chandenier, 2010). Les spores aspergillaires sont également trés fréquentes
dans les chantiers ou zones de travaux diverses. On les retrouve aussi sur les plantes (feuilles
fleurs, fruits), la paille, le fourrage humide, les pots de fleurs, mais également a la surface des
murs dans les locaux humides (murs recouverts de moisissures), sur les matériaux de
démolition abandonnés a la pluie. L’inhalation de conidies pour chaque personne est alors
constante et quotidienne. On estime qu’un individu inhale de 2000 a 5000 génotypes
différents par mois, du fait de I’'importante biodiversité des spores aspergillaires (Desoubeaux
et Chandenier, 2010). Concernant la survie des Aspergillus dans le milieu extérieur, elle est
quasiment illimitée, car ces champignons sont essentiellement saprophytes. Leur résistance
aux agents extérieurs est également importante. En effet, parmi les agents physiques, seules la
dessiccation et la chaleur a 100°C peuvent tuer les spores. De plus, le froid ne les affecte pas.

11-3.2. Classification taxonomique

Régne Fungi

Division Ascomycota

Subdivision Pezizomycotina

Classe Eurotiomycetes

Ordre Eurotiales

Famille Aspergillaceae

Genre Aspergillus

Espece Aspergillus brasiliensis (niger) (Varga et al., 2007).
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111-3.3. Morphologie

Caracteéres culturaux : Ce champignon pousse rapidement (2 a 3 jours) sur les milieux
de culture classiques (géloses au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance
varie généralement entre 25 et 30°C, mais A. niger peut se développer jusqu’a 42°C.

Les colonies d’A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et, a maturité,
elles deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune péale. Sur le milieu
Czapek A.niger forme des colonies a mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incolore
(Tabuc, 2007).

Morphologie microscopique : Les tétes conidiennes, bisériées, radiées, sont disposees
en plusieurs colonnes brunatres ou noires. Les conidiophores sont longs atteignant 1,5a 3 mm
lisses, hyalins ou brunatres dans leur moitié supérieure. Les vésicules sont globuleuses et
entierement fertiles. Les phialides (7 a 10 x 3 a 3,5 um) sont portées par des métules
brunatres, de dimensions variables. Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois
légérement aplaties. Elles mesurent 3,5 a 5 pum de diamétre, sont brunes, échinulées a trés
verrugueuses.
Les sclérotes parfois différenciés, sont creme a chamois foncé au début, puis virent au

chamois vinacé (Figure 13).

Figure 13 : Aspergillus niger

Culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et aspect microscopique (Tabuc, 2007).

111-3.4. Pouvoir pathogéne

Certaines espéces d’Aspergillus sont des pathogenes opportunistes ; leur
développement nécessite des conditions locales favorables (cavernes tuberculeuses, cancer
bronchopulmonaire,  broncho-pneumopathies  chroniques obstructives, emphysemes
mucoviscidose...) ou générales (corticothérapies prolongées, hémopathies malignes
chimiothérapies aplaisantes, SIDA...) (Badillet et al., 1987 ; Morin, 1994).
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Aspergillus niger fait partie des principales especes responsables de mycoses (aspergilloses)
rarement rencontré chez I’'immunocompétent ; chez le sujet immunodéprimé il peut provoquer
des aspergilloses, des otites et des sinusites ; il est aussi a I’origine d’infections cutanées,
pulmonaires et généralisées (Morin, 1994) ; Aspergillus niger peut produire de I’acide

oxalique, des malformines et, certaines souches, des aflatoxines (Botton et al., 1990).
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CHAPITRE IV : EVALUATION IN VITRO DE L’ACTIVITE
ANTIFONGIQUE DES HUILES ESSENTIELLES

Les méthodes du laboratoire qui permettent d’estimer les propriétés d’un produit in
vitro sont nombreuses, mais reposent toutes sur le méme principe, celui de confronter la
substance antimicrobienne (fongicide, bactéricide, insecticide,....) et I’agent pathogéne
(champignons bactéries, insectes,...) sur un support artificiel.

1\VV-1. Méthode de diffusion

IV-1.1. Méthode de diffusion par puits

Le principe de cette technique est semblable a la méthode des disques, mais ces
derniers sont remplacés par des puits creusés stérilement sur la gélose ensemencée.
L’incubation des bofites de Pétri a la température optimale de croissance du micro-organisme
permet le développement des colonies. La formation d’un halo clair autour du puits indique
I’absence de la croissance microbienne dont le diamétre dépend de la sensibilité & I’'HE (Wan
etal., 1998).

IVV-1.2. Méthode de diffusion par disques

La FDA (Food and Drug Administration) a approuvé cette méthode comme standard
pour le comité national de laboratoire clinique (Tajkarimi et al., 2010). Cette technique, fiable
et reproductible, est souvent la plus utilisée pour I’évaluation de I’activité antibactérienne.
Elle est semblable a I’antibiogramme qui permet de tester les antibiotiques. Elle constitue une
étape préliminaire a des études plus approfondies car elle donne des résultats qualitatifs. Elle
consiste a déposer un disque stérile, imbibé d’huile essentielle, sur la surface de gélose
ensemencée de bactérie tout au début de sa croissance, puis les géloses sont incubées dans les
conditions optimales de température du microorganisme étudié pendant 24 a 48 heures.

L’obtention d’un halo clair autour du disque montre la zone ou les microbes n’ont pas
pu se développer. Le diamétre de la zone d’inhibition, qui dépend de la sensibilité a I’'HE, est
mesuré en mm traduisant I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle (Benkeblia, 2004 ;
Hanif et al., 2011).

Ces deux méthodes (des disques et des puits) sont largement employées pour I’indication
qualitative de la sensibilité ou la résistance des micro-organismes. Des études plus
approfondies seront nécessaires afin de pouvoir quantifier en termes de concentrations par les

méthodes de dilution.
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1V-1.3. Méthode de dilutions

La méthode de dilution consiste a faire une série de dilution d’une gamme de
concentration en huile essentielle a laquelle une suspension microbienne est inoculée. Le but
est de déterminer la concentration la plus faible de I’'HE qui inhibe la croissance du

microorganisme testé exprimée en pl/ml ou mg/ml. Deux techniques peuvent étre utilisées :

> La microdilution consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Apres incubation I’observation de la
gamme permet d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a
la plus faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance de 90% de
la population microbienne.
Une microdilution des huiles essentielles a tester, est produite dans une microplaque
contenant 20 pul DMSO, de maniéere a générer une gamme de dilution de base 2. La
gamme de concentration est alors produite dans les 96 puits. 20 ul de I’huile essentielle
sont ajoutés dans le premier puits de chaque ligne a partir du quel est effectuée une
dilution géométrique de base 2. Puis 160 ul de milieu Sabouraud liquide (BS) inoculé
avec 20 pl d’une suspension de levures & 10® UFC.mI™ sont ajoutés & chaque puits.
Chaque ligne est réservée pour une souche déterminée, Des puits contenants de BS
inoculés par la souche déterminée sont utilisés comme controles positifs, ceux contenant
le DMSO et BS non inoculés sont utilisés comme contréle négatif.
Apres 48 heures d’incubation a 37°C, la CMI de I’huile essentielle est déduite a partir du
premier puits de la gamme dépourvu de croissance microbienne (Eloff, 1998).

» La macrodilution qui utilise une série de tube & hémolyses ou des tubes a essais stériles.
Cette méthode differe de la précédente uniquement par la quantité de I’inoculum.
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Cette étude a €té réalisée, conjointement, au sein du Laboratoire de Mycologie,
Biotechnologie et de I’Activité Microbienne et au Laboratoire d’Obtention des Substances
Thérapeutiques (UFMC1). Elle a duré de décembre 2017 a Mai 2018.

Pour réaliser ce travail, nous avons choisi de comparer I’activité antifongique de différents
extraits obtenus de deux condiments de grande consommation qui sont I’ail et le gingembre a
celle de deux médicaments antifongiques classiques, qui sont le fluconazole et
I’amphotéricine B.

1- Matériel végétale

Les gousses d’Allium sativum et les rhizomes de Zingiberis rhizoma ont été achetés au
niveau du marché (Ritaj Mall) pour en extraire leurs huiles essentielles. L’ail choisi est de
culture algérienne, il provient de la commune d’EIl Harouche wilaya de Skikda. Le gingembre
provient de I’importation, originaire d’Inde.

L’étude comparative a été effectuée sur I’HE obtenue par hydrodistillation et I’'HE
obtenue par extraction assistée par micro-ondes pour chacun des condiments (Figure 14), avec
les principes actifs des médicaments qui ont été extraits selon les méthodes décrites dans les
pharmacopées.

Figure 14 : Photographies des gousses d’ail et de rhizomes de gingembre utilisés dans notre
étude

2- Souches fongiques
Les deux souches fongiques utilisées font partie de la collection ATCC. Elles nous ont
été fournies gracieusement par le Laboratoire National de Contréle des Produits

Pharmaceutiques Constantine. 1l s’agit d’Aspergillus niger ATCC 16404 et de Candida
albicans ATCC 10231, de la marque KWIK-STIK™,
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La préparation de la suspension fongique stock de longue conservation a été réalisée
de la maniére suivante :

Les souches lyophilisées ont été reconstituées par hydratation du lyophilisat avec le
fluide hydratant fourni avec le systeme (Mode d’emploi KWIK-STIK™). A partir de cette
suspension, deux boites de gélose Sabouraud — CMP ont été inoculées. Aprés incubation de
trois jours a 35°C pour C. albicans et sept jours a 37°C pour A.niger, la confirmation de la
pureté des souches a été réalisée suivie de la préparation des suspensions stocks (Normes
Francaises NF EN 12353, 2013).

» Pour Candida albicans : dix millilitres de la solution cryoprotectrice & 15% de glycérol
(Annexe 1) ont été déversées a la surface d’une des deux boites de gelose Sabouraud —
CMP préalablement ensemencées et les colonies ont été récupérées aseptiqguement en
grattant la surface a I’aide d’un petit rateau en verre. La suspension a été récupérée a I’aide

d’une seringue stérile, puis mise en incubation pendant deux jours a 35°C.

> Pour Aspergillus niger : dix millilitres de la solution cryoprotectrice & 15% de glycérol ont
été déversées a la surface d’une des deux boites de gélose Sabouraud — CMP
préalablement ensemencées et les spores ont été récupérées aseptiquement en grattant la
surface a I’aide d’une anse de platine stérile, puis mise en incubation durant cing jours a
37°C.

Les suspensions ont été réparties a raison de 0,5ml par cryotube, puis conserver a -18°C.

3- Techniques d’extraction des huiles essentielles
3-1- Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée au laboratoire N°02 de la Faculté
SNV de I’'Université Freres Mentouri Constantine 1. Elle a été effectuée par hydrodistillation
a I’aide d’un Clevenger.

La récupération de I’HE par solvant organique a été réalisée au Laboratoire de

Biochimie, de la méme faculté et la méme université.

700g de gousses d’ail frais (Allium sativum) ont été nettoyées, épluchées et coupées en petits
morceaux puis introduits dans un ballon de deux litres et enfin immergés dans un litre d’eau
distillée. L extraction a durée trois heures.

L’extraction par Clevenger a été repétée trois fois dans les mémes conditions. L’HE a été
récupérée dans de I’éther diéthylique puis séchée par ROTAVAP (Figure 15).
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Concernant les rhizomes de gingembre frais (Zingiberis rhizoma), ces derniers ont été lavés a
I’eau de robinet, épluchés et rapés puis introduites dans un ballon de deux litres et enfin
immergées dans un litre d’eau distillée. L’extraction a durée trois heures.

L’extraction par Clevenger a été répétée trois fois dans les mémes conditions, 958g de
rhizome ont été utilisés. L’HE a été récupérée dans de I’éther diéthylique puis séchée par
ROTAVAP (Figure 15).

Figure 15: Photographies prises lors de I’extraction de I’ail et gingembre par hydrodistillation

au Laboratoire N°2, suivie d’une récupération liquide — liquide au Laboratoire de Biochimie
(Faculté SNV, Université Fréres Mentouri Constantinel).

3-2-Extraction des huiles essentielles par extraction sans solvant assistée par micro-
ondes

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (SFME) a €té réalisée au sein du
Laboratoire d’Obtention des Substances Thérapeutiques (LOST), Département de chimie,
Université Fréres Mentouri Constantine 1.

L’huile de 200g de gousses d’ail frais a été extraite a I’aide d’un appareil a micro-ondes de
marque NEOS. Les conditions opératoires étaient les suivantes : pression 200 Watt,
température jusqu’a 102°C, le temps d’extraction 30 minutes.

200g de rhizomes de gingembre frais ont été utilisés et I’HE a été extraite grace a un appareil
a micro-ondes de marque NEOS. Les conditions opératoires étaient les suivantes : pression
200 Watt, température jusqu’a 104°C, le temps d’extraction 40 minutes (Figure 16).

31



Etude bibliographique Matériels et méthodes

Figure 16 : Photographies prises lors de I’extraction de I’ail et gingembre par technique
SFME au laboratoire LOST, Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Le rendement en HE a €té calculé pour les deux condiments. Tous les extraits ont été stockés

a 4°C dans des flacons bruns et a I’abri de la lumiere jusqu’au moment de leurs utilisation.

3-2-1- Détermination des rendements en huiles essentielles

Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel végétal utilisé pour cent (AFNOR, 2000). Aprés récupération
des huiles essentielles, le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule

suivante (Selvakumar et al., 2012) :

RHE% = x 100

Mv

RHE = Rendement en Huile Essentielle en %.

Mh = Masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (g) = poids plein du flacon — poids vide
du flacon.

Mv = Masse du matériel végétal en gramme (g).

32



Etude bibliographique Matériels et méthodes

4- Activité antifongique

Les méthodes qui permettent d’estimer les propriétés d’un produit in vitro reposent sur
le principe de confronter la substance antimicrobienne (fongicide, bactéricide, insecticide,....)
et I’agent pathogéne (champignons, bactéries, insectes,...) sur un support artificiel.

La méthode qui a été choisi pour déterminer I’activité antifongique des HE sur nos
deux souches fongiques est la méthode de diffusion sur milieu solide dite technique de
Vincent (Daroui-Mokaddem, 2012). Le principe de cette méthode est basé sur la migration de
I’HE par diffusion dans la gélose qui s’inspire de I’antibiogramme et a été généralisée aux
HE. On utilise soit des disques de papier filtre de 10 mm de diamétre imprégnés d’HE et
déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé en surface, ou en créant des
puits a I’emporte piece dans la gélose coulée et solidifiée en boite. On remplit ces cavités par
un volume donné d’HE qui va diffuser dans la gélose. Aprés incubation, on mesure de
diamétre d’inhibition.

La technique par diffusion est aussi décrite par la pharmacopée Européenne, dont le
principe consiste & ensemencer le milieu de culture a une température de 48°C a 50°C avec
une quantité déterminée de la suspension calibrée de microorganismes. Le milieu est coulé
immédiatement en couche uniforme de 2 a 5mm d’épaisseur dans des boites de Pétri. Le
milieu peut — étre constitué de 2 couches, seule la couche supérieure étant ensemencée (EK et
al., 2014).

4-1- Mise en évidence de la pureté des souches fongiques

Pour la confirmation de I’identité de nos deux souches fongiques, qui sont déja
référencées, une observation microscopique a I’objectif x 40 et un aspect macroscopique des

colonies sur milieux de culture ont été réalisées.

4-2- Détermination de la concentration de I’inoculum par turbidimétrie

Le trouble d’une suspension microbienne (bactéries, levures, spores) est proportionnel
au nombre de cellules présentent dans la suspension. Certes cette technique ne distingue pas
les cellules mortes des cellules vivantes, mais son intérét principal est sa rapidité et sa facilité
d’application. La mesure est réalisée a I’aide d’un spectrophotometre a I’absorbance mesurée
entre 500 et 650 nm (EI-Kirat-Chatel, 2010).
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L’inoculum de Candida albicans doit correspondre & une concentration de 1 & 5 x 10°
UFC/ml selon la norme National Committee for Clinical Standard, NCCLS (ancien nom pour
Clinical and Laboratory Standard Institutes CLSI).

La suspension de levure a été préparée dans de I’eau physiologique stérile a 8,5%o (Michael et
al., 2002) (Annexe 2), puis a été calibrée a une densité optique de DOgzsnm = 0,08 a 0,1 qui
correspond & 1 & 5 x 10° UFC/ml (Michael et al., 2002).

L’inoculum d’Aspergillus niger doit correspondre & une concentration de 0,4 a 5 x 10*
UFC/ml (Espinel-Ingroff et al., 2009). La suspension sporale a été préparée dans de I’eau
physiologique stérile, puis a été calibrée a une densité optique de DOszonm = 0,09 a 0,11 qui
correspond & 0,4 & 5 x 10* UFC/ml (Espinel-Ingroff et al., 2009).

La suspension calibrée de C. albicans a été préparée a partir d’une culture jeune de 24 heures
en eau physiologique stérile a 8,5%o, puis ajustée a DOgspm = 0,1. La suspension sporale
calibrée de A. niger a été préparée a partir d’une culture sporulée de 7 jours en eau
physiologique stérile puis ajustée a DOszonm = 0,094, a I’aide d’un colorimetre de marque
LIBRA S6+.

4-3- Préparations des témoins

Des témoins positifs ont été réalisés pour prouver la sensibilité de nos deux souches
fongiques et pour pouvoir effectuer une étude comparative entre I’activité de nos extraits et
celle des antifongiques classiques. Pour cela on a utilisé deux médicaments antifongiques qui
sont le fluconazole (Flucazole®), gélules & 150 mg et I’Amphotéricine B (Fungizone®),
suspension buvable a 10%.

Une gélule de Flucazole® a était dissoute dans 1ml de méthanol afin d’en extraire le principe
actif (Ek et al., 2014).

Un millilitre de Fungizone® a était dissoute dans 1ml de DMSO, afin d’en extraire le principe
actif et conservé a I’abri de la lumiére (Ek et al., 2014).

On a testé également le méthanol (Saffidine, 2015) et le DMSO (Ek et al., 2014) ayant servi a
dissoudre les principes actifs de nos antifongiques classiques comme témoins négatifs.
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4-4- Conditions opératoires

Une diffusion en double couche a été réalisée pour déterminer I’activité antifongique sur
C. albicans. Le milieu utilisé est la gélose Muller — Hinton (Rex et al., 2009). La premiére
couche a été d’environ 4 mm d’épaisseur de gélose MH stérile (soit 15ml), la deuxiéme a été
inoculée a raison de 2% de la suspension calibrée et coulée a raison de 5ml par boite de Pétri.
Des puits de 6mm de diamétre ont été réalisé au centre de chaque boite de Pétri a I’aide d’un

emporte piece en verre stérile.

Les concentrations de 25ul, 50ul, 75ul et 100ul ont été déposées dans chaque puits pour
chaque HE. Il en est de méme pour les témoins positifs. L’essai a été répété trois fois pour
chaque essai.

Le choix de ces concentrations a été adopté suite aux essais préliminaires qui ont permis

d’éliminer les concentrations de Sul, 10ul et 20ul.

Les boites ont été incubées 48 heures a 35°C (Sheehan et al, 2004). L’action de I’antifongique

se manifeste par la formation d’une auréole d’inhibition autour du puits.

Le diamétre de la zone d’inhibition est ensuite mesuré a I’aide d’un pied & coulisse (Figure
17).

Pour Aspergillus niger, une diffusion en simple couche a été réalisée pour déterminer
I’activité antifongique. Le milieu utilisé est la gélose SAB — CMP, qui a été ensemencé a
raison de 2% de la suspension sporale calibrée, puis couler a raison de 15ml par boite de Pétri
(Ek et al., 2014).

Des puits de 10mm de diamétres ont été réalisé au centre de chaque boite de Pétri a I’aide

d’un emporte piéce stérile.

Les concentrations de 75 ul, 100 ul et 125ul ont été introduites dans chaque puits pour chaque
huile essentielle, témoins positifs. L’essai a été répeté trois fois pour chaque essai.

Il est & noter que le choix des concentrations est justifié comme indiqué précédemment. En
paralléle, nous avons utilisé des témoins afin de veérifier la bonne croissance des deux souches

sur leurs milieux respectifs.

Les boites ont été incubées 48 heures a 35°C (Sheehan et al, 2004). L’action de I’antifongique

se manifeste de la méme maniére que celle décrite précedemment.

Pour chaque puits, on a mesuré avec précision le diamétre de la zone d’inhibition a I’aide

d’un pied a coulisse.
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Figure 17 : Photographies prises lors de la réalisation des essais antifongique.

4-5- Détermination de la concentration minimale d’Inhibition (CMI) par la méthode de
diffusion sur gélose

Les extraits ayant montré une activité antifongique positive, sont sélectionnés pour
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) par la méthode de diffusion sur
gélose. La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée correspond a la plus petite des
concentrations montrant une zone d’inhibition visible a I’ceil nu.
Des concentrations successives de 25ul, 50ul, 75ul et 100ul d’HE ont été utilisé pour
déterminer la CMI de C. albicans, et celles de 75ul, 100ul et 125ul d’HE ont été utilisé pour
déterminer la CMI d’A.niger.

4-6- Détermination de la Concentration Minimale Fongicide (CMF)

La CMF a été définie comme étant la plus faible concentration d’antifongique qui
détruit 99,9% de I’inoculum fongique, ce qui correspond dans notre étude a un dénombrement
inférieur & 10> UFC/ml pour C. albicans et & 1 UFC/ml pour A. niger, aprés 48 heures
d’incubation (I’inoculum initial étalé étant de 10° UFC/ml pour C.albicans et 10° UFC/ml
pour A. niger) (Daroui-Mokaddem, 2012).
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1- Calcul du rendement en HE

La formule suivante a été utilisée pour calculer les rendements :

RHE% = x 100

RHE = Rendement en Huile Essentielle en %.

Mh = Masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (g) = poids plein du flacon — poids vide
du flacon.

Mv = Masse du matériel végétal en gramme (g).

L’extraction des huiles essentielle a partir des gousses d’ail par hydrodistillation et par
SFME nous a permis d’obtenir des rendements respectifs de 2,80% et 3,77%. En ce qui
concerne I’HE extraite & partir des rhizomes du gingembre par hydrodistillation et par
SFME nous avons obtenu les rendements respectifs de 0,58% et 1,47% (Tableau 2).

Tableau 2 : Rendements des HE obtenues

Ail Gingembre
HE
Hydrodistillation SFME Hydrodistillation SFME
Mv (g) 700 200 958 200
Mh (9) 19,62 7,55 5,58 2,94
RHE % 2,80 3,77 0,58 1,47

Nous constatons, de maniére générale, que les rendements en huiles obtenus a partir de
I’Allium sativum sont relativement meilleurs que ceux obtenus pour le Zingiberis
rhizoma. Par ailleurs, il en ressort que le rendement en HE obtenu par SFME est plus
important que celui obtenu par hydrodistillation. En effet, a poids de matiére fraiche
égal (200g) pour les deux plantes, le rendement par SFME est 4,5 fois plus important
que par hydrodistillation pour I’ail et 12 fois plus grand dans le cas du gingembre
(Figure 18).
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M Ail par hydrodistillation H Ail par SFME
M Gingembre par Hydrodistillation ® Gingembre SFME
3,77

2,8

Figure 18 : Rendement en huile essentielle extrait par hydrodistillation et SFME pour les

plantes investiguées.

Cette variabilité entre les deux plantes étudiées est due probablement a la composition
et la consistance de chaque plante, ainsi que le degré de maturité des plantes lors de la
cueillette, les conditions de culture et de cueillettes, les conditions et la durée de
stockage. Par ailleurs, il est a noter que la quantité de lipides contenus dans I’ail
mediterranéen est d’environ 49% (Zouari Chekki et al., 2014) alors que le gingembre
n’en contient que 10%.

De plus, il est important de signaler que les gousses d’ail sont des produits locaux et qui
ont été acheté en pleine saison, alors que le gingembre est un produit importé et dont la
période et les conditions de stockage ne sont pas connues.

2- Activité antifongique

2-1- Confirmation de la pureté des souches fongiques

» Aspergillus niger I’aspect macroscopique des colonies d’une culture de 7 jours sur
gélose SAB — CMP a 35°C a démontré des colonies d’abord blanches, puis jaunes et
enfin granuleuses noires en surface, et un revers incolore a jaune pale (Figure 19).
L’observation microscopique a démontrée un mycélium septé, une téte aspergillaire
bisériée radiée, une vésicule globuleuse, des phialides insérées sur la vésicule grace a
des métules, un conidiophore lisse, hyalin long et des conidies globuleuses, échinulées
dispersees ou en chaine (Figure 20).
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O

Face Revers

Figure 19 : Photographies d’une culture de 7 jours d’A.niger, sur gélose SAB-CMP

-

Mycélium septé Téte aspergillaire

Vésicule globulaire, Spores échinulées

métules et phialides

Figure 20 : Observation microscopique d’A.niger a I’objectif x 40

» Candida albicans : I’aspect macroscopique des colonies d’une culture de 48 heures
sur gélose SAB — CMP a 35°C a démontré des colonies blanches, crémeuses, lisse
(Figure 21). L’observation microscopique a démontré des levures ovoides, dont

certaines présentent un bourgeonnement unilatéral (Figure 22).
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Face Revers

Figure 21 : Photographie d’une culture de 48 heures de C. albicans, sur gélose

Sabouraud-CMP (identification macroscopique)

Levures ovoides et Bourgeonnement unilatéral Vrai mycelium
circulaires

Figure 22 : Observation microscopique de C. albicans a I’objectif x 40

2-2- Détermination de I’activité antifongique des HE

La méthode de diffusion des puits (technique de Vincent) nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antifongique des HE obtenus et des médicaments vis-a-
vis des deux souches fongiques étudiées. Les résultats obtenus sont résumés dans les
tableaux et figures ci-dessous.

2-2-1-Effets sur C. albicans

Les tableaux de 3 a 8 résument les zones d’inhibitions mesurées en millimétres
(mm) aprés 48 heures d’incubation, en utilisant un pied a coulisse.
Les figures de 23 a 30 illustres les différents résultats obtenus et ont été prises apres

48heures d’incubation a 35°C.

C. albicans + HE d’ail extraite par hydrodistillation

L’HE de I’Allium sativum extraite par hydrodistillation, qui montre une activité

fongistatique aux faibles concentrations de 25pl et 50ul sur C.albicans.
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Tableau 3 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE

d’ail extrait par hydrodistillation, de I’espéce C. albicans.

épétitions
[HE a”]p 1 2 3 Moyenne
25ul 21,1 21,6 17,2 19,97
50pl 26,2 29,0 27,2 27,47
75ul IPT® 70°
100pl IT® 90

@ IPT : Inhibition Presque Totale. A 75 ul la population a été réduite de 99,89% (UFC/boite
=135+ 120 + 84/ 3 = 1,13x 10° UFC).
@ La moyenne des zones d’inhibition mesuré = 70mm (70 + 60 + 80 / 3)

® IT : Inhibition Totale. La moyenne des zones d’inhibition est voisine de 90mm.

L’extrait testé a montré une activité fongicide a la concentration de 75ul puisqu’il a
réduit la population de 99,89%, qui peut étre définie comme la CMF. A 100ul d’HE
nous n’observons aucune croissance de C.albicans.

Figure 23: Résultats de I'activité antifongique des différentes concentrations
de I’HE d’ail extraite par hydrodistillation sur C. albicans.
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C. albicans + HE d’ail extraite par SFME

L’HE de I’Allium sativum extrait par SFME, qui montre une activité fongistatique aux
concentrations de 50ul et 75ul sur C.albicans, alors que la concentration de 25ul n’a eu
aucun effet sur la levure (Tableau ci-dessous). On peu déduire que 50ul est la CMI.

Tableau 4 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE d’ail extraite par SFME, de I’espéce C. albicans.

Répétitions

[HE ail] 1 2 3 Moyenne
25ul 00 00 00 00
50pl 11,4 11,0 12,0 11,47
75ul 15,2 14,0 16,2 15,13
100ul IPTO® 89®

@ a 100l la population a été réduite de 99,90% (UFC/boite =19 +4 +265/3 =0,
96 x 10? UFC).

@ La moyenne des zones d’inhibition mesurés = 89mm (89 + 90 + 88 / 3).

L activité fongicide débute a la concentration de 100ul puisque la population a été
réduite de 99,90%. Ainsi 100l est la CMF.

Figure 24 : Résultats de I"activité atfnique des différentes concentrations
de I’HE d’ail extraite par SFME sur C. albicans.
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C. albicans + HE de gingembre extraite par hydrodistillation

L’HE du Zingiberis rhizoma extrait par hydrodistillation montre une activité
fongistatique aux concentrations de 50ul et 75pl, alors que la concentration de 25ul n’a
eu aucun effet sur C.albicans (Tableau 5). La CMI correspond a 50ul.

Tableau 5 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE de gingembre extrait par hydrodistillation, de I’espéce C. albicans.

épétitions

[HE ginge 1 2 3 Moyenne

25ul 00 00 00 00

50ul 11,8 10,2 10,4 10,8

75ul 12,0 11,8 13,6 12,47

100ul IPT® 89,6°
® a 100ul la population a été réduite de 99,96% (UFC/boite =7 +5+81/3 =0, 31 x
10? UFC).

@La moyenne des zones d’inhibition mesurés = 89mm (89,9 + 89 + 89,9/ 3).

L’activité fongicide débute a la concentration de 100ul puisque la population a été
réduite de 99,96%, et donc c’est la CMF (Figure 25).

Figure 25 : Resultats de I’activité antifongique des différentes concentrations
de I’HE de gingembre par hydrodistillation sur C. albicans.
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C. albicans + HE gingembre extrait par SFME

L’HE de gingembre extrait par SFME commence a donné des zones d’inhibitions a

partir de la concentration de 100ul, ce qui nous permet de dire que c’est la CMI. Les
résultats sont illustrés par le tableau 6 et la figure 26.

Tableau 6 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE de gingembre extrait par SFME, sur I’espéece C. albicans.

épétitions
[HE ginge 1 2 3 Moyenne
25ul Al® NA
50ul Al NA
75ul Al NA
100ul 36,0 \ 15,0 \ 22,0 24,33
@ Al : Absence d’inhibition.

A 100ul la population a été la suivante (UFC/boite / boite 1 =27 colonies, boite
2 > 300 colonies et la boite 3 = 133 colonies).

Figure 26 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations
de I’HE de gingembre par SFME sur C. albicans.
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C. albicans + Témoin positif « Fluconazole »
Toutes les concentrations du fluconazole ont montré une action fongicide sur C.

albicans. Cela est démontré par le tableau 7 et la figure 25.

Tableau 7 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations de
Fluconazole a 150mg, de la souche C.albicans.

Répétitions

[FIUCOH:Z 1 2 3 Moyenne
25ul IT 90
50l IT 90
750l IT 90

P LT

" ol

Figure 27 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations
du témoin positif Fluconazole a 150mg sur C. albicans

C. albicans + Témoin positif « Amphotéricine B »

Toutes les concentrations de I’amphotéricine B ont montré des zones d’inhibition a

diamétre progressif par rapport aux différentes concentrations testées 25,50 et 75ul
(Tableau 8 et Figure 28).
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Tableau 8 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’Amphotéricine B a 10%, sur la souche C. albicans.

[ Ampl;gpetnmns 1 2 3 Moyenne
25ul 25,0 29,0 39,0 31,0
50ul 29,0 32,0 33,0 31,3
75ul 41,0 41,0 33,0 38,3

Figure 28 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations du témoin
positif Amphotéricine B a 10% sur C. albicans.

C. albicans + Témoins négatifs

Les diluants utilisés n’ont eu aucun effet sur C. albicans, puisqu’elle y’a une croissance

normalement et d’une maniere uniforme (Figure 29).
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Figure 29 : Résultats de I’activité antifongique des témoins négatifs
(DMSO et Méthanol).

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que les quatre huiles essentielles ont eut
un effet significatif sur Candida albicans, puisque nous avons obtenu :
- Une CMI a 25ul et une CMF a 75ul, avec un effet létal total a 100ul pour I’'HE
d’ail extrait par hydrodistillation (CMF/CMI = 3)
- Une CMI a 50ul et une CMF a 100ul pour I’HE d’ail extrait par
SFME (CMF/CMI = 2)
- Une CMI a 50pl et une CMF a 100ul pour I'HE de gingembre extrait par
hydrodistillation (CMF/CMI = 2)
- Une CMI a 100ul pour I'HE de gingembre extrait par SFME.

Le fluconazole a eu un effet fongicide a 100% pour toutes les concentrations testées,
alors que nous avons obtenu une CMI < 25ul pour I’'amphotéricine B. Les résultats

obtenus sont illustrés par I’histogramme comparatif ci-dessous :

m Allium sativum par Hydrodistillation B Allium sativum par SFME
m Zingiberis rhizoma par Hydrodistillation B Zingiberis rhizoma par SFME
® Fluconazole 150mg = Amphotéricine B 10%

90 90 90 908%9,6

25 ul 50 pl 75 ul 100

Figure 30 : Effets des différents extraits testés sur C.albicans
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2-2-2- Effets sur A.niger
Les tableaux de 9 a 14 résument les zones d’inhibitions mesurées en millimétres

(mm) apres 72 heures d’incubation, en utilisant un pied a coulisse. Les figures de 30 a
38 illustrent les différents résultats obtenus et ont été prises aprés 72 heures
d’incubation a 35°C.

A.niger + HE d’ail extraite par hydrodistillation

L’HE de I’Allium sativum extraite par hydrodistillation montre une activité fongicide a
la concentration de 75ul puisqu’elle a réduit la population de 99,97% et aux
concentrations plus fortes (100 et 125pl) il n’y a plus aucune croissance. On peut, de ce
fait , déduire que 75ul est la CMF.

Tableau 9 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE d’ail extraite par hydrodistillation, de I’espéce A. niger.

Répétitions
[HE a”]p 1 2 3 Moyenne

75ul IPT® 89,7°

100ul IT 90

125ul IT 90
® a 75 ul la population a été réduite de 99,97% (UFC/boite=1+4+3/3=0,26 x 10
UFC).

+89,9+89,6/3).

> -

@La moyenne des zones d’inhibition mesurés = 89,7mm (89,6

e

Figure 31 : Résultats de I’activité antifongique des différentes
concentrations de I’HE d’ail extrait par hydrodistillation sur A. niger.
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A.niger + HE d’ail extraite par SFME

Résultats et discussions

L’HE de I’ail extrait par SFME n’a montré aucune activité sur A. niger aux différentes

concentrations (Tableau 10).

Tableau 10 Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes

concentrations d’HE d’ail extraite par SFME, sur I’espece A. niger.
Répétitions

[HE ail] 1 2 3 Moyenne
75ul Al 00
100ul Al 00
125pl Al 00

de I’HE d’ail extrait par SFME sur A. niger.

A.niger + HE gingembre extraite par hydrodistillation

L’action de I’HE du gingembre extrait par hydrodistillation est presque similaire a celle

de I’ail extrait par hydrodistillation, sauf que pour le premier I’action fongicide est au
dessous des 75ul (Tableau ci-dessous).
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Tableau 11 : Zones d’inhibition (mm) en présence de différentes concentrations
d’HE de gingembre extraite par hydrodistillation, de I’espece A. niger.

[HE gli?f;:uuons 1 2 3 Moyenne
75ul IT 90
100ul IT 90
125l IT 90

Figure 33 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations de
I’HE de gingembre extrait par hydrodistillation sur A.niger.

A.niger + HE gingembre extraite par SFME

L’action de I’HE du gingembre extrait par SFME est similaire a celle de I’ail extrait par
SFME qui n’ont montré aucune activité sur A. niger aux différentes concentrations.
Néanmoins nous observons une diminution de la croissance par rapport aux témoins
négatifs, comme le démontre les photos représentées dans la figure 35.
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Tableau 12 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE de gingembre extraite par SFME, de I’espéce A. niger.

Répétitions
[HE 1 2 3 Moyenne
gingembre]
75ul Al NA
100ul Al NA
125ul Al NA

Figure 34 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations de
I’HE de gingembre extrait par SFME.

A.niger + Témoin positif « Fluconazole »
Le fluconazole a inhibé la croissance d’A.niger de maniére anti-progressive, puisque la
plus forte concentration a donnée la plus petite zone d’inhibition (125ul — 16mm) et

inversement 75ul — 18,3 mm. Ce qui est démontré dans le tableau 14 et la figure 35.
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Tableau 13 : Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
de Fluconazole a 150mg, sur A. niger.

Reépétitions

[Flucon:z 1 2 3 Moyenne
75ul 19,0 17,0 19,0 18,3
100pl 17,0 17,0 18,0 17,3
125ul 17,0 16,0 15,0 16,0

Figure 35 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations du
témoin positif Fluconazole a 150mg sur A.niger.

A.niger + Témoin positif « Amphotéricine B »

L’ Amphotéricine B a inhibé la croissance d’A.niger de meilleure fagon avec les faibles
concentrations (Tableau 15 et Figure 36).
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Tableau 14

concentrations d’Amphotéricine B a 10%, sur A.niger.

Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes

Répétitions 1 2 3 Moyenne
[Ampho

75ul 22,0 24,0 23,0 23,0

100pl 21,0 28,0 21,0 23,3

125ul 18,0 18,0 18,0 18,0

Figure 36 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations du

témoin positif Amphotéricine B a 10% sur A. niger.

A.niger + Témoins négatifs

Les témoins négatifs (Figure ci-dessous) n’ont pas eu d’action sur A.niger.

53




Etude bibliographique Résultats et discussions

Figure 37 : Résultats de I’activité antifongique des témoins négatifs
(DMSO et Méthanol).

Les résultats obtenus nous révelent que les deux huiles extraient par hydrodistillation de
I’ai et du gingembre ont eu un effet tres significatif sur Aspergillus niger :
- Une CMF a 75ul et un effet Iétal total pour les concentrations supérieurs, pour
d’ail extrait par hydrodistillation ;
- Un effet fongicide total pour toutes les concentrations de I’HE de gingembre
extrait par hydrodistillation ;
Par contre, nous n’observons aucun effet pour les deux huiles extraient par SFME.
Les deux médicaments antifongiques ont eu un effet similaire, puisque nous constatons
une CMI < 75ul pour les deux antifongiques classiques. Les résultats obtenus
précédemment nous permettent de tracer I’histogramme comparatif ci-dessous :

® Allium sativum par Hydrodistillation B Allium sativum par SFME

= Zingiberis rhizoma par Hydrodistillation B Zingiberis rhizoma par SFME

B Fluconazole 150mg
89,7 90

= Amphotéricine B 10%
90 90 90 90

754l 100 125 pl

Figure 38 : Effets des différents testés sur A.niger
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3- Discussion générale

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que le rendement en huiles
essentielles, obtenu par hydrodistillation, d’Allium sativum est nettement plus important
(2,8 %) que celui obtenu par d’autres auteurs (0,09%) sur le méme condiment d’une
région mitoyenne qui est la commune d’El Harouche (Khadri, 2009).
Concernant Zingiberis rhizoma, notre rendement en HE par SFME (1,47%) et 12 fois
supérieur a celui obtenu par hydrodistillation (0,58). Divers facteurs tels que I’espéce, la
période de récolte, I’age de la plante, la partie soumise a la distillation et la technique
d’extraction peuvent influencer ce rendement. C’est ce qui est a été prouvé par les
travaux de Zrira et Benjilali en 1991 et en 1992,

L’évaluation de I’activité antifongique par la méthode de diffusion sur gélose, nous a
donnée des diameétres d’inhibition trés variables selon I’'HE utilisee et la souche a tester.
Les HE sont considérées comme actives si elles produisent des diamétres d’inhibition
de croissance microbienne supérieurs ou égals a 15 mm selon Rossi et al. (2007).

Pour Candida albicans tous les diamétres d’inhibition sont supérieurs a 15 mm. Les HE
d’Allium sativum et Zingiberis rhizoma ont fortement inhibé la croissance de cette
souche. Ce résultat est en corrélation avec les travaux de Benmeddour et al. (2015) sur
I’ail. Cette levure s’est révélée, également, sensible a d’autres HE, notamment, celle de
Mentha rotundifolia et Majorana hortensis Chebaibi et al. (2015).

Concernant I’espéce Aspergillus niger, cette derniére s’est révélée extrémement sensible
a I’HE des deux condiments extraite par hydrodistillation. Nos résultats sont similaires a
ceux obtenus par Reyhan et Mihriban (2007) sur la méme plante. En revanche, cette
souche s’est montrée résistante aux HE d’autres condiments, tel que le piment

(Capsicum) Wagner (1993). Il en est de méme pour nos extraits obtenus par SFME.

Par ailleurs, il est a noter que concernant I’activité antifongique, Bercher et al. (1991) et
Eberlin (1994) révélent que lorsque le rapport CMF/CMI d’une substance est inférieur
ou égal a quatre (< 4), cette substance est jugée fongicide tandis qu’elle est dite

fongistatique si ce rapport est supérieur a quatre (> 4).

Dans notre étude, les rapports CMF/CMI pour Candida albicans de I’'HE d’Allium
sativum par hydrodistillation est égal a trois (=3), alors qu’il est égale a deux (= 2) par
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SFME. Pour le Zingiberis rhizoma par hydrodistillation le rapport est égal a deux (= 2).
Toutes les HE ont eu un effet fongicide sur C.albicans.

Alors que pour Aspergillus niger ce rapport CMF/CMI n’a pas pu étre calculé par
manque de données. Soit c’est la CMF qui manque ou c’est la CMI. Néanmoins, on
peut constater que les deux HE extraite par hydrodistillation des deux condiments
étudiés ont eu un effet au minimum fongistatique pour la premiere, puisqu’elle a donné
une CMF a 75ul et un effet létal total pour les concentrations supérieurs (100ul et
125ul). Et un effet fongicide pour la deuxieme, puisqu’il y a eu une inhibition totale de

la croissance a toutes les concentrations.

Quant aux fongicides de synthese, ils ont eu un effet sur C. albicans, puisque le
fluconazole a eu un effet létal a toutes les concentrations étudiées et I’amphotéricine a

montré des diametres d’inhibitions voisins de 30mm pour les trois concentrations.

Le fluconazole et I’'amphotéricine ont eu un effet similaire sur A.niger, puisque nous

avons noté des diameétres d’inhibitions respectifs d’environ 17mm et 23mm.

Enfin, la comparaison de I’activité antifongique entre nos HE et les médicaments
classiques sur la croissance des souches fongiques testées, nous a permis de constater un
effet plus prononcé des HE étudiées par rapport a I’lamphotéricine B et le fluconazole,

exception faite pour les HE obtenues par SFME qui n’ont eu aucun effet sur A.niger.
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Conclusion et Perspectives

Beaucoup de scientifiques ont effectué des recherches sur les HE pour leur
trouver des activités pharmaco-biologiques, allant du traitement des coliques infantiles a
I’utilisation en thérapie anticancéreuse en passant par les utilisations antimicrobienne,
anti-inflammatoire et antalgique. Ainsi, les HE extraites de certaines plantes ont prouvé,
leur valeur inestimable pour la santé. Il faut savoir que [I’action des HE est souvent

puissante et nécessite qu’elles soient utilisées de maniere appropriée.

L’objectif initial de notre travail étaient de comparer I’activité antifongique de deux
médicaments de synthése a ceux des HE d’ail et de gingembre vis a vis de deux souches
fongiques responsables de diverses infections mycosiques, qui sont Candida albicans et
Aspergillus niger, et cela afin de trouver des alternatives aux remédes chimiques dont
I’efficacité reste limitée et surtout pour contrer le phénomene de résistance des

microorganismes.

Apres les extractions effectuées, il en ressort que le rendement en HE obtenu par SFME
est plus significatif, puisqu’il est de 4,5 fois plus important que par hydrodistillation
pour I'ail et 12 fois plus grand dans le cas du gingembre. Mais de maniere générale les
rendements en HE obtenus a partir de I’ail sont relativement meilleurs que ceux obtenus

pour le gingembre.

L’activité antifongique des huiles essentielles et des médicaments de synthéses, testé
par la méthode de diffusion sur gélose, la détermination de la CMI sur milieu gélosé et
de la CMF révelent que :

- L’HE d’Allium sativum extraite par hydrodistillation a une action déterminante sur
C.albicans, avec une CMI a 25ul et une CMF a 75ul ou la population a été réduite de
99,89%. Par SFME on constate une CMI a 50pul et une réduction de la population de
99,90% pour une CMF a 100ul. Sur A.niger I’HE d’ail obtenue par hydrodistillation
montre une CMF a75ul ou la population a été diminuée de 99,97%, mais n’a aucune
action n’a été observé pour I’'HE extraite par SFME.

- L’HE du Zingiber rhizoma a une activité antifongique sur C.albicans avec une CMI
a 50ul et une CMF a 100ul. Le taux de mortalité est égal a 99,96%, lorsqu’elle a été
extraite par hydrodistillation, et une CMI a 100ul pour I’HE extraite par SFME. Sur
A.niger, elle a un effet Iétal a toutes les concentrations pour I’'HE obtenue par
hydrodistillation, mais aucun effet pour I’HE obtenue par SFME.
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- Le fluconazole a eu un effet Iétal total sur C.albicans a toutes les concentrations,

alors qu’on a constaté une CMI < 75ul sur A.niger.

- L’Amphotéricine B a réagit de maniére similaire sur les deux souches fongiques avec
des CMI < 75%.

Nous pouvons déduire de ce travail, que nos huiles essentielles ont un effet plutét
fongicide sur les souches testées. Cet effet, s’est avéré meilleur que celui des deux

médicaments testés.

Au terme de notre étude, les résultats positifs nous encouragent a envisager les

perspectives suivantes :

- Confirmer les résultats que nous avons obtenus pour I’HE de gingembre obtenu par
SFME ;

- Réaliser une identification des composées des HE obtenues par les deux méthodes
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM) ;

- Elargir la gamme des plantes ayant une activité antifongique ;

- Essayer d’autres techniques d’extraction des plantes étudiées ;

- Tester les HE étudiées sur d’autres souches fongiques d’intérét médical.
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Annexes

Annexe 1
COMPOSITION DE LA SOLUTION CRYOPROTECTRICE
(pour bactéries sporulées, champignons)

(NF EN 12353, 2013).

EXErait de DOBUT........ooeiiee e 30¢g
Tryptone, digestion pancréatique de CaSEINe ..........ccovvereririieiiieneee e, 509
(€] 100 (0] (0] L SRS 150,0 ¢
Eau distillée..........ccoovveviiiiiiieeen, (0] S 10 0 0B 1]

Dissoudre les composants dans de I’eau bouillante. Stériliser dans I’autoclave.

Apres stérilisation, le pH de la solution doit — étre équivalent a 6,9 +0,2.



Annexes

Annexe 2

COMPOSITION ET PREPARATION DE L’EAU PHYSIOLOGIQUE A 8,5%0

Eau distillée..........cccoovvviiiiiiieenn, (0] o P 10 0 0B 1]

Dissoudre completement le NaCl de I’eau distillée. Stériliser dans I’autoclave
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Les infections fongiques représentent actuellement un véritable probléme de santé publique. Bien
que les traitements soient disponibles, ils n’en demeurent pas moins qu’ils restent couteux et
souvent liés a I’émergence de souches résistantes a certains antimycosiques. La recherche de
nouvelles molécules actives est donc une nécessité. Pour contribuer a I’effort de recherche
d’alternative thérapeutiques, nous nous sommes intéressés a I’étude de I’activité antifongique, in
vitro, de deux huiles essentielles provenant d’une plante liliacée qui est I’ail et d’une autre
tropicale, le gingembre, considérées comme étant des condiments a large consommation en
Algérie. Les huiles essentielles d’Allium sativum et Zingiberis rhizoma, obtenues par
hydrodistillation et par technique Solvent Free Microwave Extraction (SFME), ont été testées sur
de deux espéces fongiques responsables des mycoses humaines : Candida albicans et Aspergillus
niger. Les résultats obtenus montrent une activité antifongique significative des extraits utilisés
avec un effet plus marqué sur Aspergillus niger. En effet, cette activité s’est révélée meilleure
que celle du fluconazole et de I’amphotéricine B.

Mots clés : Activité antifongique, Huile essentielle, Candida albicans, Aspergillus niger,

Allium sativum, Zingiberis rhizoma
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