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RESUME

Argania spinosa une espece rare présente dans le sud du Maroc et le sud-ouest de 1’ Algérie,
C’est est un arbre d’une grande importance écologique et économique. Ce travail porte sur I’étude
de l’activité antifongique d’huile essentielle de cette plante aromatique et médicinale vis-a-vis
deux champignons a intérét médicale. L.’évaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle
d’argancontre Aspergillus fumigatus et Candida albicans est une étude pertinente dans le domaine
de la recherche médicale, compte tenu de I’importance de ces souches dans les infections
fongiques. En utilisant des méthodes de diffusion par puits et par disque. Les résultats relatifs aux
différents diamétres d’inhibition montrent une activité inhibitrice significative observée suite aux
traitements avec I’huile essentielle d’argan brut contre les deux souches. Cependant, a faibles
doses (D1, D2, témoins) I’huile essentielle utilisée n’affecte pas la croissance des souches. Les
résultats positifs obtenus suggérant que 1’huile d’argan pourrait étre utilisée comme une option
thérapeutique alternative ou complémentaire dans le traitement des infections fongiques. Ces
résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la recherche de traitements antifongiques, mettant

en lumiere le potentiel des produits naturels dans la lutte contre les maladies infectieuses.

Mots-clefs: Argania spinosa, Activité antifongique, Huile essenticlle d’argan, Candida albicans,

Aspergillus fumigatus.



ABSTRACT

Argania spinosa, a rare species found in southern Morocco and southwestern Algeria, is a
tree of great ecological and economic importance. This study focuses on the evaluation of the
antifungal activity of essential oil from this aromatic and medicinal plant against two medically
significant fungi. Assessing the antifungal activity of argan essential oil against Aspergillus
fumigatus and Candida albicans is a relevant study in the field of medical research, given the
importance of these strains in fungal infections. Using well diffusion and disc diffusion methods,
the results regarding different inhibition zone diameters show significant inhibitory activity
observed following treatment with raw argan essential oil against both strains. However, at low
doses (D1, D2, controls), the essential oil used does not affect strain growth. The positive results
suggest that argan oil could be used as an alternative or complementary therapeutic option in the
treatment of fungal infections. These findings open up new perspectives in antifungal treatment

research, highlighting the potential of natural products in the fight against infectious diseases.

Key Words: Argania spinosa, Antifungal activity, Essential oil of argan, Candida albicans,

Aspergillus fumigatus.



Laile

oS Apalail g Ay daaal i3 3 5ad g5 ¢ il @ g Corall G B 2 53l ¢ 6 Argania spinosa
)53 (b i el 5 45 plaal) LA 038 (e i) (e Y oy 3y pladll slaal) Ll anii e dl al) a3 S 3
Candida s Aspergillus fumigatusaa bad) le )Y cul il shill slad) Llaall s Hoey Lub el
b 3k aladialy A kil (g gaell & CYDLA 22a Laaly 1ok (bl Sl Jlas 8 Ala &3 A y0 albicans
Oe Y1 e zolall ey Uaadle Us gale Unite Ul dabiaal) Japitil) didaie Uaily dalaiall miliill jglas oy jall il
ADL sai e aadinal culul Cuy il S Y (D1)iaidiadl cle all el e oDl s alall ol
sda xifi Ay kil (sl le 8 JaSa 5l don adle JLAS daladiul (S gle Y1 ) of G dalag) ghll) i

Aganall )yl AnilSa b dpepdall claiiall 50880 ¢ gaall daly Laa el phadll 23le & gan 8 By BT i)

Aspergillus «Candida albicans e J3 ubul Cu el yhaill slias LLES Argania spinosasdsatiial) cilalst)

fumigatus .



Liste des Tableaux

Tableau 1: Classification botanique de 1’arganier............cc.ooviiiiiiieniiiiie e 8
Tableau 2: Taxonomie du genre Aspergillus fUMIQAtUS............cveiviiiieiiieiieeeee e 21
Tableau 3:Classification actuelle de C.albICaNnS ..........cccviiiiieiiiiiiie e 25
Tableau 4: Identification macroscopique de la souche A.fumigatus. ..........ccccvevvveiiiveeiiiiee e, 35
Tableau 5: Identification macroscopique de la souche C.albicans. ...........cccccevviveiiiieciiie e, 36

Tableau 6: Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE d’argan et les
especes A.fumigatus et C.albICaNS. .........ccciiiiiieit e 38



Liste des Figures

Figure 1 : Aire de Répartition d'Arganiaspinosa & TindouUT ...........cccooiiiiiiiiienieie e 4
Figure 2 : Aspect générale de arganier...........couviiviiiiiiiiiiiieiiee e 4
Figure 3 : Tronc d’arganier & ToOuirefBOUAAM ..........ccoiiiiiiiiiiiiie s 5
Figure 4 : Les rameauX de Paranier. .........cccoccvviiiiiiiiiiioiiie e 5
Figure 5 : Feuille de Parganier............occviiiiiiiiiiii et 6
Figure 6 : Les Fleurs de Parganier ...........ooooiiiiiiiiiiiic e 6
Figure 7 : Les fruits de IParganier..........c.ovoiiiiiiiiiiiiic e 7
Figure 8 : Les racines de I"arganier...........coooiiriiiiiiiiiiieiiiiiec e 7
Figure 9: Schéma d'une téte aspergillaire ............ccooviiiiiiieiie e 19
Figure 10: Candida @lDICANS..........oiiuiiiiieiie et 23
Figure 11: Morphologie de C.albicans sous forme levure(A), pseudofilament(B) .............c.c........ 24
Figure 12: Extrait d’huile d’argan...........cccocveeiiiieiiiie s see e e e e e e e e seae e 26
Figure 13:Etapes d’extraction traditionnelle de I’huile d’argan ...........cccccceeiiiiiiiiiiiiic e, 27
Figure 14:Réactivation des SOUChES TONQIQUES ........c.ueieirieeeiiie e 28
Figure 15 : Les souches fongiques apres réactivation............ccccccvveiiieeiiieesiine e sieeesieeesieeen 28
Figure 16: La préparation de la suspension FONQIQUE ........coovereiiieeiiiee e 29
Figure 17: Préparations des concentrations d’huile d’argan ...........ccccvevvireiiiieesiiie i 30
Figure 18: Préparation des dilutions d’huile d’argan............ccccccevveiiieeiiine e 31
Figure 19: Méthode de diffusion Par dISQUE. ........eeeiuerieiiie e 32
Figure 20: Schéma représente les étapes de la méthode de diffusion par disque. ............ccceeeveee. 33
Figure 21: Les étapes de la méthode de diffusion par PuUits. ..........cccoveiiiieiiiee i 34
Figure 22: Identification microscopique de la souche A.fumigatus. .........cc.cccoveeiiiieevieeeiiie s, 36
Figure 23: Identification microscopique de la souche C.albicans. ..........c..ccccoveeviiiiiiie e, 37
Figure 24: Résultats de ’activité antifongique des de ’'HE sur Aspergillus fumigatus /5j............. 39
Figure 25: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations ..............ccceveerrnnee. 39

Figure 26: Les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE d’argan, de ’espece AfUMIGALUS ..........ooiiiiiiiiiiiic e 40

Figure 27: Résultats de I’activité antifongique de ’'HE sur Candida albicans /5] ...............c......... 40

Figure 28: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations ..............ccceveerinnee. 41



Figure 29: Les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations

d’HE d’argan, de ’espece C.alDICANS. .......ccviiiiiiiiiiie e 42
Figure 30: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrationsde I’HE sur

ASPEIGIIUS FUMIGALUS ...ttt ettt 42
Figure 31: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations ...............ccceevevernne 43

Figure 32: Les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations

d’HE d’argan, de ’espece AfUMIGATUS .........eoiiiiiiiiiiiiie e 43
Figure 33: Résultats de I’activité antifongique de PHE ... 44
Figure 34 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations ..............ccceevrnnnn. 44

Figure 35: Les diametres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations
d’HE d’argan, de IPESPECE .......ouuiiiiiiiiiie e 45

Figure 36 :Etude comparative des diamétres des zones d’inhibition, en présence de différentes
concentrations d’HE d’argan sur A.fumigatus et C.albiCans.. ...........cccovviiiieiiieniiinie e 45



Liste des abréviations

C.albicans : Candida albicans
A.fumigatus : Aspergillus fumigatus
HE : Huile Essentielle

R: Recto

V: Verso

C° : Degré Celsius.

DMSO : Diméthylsulfoxide.

DO : Densité Optique

PDA : Potato Dextrose Agar

UFC : Unité Formant Colonie
NCCLS: National Committee for Clinical Standard
M : Moyenne

ECT : Ecart type



Table des matieres

RESUME ...t e e et e e e e e e s e ettt a e e e e eee e e s s e at b e e e e eaaeeeaannnrrrrareaeas

(I =l 0 (T o o] [T T ST TRR I

LISTE AES FIQUIES ...ttt ettt ekttt e st e it ettt eann e ntee s I

I oo [T o] €A AT LA o] 1SR i

Y 4o U T 1 o] o 1RSSR PTR 1
Etude bibliographique

Chapitre 1 : Généralités sur la plante Argania SPiN0Sa...........cceiverieiieiieniieiieneeie e see e, 3

1.1 Généralités sur la plante Argania SPINOSA .........coiuiiieriiiieiieie e 3

i o [ (0] g0 UL T T TP PP P PR PPTPPR 3

1.3 REpartition geOgraphiQUE .........coiiiiiiiiieiieie ettt 3

1.4  Etude botanique la plante Argania SPINOSA ............civuiiiiiiieiieiiiesie st 4

B L= od o] £ o] [P TTOPTRTUP PR PPRPPP 4

) I I ] (o PP P PR PP PR 4

o) I BT T 0T T ) PSSR TS 5

C) LS TRUIIIES ..o e st e e e e e e a e e e 5

o ) T3 1T U SRR SPRPS 6

) I -3 £ U £ PR SPRPS 6

F) LLBS FACKINES ... tie ettt ettt ettt e e e sttt e et e e e bt e e et e e e tb e e e aa e e anbeeennaaeaaeeennrae e 7

B O o | o= 1 o) o PSPPI RPRTTRP 7

1.5  Intérét d’Argania SPIN0OSA. . ....ciuiiiiieeiiiieeiitesiie e et e e s e e stae e e st e e ste e e srte e e stbeeantaeeanteeesreeeenneeeenseens 8

TN 1) (=] 2] =Yoo ] [o oo [0 R PRURRTSRS 8

1.5.2INtErEtS SOCIO-ECONOMIGUES .....c.vveeiitieesiiee e itte e st e e stte e e st e e ste e e stbe e e steeesbeeessbeeessseeesseeesnaeeesseeeenneees 9

L.5.3INTEIELS MAETICAIES ..ottt b et e rb e e be e b e 9

1.5.3.1 Huile d'argan dans la prévention des maladies neurodégénératives .............cccoceevvveenen. 9

1.5.3.2 Huile d’argan en prévention de la prolifération cancéreuse...................cccocciiiininnnn. 9

1.5.3.3 Huile d’argan et diab@te..................oooiiiiiiiiiii e 9

1.5.3.4 Huile d’argan et arthrose .................ociiiiiiiii e 10

Chapitre 2 : Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles ................................. 11

2.1 Généralités sur les huiles ESSENtIEIES.........ccuiiiiiiiiiie e 11

2.1.1 D2 11 T (o] o PR TRUR PP 11

2.1.2 Localisation des huiles essentielles dans [es plantes ..........cccceevveeiiiieiiic e 11

2.1.3 Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles ............ccocoveviiiiiiiienieiens 11

2.2 Extraction des huiles eSSENTIEIIES ............oo i 12

A N - W o 1) 1] | =1 (o] PR 13


file:///C:/Users/next/Desktop/mémoire%20finaaaaaaalllll.docx%23_Toc168850419
file:///C:/Users/next/Desktop/mémoire%20finaaaaaaalllll.docx%23_Toc168850420

2.2.1 Entrainement A 1a VapPeur d’@aU .............cccooviiiiiiiiiiiie e 13

2.2.2 HYAro-0iffUSION ..ot 13
2.2.3 EXEraction @ froid ........ccoiiiiiiieie et ae e 13
2.2.4 EXIraction Par MICIO-0NOES .........ccuiiiiiiieiiiesiie ettt ettt be e 13
2.2.5 Extraction par les solvants et 185 graiSSeS ..........ccvviiviiiieiieiieiiiesie e 14
2.2.6 Extraction par du CO2 SUPEI-CIITIQUE ..........oiviiiieiieiiesiiesii et 14
2.3 Activités biologiques des huiles eSSENtielles.............cccovviiiiiiiiiiiiiie e 14
2.3.1 ACHIVITE ANEIVIFAIE ......ccviiiic e e e e e e snaeeae e 15
2.3.2 ACLIVItE antibDaCIEIrIENNE ......c.viiiic e 15
O Mode d’action contre les DACtEries ................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii s 15
2.3.3 ACHIVItE ANTISEPLIUE.....c.eiiviiiiitieieiiie ittt ettt 16
2.3.4 ACHIVITE aNti-OXYUANTE .....oviiiiiiiiiiiie et 16
2.3.5 ACHIVITE ANTIPAIASITAITE ......eiviiiieiiiiie ettt 16
2.3.6 ACLIVITE ANTITONGIGUE .....c.viiviiiiiiiee e 16
Chapitre 3 : Mycologie d’Aspergillus fumigatus et Candida albicans...............cccccccoeeviinennnen. 18
3.1 GENEralités SUN 185 MYCELES .....viiviiiieiiieie ittt sttt sttt reesae e 18
3.1 L LES IMIOISISSUTES ...vviiutieiee sttt stttk ettt ettt sb et e bt ettt et e et et enne e et eenes 18
3.1.2 GENEralite SUF ASPEITITIUS......cccvii it sae e e sraeestaaeans 19
3.1.2.1 Caractéristiques MOrpholOgIQUES ........cvviiiiiiiiee e 19
o T AN o 1= Yol g 0= o (0T Y o] o1 T [V 1< PSPPSR 19
o SO AN o L= ot o 410 o1 oto] o1 o [ U L PSP RPPR 20
3.1.3 L’espéce d’Aspergillus FUMIQatUS .........cceeoiiiiiiii e 20
TR R - o = | PRSP ROP PR OPRTPPP 20
3.1.3.2 Aspects MOFPNOIOGIQUES .......coiiiieiiei ettt s e e e e et e e e e e saaeeans 20
TR R B - (0] 00 1 41T PP P PP OPRTPPP 21
3.1.3.4 TOXICité et POUVOIF PALNOGENE .....ooiivieiiiie et re e e saree s 21
3.2 GENBIAlItES SUK 1ES IEVUIES ...ttt ettt e st e neeenneas 22
3.2.1 GENAralite SUN CanNITa........c.coiuieiiiiiiieiiie ittt esnee e 22
3.2.2 Lespéce Candida albDiCanS ..........coiuieiiiiiiiiie e 23
KT I = o 1 - | OSSPSR ORPRSPPRIS 24
3.2.1.2  ASPects MOrPhOIOGIGUES ........ueiiiiieiiiie ettt sttt e e are e s be e e saree s 24
T R T - (o] [0 1 T PP P PSPPI 25
3.2.1.4 ToXicité et POUVOIK PAtNOGENE ......veiiiie ettt e be e e 25
Matériel et méthodes
I Y = ] USSR 26
11 MAEtEriel VEQELAL........oo ittt et nre e 26

1.1.1 Préparation de huile d’argan ...............c.occoviiiiiiii e 26


file:///C:/Users/next/Desktop/mémoire%20finaaaaaaalllll.docx%23_Toc168850483

1.1.1.1Récolte des fruits d’aran @ .............ccoooiiiiiiiii 26

1.1.1.2 Extraction traditionnelle :..........ooiiiiiiiie e 26

2. MicroorganiSmeS ULITISES ........ccuiiiiiiiiiii ittt 27

2.1 REACtIVALION 0B 12 SOUCKNE .......oiiiieiic et aeesaa e ae e 28

3. Mise en évidence de la pureté des souches fONGIQUES..........ccuivriiiiiiiiiii i 29

4. Préparation de Pinoculum..............coooiiiiiiiiiii e 29

4.1 Détermination de la concentration de I’inoculum par turbidimétrie .................................. 30

4.2 Préparation de concentration des huiles essentielles. ... 30

5. Evaluation de Pactivité antifongique....................cccoooiiiii 31
5.1 Evaluation de P’activité antifongique de I’huile essentielle d’argan sur A. Fumigatus et C.

1] o] o= 1 OSSPSR 31

5.1.1 Méthode de diffusion Par AISQUE..........ccuveiuieiieiieeii et 32

5.1.2Méthode de diffusion Par PUILS ..........cceiiiiiiiiie et 33

Reésultats et discussion

1. Mise en évidence de la pureté des souches FONGIQUES...........couviiiiiiiiieiieie e 35

1.1 ASPErgillus FUMIGALUS. .......viiiieiieiie ettt 35

111 EtUdE MACIOSCOPIGUE .....c.viiiieiiiieiie ettt 35

112 (0o Lol T T g0 TToTo o Lo {1 - TSP 36

1.2 Candida lDICANS. ......coiiiiiii it 36

121 EtUdE MACIOSCOPIGUE .. .vviiiiieiiie ettt ettt et e e s e et e e s e e e e nnaaeanees 36

1.2.2 (0o Lol T T oL ToTo] o Lo {1 TSP 37

2. Détermination de I’activité antifongique...................c.ccoooiiiiiiiii 38

2.1  Activités antifongique estimées par la méthode des diSQUES ..........ccccevvveeiiiieeiiieeiiiie e, 38

2.1.1 Activité antifongique contre Aspergillus fumigatus ............ccccoevei i 39

2.1.2 Activité antifongique contre Candida albicans..............ccccoooveiiii i 40

2.2 Activités antifongique estimées par la méthode des PUits ........ccccoccvveiiiieviie e, 42

2.2.1 Activité antifongique contre Aspergillus fumigatus ............ccccoveiiiiieiiie e 42

2.2.2 Activité antifongique contre Candida albicans..............ccccocoviiiiiiiie e 44

Dol U Y (o] o [PPSR 46

(@0] o Tod 1117 o] o WSRO PPROPRPP 49

RéEferences DIbIOGrapNIQUES.........cooiuiii et e e 51

F AN a1 815D T TR


file:///C:/Users/next/Desktop/mémoire%20finaaaaaaalllll.docx%23_Toc168850499
file:///C:/Users/next/Desktop/mémoire%20finaaaaaaalllll.docx%23_Toc168850516
file:///C:/Users/next/Desktop/mémoire%20finaaaaaaalllll.docx%23_Toc168850517




Introduction

Le monde prend de plus en plus conscience du potentiel médical et économique des
ressources naturelles, qui fournissent les matieres premieres nécessaires pour le progres de la
pharmacologie, I’industric cosmétique et agro-alimentaire (Cheritiet al., 2011).Depuis
toujours, les plantes sont utiliseées comme source de remeédes traditionnels sous forme de
préparations (Djerrou, 2011). Environ 75-80% de la population utilise des médicaments a
base de plantes pour traiter de nombreuses maladies. Ces médicaments présentent une
meilleure adéquation avec le corps humain et ont moins d'effets secondaires (Nahidaet al.,
2015).

Les infections fongiques sont causées par différents micro-organismes et sont la cause
Des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux antifongiques
sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a L’origine de
’apparition de résistance fongique.

Le genre Candida est fréeqguemment associé a la pathologie humaine, représentant environ
83 % des infections a levures chez I'homme, avec Candida albicans comme espéce la plus
impliquée. Les facteurs favorisants comme ['utilisation d'immunosuppresseurs, d’0estro
progestatifs de synthése ou de corticoides diminuent I'immunité, favorisant la dissémination
endogene depuis le tube digestif vers d'autres parties du corps. En revanche, Aspergillus
fumigatus est principalement incriminé dans 90 % des cas d'infections humaines et animales.
Cette espece demontre une adaptation particuliere au parasitisme chez I'homme, nécessitant
des conditions favorables telles que des cavités préexistantes ou une immunodépression
induite par des interventions médicales lourdes.

Un grand nombre des plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres,
possedent des propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent application dans divers
domaines a savoir en agronomie dans le cadre de la lutte biologique contre les agents
phytopathogenes, médecine, pharmacie et autres.

Parmi les plantes les plus populaires, ayant des propriétés cosmétique-médicinales I’arganier,
un arbre endémique des zones aride et semi-aride, tres importantes grace a ses caractéristiques
Thérapeutiques due a leurs huiles végétales, I’huile d’argan. Cette huile a une grande
importance dans le monde, grace a leur intérét écologique, économique, phyto-thérapeutique
et cosmétique.

La présence d'huile essentielle dans les plantes explique ces propriétés
antimicrobiennes.

Les huiles essentielles sont des composés parfumés concentrés, extraits de plantes par

élimination a la vapeur d'eau, hydrodistillation ou pression a froid. Au XVle siecle, le

1
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medecin suisse ParacelsusvonHohenheim a créé le mot "huile essentielle” afin de désigner le
principe actif d'un remede naturel. Environ 3000 huiles sont actuellement disponibles, dont
environ 300 sont réellement commercialisées, principalement pour l'industrie des arémes et
des parfums. Cependant, l'actuelle tendance des consommateurs a privilégier une alimentation
plus naturelle (Cailletet Lacroix, 2009).

Les huiles essentielles ont des effets antimicrobiens bien établis et leur utilisation en tant
que "microbiocide™ est devenue une Véritable alternative aux antibiotiques et antimicrobiens

synthétiques ou hémi-synthétiques (Aouniet al., 2013).

La présente étude a été entrepris afin d’évaluer ’activité antifongique de I’huile
essentiel d’argan vis-a-vis deux souches d’intérét médicale Aspergillus fumigatus et Candida

albicans.
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Chapitre 1 : Généralités sur la plante Argania spinosa

1.1 Généralités sur la plante Argania spinosa
L’arganier vient du mot arabe «Argan», d’origine berbére «irgen» qui désigne

«tachelhaity», qui est le noyau en bois dur de fruit de I’arbre. (Rouhi, 1991).

Les Berberes du Maroc appellent 1’arganier ardjan ou bien encore argandou ils tirent une
huile réputées : huile d’argan. Selon Ibn-Al-Baytar I'huile d'arganier, c¢’est une huile qui vient
du pays des Negres, qu'elle est tres échauffante et qu'on I'emploie contre les maladies de
nature froide (Ibn-Al-Baytar, 1881traité des simples pages 230, 231).

1.2 Historique

L’arganier est trés anciennement connu et utilisé par ’homme, au Xéme siccle,
auraient utilisé ’huile qu’il produit dans leur comptoir install¢ le long de la cote atlantique
(Kenny et De Zborowski, 2007). L’histoire de I’exploitation et de 1’utilisation de 1’arganier
pendant les premiers temps a été documentée par trés peu de sources arabes écrites (Ruas et
al., 2016). Les savants et les géographes arabes, notamment Ali-lbn Roudhouan, EI Beckri et
El Idrissi, sont les premiers a avoir mentionné I’existence de I’arganier aux Xeme, XIeme et

Xlléme siécles (M’hiritet al., 1998).

En 1219, Ibn-Al-Baytar a décrit dans son ouvrage « Traité des simples » 1’arganier
comme « un arbre de haute taille, épineux, donnant un fruit du volume d’une amande et
contenant un noyau que I’on recueille, que 1’on triture et on extrait 1’huile pour I’employer

dans les preparations alimentaires ».

En 1515, Hassan El Wazzam dit le Léon I’ Africain évoque dans son livre ‘Description
de I’Afrique, I’existence d’arbres épineux produisant un fruit dénommé «Argan» a partir

duquel on extrait une huile servant pour I’alimentation et 1’éclairage.

En 1999, PUNESCO a ajouté cet arbre a la liste de I’héritage mondial (Moroco
Guide).

1.3 Répartition géographique

En Algérie, ’Argania spinosa est principalement présente dans le Nord-Ouest de la
wilaya de Tindouf, couvrant une zone géographique relativement étendue. On la retrouve
principalement le long des lits de certains oueds tels que I’Oued El-ma, ’0Oued Elghahouane,
I’Oued Bouyadhine, 1’0Oued El-khebi, I’Oued Merkala et 1’Oued Targant. Ces cours d’eau

forment un réseau dispersé qui s’écoule vers de petites dépressions entre les gorges de
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Hamadienne du Draa, les falaises de K’reb El-hamada et la dépression du Nord de Tindouf
(Lotfi et al.,2015).

: g s

Figure 1 : Aire de Répartition d'Argania spinosa a Tindouf (Algérie)
(Source : Conservation des Foréts Wilaya Tindouf, étude 2013).

1.4 Etude botanique la plante Argania spinosa

1.4.1Description

L’arganier est un arbre épineux qui peut atteindre une hauteur de 8 a 10 métres, et son
polymorphisme est remarquable. Parfois, il arbore une allure majestueuse semblable a un
chéne, tandis que d’autres fois, son tronc noueux et ses branches le font ressembler a un

olivier (Wagret, 1962). (Jaccard, 1926). (Emberger, 2009).

Figure 2 : Aspect générale de ’arganier (Ziani, 2014).

a) Tronc

A maturité, ’arganier présente un tronc court et tortueux, avec une couronne trés
¢tendue, a moins qu’il ne soit endommagé par des mutilations ou I’activité des troupeaux. Il

peut mesurer entre 8 et 10 métres de haut. Le tronc de I’arganier est sinueux et généralement
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composé de plusieurs tiges entrelacées. L’arganier a un bois extrémement dur et dense, ainsi

qu’une écorce rugueuse qui se fissure en motifs rappelant la peau de serpent (Benkhaira,

2009).

Figure 3: Tronc d’arganier a Touiref Bouaam (Djied, 2011).

b) Les rameaux

Les rameaux de l’arganier sont pourvues de petites feuilles, qui sont longues et
continuent de croitre, tandis que les extrémités courtes se terminent par une pointe épineuse
(Tonelli et Gallouin, 2013).

Figure 4: Les rameaux de ’arganier (Radi.2003).

c) Les feuilles

Les feuilles de I’arganier sont de petite taille, coriaces et d’un vert foncé sur leur face
inférieure. Elles sont disposées de maniére alternée, souvent regroupées en fascicules, et ont
une forme lancéolée ou spatulée qui se rétrécit progressivement en un pétiole plus ou moins

distinct. Elles présentent une nervure médiane bien marquee et des nervures latérales tres
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fines et ramifiées. Le feuillage de cette plante est généralement persistant, bien que lors de
périodes de sécheresse séveére, ’arbre puisse perdre ses feuilles partiellement ou
compléetement (Radi, 2003).

Figure 5 : Feuille de I’arganier (Kechebar 2016).
d) Les fleurs

Les fleurs de l’arganier sont monoiques, avec des fleurs hermaphrodites. Les
inflorescences se présentent en glomérules axillaires, composées chacune de 5 sépales
pubescents succédant a 2 bractées. La corolle en cloche est formée de 5 pétales arrondis de
couleur blanche ; les étamines au nombre de 5 ont des filets courts et portent une grosse
anthere mucronée ou obtuse. L’ovaire, pubescent et supére, est surmonté d’un style court et

conique, qui peut dépasser ou étre de la méme longueur que les étamines (M hirit, 1987).

Figure 6 : Les Fleurs de I’arganier (Kechebar 2016).

e) Les fruits
Les fruits de I’arganier, dont la morphologie a été étudiée dans de nombreux travaux
(Embergi, 1938, 1960), sont des baies sessiles composées d’un péricarpe charnu ou pulpe et

d’un pseudo endocarpe contenant les graines. Les graines sont généralement fusionnées et
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leur nombre peut varier d’une a plusieurs par noyau. On distingue six types de fruits selon
leur forme et leur taille : fusiforme, ovale, apiculé, goutte, arrondie et globuleuse. La
production de fruits varie en fonction de 1’age de 1’arbre, de la densité de peuplement, du

milieu environnant et de la pluviométrie (Radi, 2003).

Figure 7 : Les fruits de I’arganier (El Monfaloutiaet al., 2013).

f) Les racines

Les racines de I’arganier se caractérisent par un Systéme pivotant bien développé,
capable de  s’enfoncer jusqu’a 30 metres de profondeur. Cette particularité lui permet
d’accéder aux sources d’eau souterraines, un atout précieux dans les zones arides (Djemaa et

Belkacem, 2016).

Figure 8 : Les racines de I’arganier (Montuuis, 2010).

1.4.2 Classification

Dans un premier temps, Linné (1737) dénomme [I’arganier

Sideroxylonspinosum. L ; puis Rcecemer et Schultes Ont dénommé 1’arganier
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Arganiasideroxylon, d’aprés son nom arabe et berbere qui est Argan et le nom de

sideroxylon se justifie par le bois de I’arbre qui est extrémement dur (Benaouf, 2017).

L’arganier, également connu sous le nom scientifique d’Arganiaspinosa. Skeels, est la
seule espéce du genre Argania, qui fait partie de la famille des Sapotacées,

comprenant environ 600 espéces et 40 genres (M’ Hiritet al., 1998).
Sa classification botanique se présente comme suit (Tableau 1) :

Tableau 1: Classification botanique de 1’arganier (Badreddine, 2016).

Embranchement Phanérogammes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Ebenales
Famille Sapotacées
Genre Argania
Espéce Arganiaspinosa
Nom vernaculaire Argan (en Berbére), L’olivier du Maroc, Arbre de fer.

1.5 Intérét d’Argania spinosa

L'arganier est une plante polyvalente. Chaque partie de l'arbre peut étre utilisée et offre a
I'usager une source de revenu ou de nourriture. Les autochtones le considérent comme l'arbre
a toutes les utilisations. Effectivement, il peut avoir différentes fonctions : écologique,

économique et sociale (Charrouf et Guillaume, 2007).
1.5.1 Intéréts écologiques

L'arganier a un réle essentiel dans la préservation de I'équilibre écologique. En raison
de son systéme racinaire puissant, il joue un role essentiel dans la préservation du sol et aide a
combattre I'érosion hydrique et éolienne qui représente une menace de désertification. En
outre, grace a son role d'ombrage et d'amélioration du sol, il peut favoriser une production
agricole considérable dans les conditions climatiques actuelles. Enfin, sa présence est
directement liée a de nombreux organismes vivants (faune, flore et microflore). L'arganier
disparattrait inévitablement avec plusieurs espéces, ce qui entrainerait une réduction de la
biodiversité dans la région, entrainant ainsi une diminution du patrimoine génétique, tant pour

I'arbre que pour les autres especes animales, végétales ou microbiennes (Radi, 2003).
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1.5.2 Intéréts socio-économiques

L'arganier joue un réle essentiel sur le plan socio-économique. Le cas du Maroc dans
ce domaine est tres instructif. Effectivement, I'environnement « arganier » semble étroitement
lié a la vie quotidienne des habitants de la région grace aux produits qu'il offre. Selon
Charrouf (2002), son bois produit un charbon de qualité, mais son principal atout réside dans
son fruit qui produit de I'huile d'argan, principale source d'alimentation des populations, ainsi
que dans son feuillage qui sert a la nourriture des animaux pendant une grande partie de
l'année. L’arganier permet ainsi de subvenir aux besoins d'environ trois millions de personnes

(Charrouf et Dubé, 2000).

1.5.3 Intéréts médicales
1.5.3.1 Huile d'argan dans la prévention des maladies neurodégénératives

L'huile d'argan, riche en tocophérols et esthocophérols, montre des effets protecteurs
contre les maladies neurodégénératives. Les composants de I'huile, agissant en synergie,
offrent des bénéfices neuroprotecteurs significatifs, surpassant ceux obtenus par les
composants isolés. Des études confirment que les stérols présents dans I'huile aident a
prévenir la progression de maladies chroniques comme la maladie d'Alzheimer en réduisant
le stress oxydatif. L'objectif de la recherche est d'identifier des molécules naturelles

nutritionnelles pour prévenir cette toxicité (Badreddine, 2016).
1.5.3.2 Huile d’argan en prévention de la prolifération cancéreuse

Une étude a montré que les composés phénoliques de l'huile d'argan inhibent la
prolifération de trois lignées de cellules épithéliales de prostate, comparativement a un
témoin positif, le Permixon, reconnu pour ses effets anti-prolifératifs (Bennani, 2007). Les
polyphénols de I'huile d'argan présentent des effets inhibiteurs variables sur la prolifération
cellulaire. Grace a sa composition unique en acides gras polyinsaturés et en composants
insaponifiables (polyphénols, stérols, tocophérols), l'huile d'argan est une source précieuse

d'antioxydants et posséde des qualités diététiques exceptionnelles (Bennani, 2007).
1.5.3.3 Huile d’argan et diabéte

Des études ont montré que l'extrait de I'huile de noyau d'Arganiaspinosa a des effets
antihyperglycémiants sur des rats normaux et diabétiques soumis a une surcharge de glucose.
Une étude spécifique a utilisé un mélange contenant 20% d'huile d'argan vierge marocaine et
des herbes (1% ThAE, Thymelaeahirsuta, et 1% UDAE, Urticadioica) dans 78% d'eau

potable commerciale. Ce mélange a été testé sur des rats normaux pour étudier l'effet de
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I'huile d'argan sur la glycémie. Les résultats ont démontré que I'huile d'argan réduit
efficacement I'hyperglycémie chez les rats diabétiques et normaux (Bsaitietal., 2016).

1.5.3.4 Huile d’argan et arthrose
Une étude menée chez 149 individus souffrant d'arthrose a montré qu'apres 8
semaines de consommation d'huile d'argan, le groupe étudié a observé une diminution tres
importante de la douleur ainsi qu'une amélioration du score de la douleur et de la marche.
Cette étude plus approfondie pourrait donc étre utilisée comme un moyen curatif pour
soulager la douleur liée a I’arthrose. Toutefois, l'utilisation de l'huile d'argan a démontré son
efficacité pour améliorer les symptdmes cliniques des patients atteints d'arthrose du genou,

selon I'évaluation.

Il serait nécessaire d'effectuer d'autres recherches afin de vérifier un effet potentiel pour
prévenir l'arthrose ou l'arthrose (Essouiriet al., 2015).

10
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Chapitre 2 : Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles

2.1 Généralités sur les huiles Essentielles
2.1.1 Définition

D’aprés la Commission de la Pharmacopée Européenne Huiles Essentielles: « Une
huile essentielle est un produit parfumé, généralement de composition complexe, fabriqué a
partir d’une matiére premicre végétale botaniquement définie, soit par 'utilisation de la
vapeur d’eau, soit par la distillation seche, soit par un procédé mécanique appropri€ sans
chauffage ». La plupart du temps, ’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par un

procédé physique qui ne modifie pas significativement sa composition (Gaborieau, 2015).

L’huile essentielle est une substance extraite des plantes appelées plantes aromatiques,
qui renferment dans leurs feuilles, fruits, graines, écorces ou racines un grand nombre de
molécules aromatiques, qui forment les principes essentiels des plantes. Les huiles
essentielles sont des produits a base d’huile, généralement fluides, voire résineux, tres
parfumés, volatils et souvent coloreés : du jaune pale au rouge foncé voire brun, en passant par
le vert émeraude ou encore le bleu. Elles ont une légeéreté supérieure a celle de 1’eau (densité
comprise entre 0,750 et 0,990). Ces essences peuvent étre dissoutes dans 1’alcool, 1’éther, le
chloroforme, les huiles, les émulsifiants et la plupart des solvants organiques, mais elles ne

peuvent pas €tre dissoutes dans 1’eau. (Bardeau, 2009).
2.1.2 Localisation des huiles essentielles dans les plantes

Les huiles essentielles sont présentes dans différentes familles botaniques et se
trouvent dans toutes les parties vivantes de la plante (Belkouet al., 2005). Ces derniéres sont
produites par des glandes sécrétrices présentes sur pratiquement toutes les parties de la plante.
Certaines cellules les sécretent dans le cytoplasme ou se regroupent sous forme de petites

gouttelettes, comme la plupart des substances lipophiles (Bouameretal., 2004).

2.1.3 Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont toujours un point d’ébullition supérieur a 100°C et
dépendent de leur poids moléculaire. Par exemple, les points d’ébullition du caryophylléne,
du géraniol, du citral et du a-pinene sont respectivement de 260°, 230°, 228° et 156°C, tandis
que d’apres Valnet (1984), ce point varie de 160°C a 240°C.la majorité de ces sources de
lumiére se transforment en lumiere polarisée (Bruneton, 1999 ; Rhayour, 2002 ; Desmares et

al., 2008).Parfois, elles ont un aspect gras ou huileux, mais ce ne sont pas des substances
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grasses. Elles peuvent étre évaporées pour revenir a 1’état de vapeur sans laisser de traces,
contrairement aux huiles fixes (olive, tournesol...) qui ne sont pas volatiles et laissent une

trace grasse persistante sur le papier (Bernadet, 2000).

La majorité des huiles essentielles absorbent de I’oxygene lorsqu’elles sont exposées a

I’air (Jacob, 1867).

Effet Antibactérienne : Les huiles essentielles les plus efficaces sont celles qui contiennent
des molécules provenant des monoterpenols et du groupe de phénol (Catherine, 2015).

Effet Antiparasitaires : Les molécules aromatiques qui contiennent des phénols ont une
efficacité élevée contre les parasites (Florence, 2012).

Effet Antifongique : Les huiles essentielles les plus performantes en matiére d’antifongique
sont celles qui contiennent des composés de la famille des alcools et des sesquiterpenes
(Catherine, 2015).

Effet Antiseptiques : On retrouve fréquemment des propriétés antiseptiques et désinfectantes
dans les huiles essentielles qui contiennent des aldéhydes ou des terpénes (Florence, 2012).

2.2 Extraction des huiles essentielles

Différentes techniques sont utilisées pour extraire les huiles essentielles. La méthode
la plus appropriée est sélectionnee en tenant compte de la nature de la matiere végétale a
traiter, des caractéristiques physico-chimiques de 1’essence a extraire, de I’utilisation de

I’extrait et de I’ardme initial lors de I’extraction. Les principales méthodes d’extraction sont :
v’ La distillation a la vapeur saturée
v’ Entrainement a la vapeur d'eau
v’ L'hydrodiffusion
v" L'extraction a froid
v' Extraction par solvants
v'Hydrodistillation
v’ Extraction par les corps gras
v’ Extraction par micro-ondes

Quel que soit le type d’extraction utilisé, les étapes d’extraction des huiles essentielles

d’origine végétale demeurent les mémes. La premiére étape consiste a extraire les molécules
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aromatiques qui composent 1’huile essentielle de la matiere végétale, puis a les séparer du

milieu par distillation (Lucchesi, 2005).
2.2.1 La distillation

Le principe de la distillation est utilisé dans trois procédés : I'nydro-distillation, I'hydro-

diffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau :

Hydro-distillation

A I'époque o le matériau végétal est plongé dans I'eau, le tout étant mis a feu. On condense
les vapeurs dans un réfrigérant. Apres refroidissement, il est possible de séparer les huiles

essentielles en les décantant (Brunton, 1993 ; Paris et al., 1976).

La prolongation et la puissance excessive du chauffage provoquent la dégradation de

certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).

2.2.1 Entrainement a la vapeur d’eau

Dans cette méthode de distillation, on dispose du matériau vegétal sur une grille
perforée a travers laquelle la vapeur d'eau passe. Les cellules végétales sont endommagées

par la vapeur qui libére les molécules volatiles qui sont ensuite dirigées vers le réfrigerant.
2.2.2 Hydro-diffusion

Cette méthode relativement récente implique de faire circuler la vapeur d'eau de haut
en bas et a une pression réduite a travers une matrice végétale. Cette méthode présente des
avantages en améliorant a la fois la quantité et la qualité de I'huile essentielle (Bassereauet
al., 2007).

2.2.3 Extraction a froid

On fait fréguemment appel a cette technique pour extraire les huiles essentielles des
agrumes. Il fonctionne en brisant automatiqguement les poches a essences. On procéde a la
séparation de I'huile essentielle en décantant ou en centrifugeant. Il existe des machines qui
détruisent les poches par dépression et collectent directement I'huile essentielle, ce qui permet

d'éviter les dégradations causées par l'action de I'eau (Chaintreauet al., 2003)
2.2.4Extraction par micro-ondes

Au début des années 1990, une nouvelle méthode, connue sous le nom d'hydro-

distillation par micro-ondes, est née. Dans cette méthode, on chauffe la matiere végétale a
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l'aide de micro-ondes dans une enceinte fermée ou la pression est progressivement réduite.
La vapeur d'eau produite a partir de I'eau propre a la plante attire les composés volatils. Par la
suite, ils sont récupérés en utilisant les méthodes traditionnelles de condensation, de
refroidissement et de décantation. Cette méthode permet d'économiser du temps (le temps

d'extraction est réduit de 5 a 10min) et de I'énergie (la température est réduite).L’extraction
par micro-ondes de deux kilos de Mentapiperita permet d'obtenir 1% d'huile essentielle en 15
minutes, tandis que I'hydro-distillation nécessite deux heures pour obtenir un rendement

équivalent a partir de la méme quantité de plante (Mengalet al., 1993).
2.2.5 Extraction par les solvants et les graisses

Ces extraits sont obtenus a partir de solvants non aqueux. Il peut s'agir de solvants
couramment employés en chimie organique tels que I'hexane, I'éther de pétrole, ainsi que des

graisses et des huiles (absorption des composés volatils lipophiles par des corps gras).

Ces solvants ont une capacité d'extraction supérieure a celle de l'eau, ce qui signifie
que les extraits ne renferment pas seulement des composés volatils, mais aussi de nombreux
composeés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres
(Richarset al., 1992). En ce qui concerne les extraits utilisant des corps gras, un lavage a
I'éthanol permet de supprimer ces composés indésirables. On refroidit la solution alcoolique

obtenue jusqu'a -10°C afin de séparer les cires vegétales qui se solidifient (Proust, 2006).

L'utilisation de solvants organiques pour I'extraction souleve des problemes de
toxicité (Bruneton, 1999).

2.2.6 Extraction par du COzsuper-critique

Le bénéfice de cette méthode réside dans la combinaison des caractéristiques des gaz
et des liquides pendant I'extraction, ce qui permet de minimiser les processus de dégradation
potentiels tels que l'oxydation ou l'isolement, grace a la réduction du temps d'extraction
(Piochon, 2008).

2.3 Activités biologiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont employées dans le domaine de la phytothérapie en raison

de leurs multiples propriétés biologiques qui sont étroitement liées a la nature de leurs

composants et aux catégories ou fonctions chimiques qu’elles renferment.
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2.3.1 Activité antivirale

Selon Moro-Buronzo(2008), les virus sont extrémement vulnérables aux composés
aromatiques presents dans les huiles essentielles. Les composés hydroxyliques (phénol et
monoterpénol) sont les plus efficaces dans la lutte contre les virus. Des études ont été menées
par différents laboratoires pour évaluer le pouvoir virulicide des huiles essentielles, y compris
le laboratoire de virologie de Toulouse, qui a testé [Ihuile essentielle de
Melaleucaquinquenerviacineolifera (niaouli) sur le virus de I'Herpes. Une fois que le contact
a duré 15 minutes in vitro, l'activité virulicide se manifeste par une diminution de plus de 40
000(Penntybio, consulté le 04 /05/2024).

2.3.2 Activité antibactérienne
Les bactéries sont présentes dans notre environnement dans un monde bactérien tres
vaste. Elles jouent de nombreuses fonctions a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux ;
elles sont actives. Chapitre 11 Analyse de certaines huiles essentielles avantageuses (par
exemple, les bactéries fertilisantes du sol), tandis que d'autres peuvent causer des infections

chez les plantes, les animaux et méme chez ’homme (Khiati, 1998).

Les HE influencent la prolifération des bactéries. Elles effectuent leur action en
restreignant leur prolifération, leur sporulation et la production de leurs toxines.
Actuellement, ces derniéres suscitent une grande attention car elles ont démontré une activité
contre les pathogeénes résistants aux antibiotiques, comme les staphylocoques doreés résistants
a la méticilline (SARM), les B-Lactamases a spectre élargi (BLSE) et les entérocoques
résistants a la vancomycine (ERV) (Tohidpouret al., 2010 ; Warnkeet al., 2013).

Mode d’action contre les bactéries

Les huiles essentielles ont différentes facons d'agir sur les diverses souches de

bactéries, mais en genéral, elles agissent en trois étapes :

- L'huile essentielle s’attaque a la paroi bactérienne, ce qui entraine une augmentation de la

perméabilité et la perte des composants cellulaires.

- La cellule est acidifiée a l'intérieur, ce qui entrave la production d'énergie cellulaire et la

synthese des composants de structure.

- Altération du contenu génétique, entrainant la disparition de la bactérie(Caillet et Lacroix,
2009).

15



Etude bibliographique Etude de Dactivité antimicrobienne des huiles essentielles

2.3.3 Activité antiseptique

La majorité de ces huiles sont utilisées en raison de leurs propriétés antiseptiques contre les
maladies vis-a-vis des agents pathogénes microbiens (Roux-Sitruk et al., 2008).

Plusieurs composés sont mentionnés comme étant responsables des propriétés antiseptiques
des huiles essentielles : le thymol, le Carvacrol, le cinnamaldéhyde et I'eugénol (Richard,
2008).L’effet des composants Antimicrobiens contenus dans les HE dépendent du pH de
I’aliment, le type et le nombre des Microorganismes contaminants ainsi que le type et la

concentration du composant Antimicrobien (Negi, 2012).
2.3.4 Activité anti-oxydante

Nombreuses huiles essentielles, telles que les huiles de cannelle, de piment, de laurier et
d'origan, ont un effet antioxydant (Mantleetal.,1998 ; Kariotiet al., 2006) .Certains groupes
fonctionnels, tels que les alcools, les éthers, les cétones et les aldéhydes monoterpéniques,
sont responsables de cette activité, tels que le linalool, le 1,8-cinéole, le géranial/néral, le
citronellal, ainsi que certains monoterpenes tels que le y-terpinéne et la-
terpinoléne(Edris,2007).0On utilise le pouvoir antioxydant des huiles essentielles comme

alternative dans la préservation des aliments.
2.3.5Activité antiparasitaire

Belhassan et ses collegues ont examiné l'activité antiparasitaire de I'huile essentielle
d'argan dans leur article intitulé « L'activité antiparasitaire de I'nuile essentielle d'argan contre
les protozoaires parasites », publié dans le Journal des maladies parasitaires en 2018. Les
chercheurs ont étudié Il'impact de [I'huile essentielle dargan extraite des graines
d'’Arganiaspinosa sur des parasites protozoaires. Les résultats ont montré une activité
antiparasitaire importante de I'huile essentielle envers les protozoaires examinés (Belhassanet
al., 2018).

2.3.6 Activité antifongique

Dans le secteur phytosanitaire et agro-alimentaire, il serait également possible
d'utiliser les huiles essentielles ou leurs composés actifs comme agents de défense contre les
champignons phytopathogenes et les microorganismes qui envahissent les denrées
alimentaires (Lis-Balchin., 2002).

Différentes recherches ont examiné l'effet des huiles essentielles sur les champignons.

Selon Giordani et Kaloustian (2006), l'effet antifongique des huiles essentielles se manifeste
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par une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique, suivie d'une rupture de
celle-ci, ce qui entraine une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort du champignon.
Effectivement, les huiles essentielles contiennent des composeés terpéniques, notamment leurs
groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes, qui interagissent avec les

enzymes membranaires et altérent la membrane plasmique des champignons.

Par ailleurs, Sharma et Tripathi (2006) ont examiné la maniere dont I'huile essentielle
de Citrus cinensis agit. Sa richesse en limonene (84,2%) a été observée chez Aspergillus
nigeret des altérations morphologiques au niveau du mycélium ont été observées séverement

détruit, ceci est due a I’absence du cytoplasme.

La cause de ces modifications peut étre liée a I'interaction des composants de I'huile
essentielle avec les réactions enzymatiques de la proie, ce qui influence la structure du
champignon et sa vitalité. La destruction du myceélium existant et I'inhibition de la formation

du nouveau mycélium peuvent étre causées par le mécanisme fongicide (Béhme et al., 2014).

De plus, des études ont démontré que les huiles essentielles ont la capacité d'empécher
la germination des spores. Il a des effets génotoxiques sur les cellules fongiques et interdit le

développement des spores (Sant’Annaet al., 2014).

La perméabilité de la membrane plasmique augmente lors de l'action antifongique des
huiles essentielles, ce qui entraine une rupture de celle-ci, ce qui entraine une fuite du

contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Mann et al., 2000)

Selon Giordani et Kaloustian (2006), les composés terpéniques des HE, en particulier
leurs groupements fonctionnels phénoliques et les aldéhydes, interagissent avec les enzymes

membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures (Makhloufi, 2010).
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Chapitre 3 : Mycologie d’Aspergillus fumigatus et Candida albicans
3.1 Généralités sur les mycetes

Les champignons (fungi ou mycetes) constituent un groupe d’organismes
hétérotrophes ubiquistes, riche en 120000 espéces, présentant des structures et des
caracteristiques biologiques extrémement diversifiées, adaptés au mode de vie saprophyte,
parasitaire ou symbiotique (Senalet al., 1993 ; Kirk et al., 2001).

Ils représentent I’'un des plus importants groupes d’organismes sur terre et jouent un role clé

dans un grand nombre d’écosystéme (Mueller et Schmit, 2007).

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes, aerobies strictes et rarement
anaérobies, Ayant un métabolisme hétérotrophe car ils tirent leur énergie de la respiration et
de la fermentation des matiéres organiques solubles disponibles dans leur environnement ; Ils
peuvent étres uni-ou Pluricellulaires, incluant des espéces macroscopiques et d’autres
microscopiques, d’aspect filamenteux ou lévuriforme(Mathew, 1995 ; Leveau et Bouix,
1993 ; Tortora et al.,2003 ; Tabuc, 2007).En effet, les champignons se développent dans des
conditions Iégerement acides, avec un pH compris entre 3 et 7, et a une température optimale
entre 20°C et 30°C. Cependant, certaines especes sont adaptées aux temperatures trés basses,
inférieures a 15°C, voire parfois en dessous de 0°C (Botton et al., 1990 ; Guiraud, 1998 ;
Tortora et al., 2003). Ils appartiennent au groupe des thallophytes, caractérisés par 1’absence
de feuilles, de tiges et de racines (Bouchet et al., 1999 ; Boiron, 1996). De plus, ils sont non
chlorophylliens, ce qui signifie qu’ils ne peuvent pas produire leur propre matiére organique a

partir du dioxyde de carbone atmosphérique, contrairement aux plantes (Bouchet et al., 2005).
3.1.1 Les Moisissures

Le mot « moisissure » fait référence a tous les champignons microscopiques, filamenteux et
pluricellulaires du régne des mycétes, communément appelés les « vrais » champignons ou
Eumycétes (Regnault, 1990 ; Chaseur et Nolard, 2003).

Ce sont des organismes sans chlorophylle qui dépendent des autres pour se nourrir et
qui ne peuvent pas se déplacer. Certains vivent en partenariat avec les plantes, tandis que
d’autres sont des parasites des plantes, provoquant diverses maladies telles que la pourriture
grise de la vigne, I’ergot du seigle, la rouille du blé, etc. Certains se développent sur des
déchets organiques ou des produits alimentaires en tant que saprophytes, tandis que d’autres
peuvent causer des infections chez les humains, appelées mycoses (Leclerc et al., 1995 ;
Benkakouz, 2002 ; Chasseur et Nolard, 2003).
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3.1.2 Généralité sur Aspergillus

Le genre Aspergillus désigne un groupe de champignons imparfaits (Deutéromycétes)
comprenant environ 180 especes, qui appartiennent a la branche des Ascomycota (Caillaud et
al., 2006). Ce genre appartient a la classe des Ascomycétes. Son thalle, peut étre hyalin ou
coloré, présente un réseau de mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dresses,

terminés en vésicule (Chermette et Bussiéras, 1993).

Aspergillus compte environ 185 espéces réparties en 18 groupes qui sont
morphologiquement, génétiquement et physiologiquement similaires (Roquebert, 1998).
Environ une vingtaine de ces espéces sont associées a des maladies chez les animaux et les
humains. Les Aspergillus sont largement répandus géographiquement, mais sont plus
fréquemment trouveés dans les régions a climat chaud (Pfohl-Leszkowicz, 1999).

3.1.2.1 Caractéristiques morphologiques

La description des Aspergillus repose sur leur morphologie, en mettant
particulierement 1’accent sur la couleur des colonies, I’apparence des tétes Aspergillaires, la
forme des conidies et des conidiophores (Rapper et Fennell, 1965 ; Samson et al., 2006).
Cette description est également étayée par ’analyse moléculaire de la séquence de certains
genes, notamment les ITS, la béta-tubuline et la calmoduline (EI Maghubiet al.,
2013 ;Adjoviet al., 2014 ; Carvajal-Campos et al., 2017).

Phialoconidies

Phialide

Métule

Vésicule

Filament

conidiophore

Figure 9: Schéma d'une téte aspergillaire (modifié d'aprés Chermette et Bussiéras, 1993).
a. Aspect macroscopique
Les Aspergillus sont des champignons filamenteux qui montrent une croissance rapide
sur divers milieux de culture traditionnels tels que la gélose au malt, le CzapekYeast Agar, le
YES agar et le Malt salé. Aprés 48 heures d’incubation, des colonies plates se forment,
composées de courts filaments aériens blancs ; apres 96 heures, ces colonies prennent leur

couleur caractéristique, pouvant étre brune, verte, jaune ou noire selon I’espéce (Tabuc, 2007).
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Les colonies d’Aspergillus sont souvent poudreuses ou granuleuses. Bien que la
couleur des colonies puisse parfois aider a I’identification, comme le blanc pour Aspergillus
candidus, 1’ocre pour Aspergillus ochraceus, le noir pour Aspergillus niger et des tons verts
pour d’autres especes telles que Aspergillus glaucus et Aspergillus flavus, une identification
précise des espéces morphologiquement similaires nécessite un examen microscopique

approfondi (Joya, 2019).
b. Aspect microscopique

Les Aspergillus se caractérisent par un thalle végétatif constitué de filaments
mycéliens hyalins, fins et réguliers, septés et ramifiés. L’identification de ce genre repose sur
I’observation microscopique des tétes Aspergillairesprésentes sur les colonies. Sur le
mycélium d’Aspergillus, des filaments dresses non cloisonnés, appelés conidiophores,

émergent.

Ces conidiophores se terminent par une vesicule de forme variable sur laquelle sont
attachées des cellules conidiogénes appelées phialides. Les phialides peuvent étre portées par
de petits articles appelés métules ou étre directement insérées sur les vésicules. La
conidiogenése, qui correspond a une reproduction asexuee, se produit selon un mode
blastiquephialidique, par bourgeonnement a 1’apex des phialides. Les conidies restent
attachées les unes aux autres en chaine ramifiée, la plus jeune étant a la base de la chaine, a
coté de la phialide (Chabasseet al.,2002, 2008).

3.1.3 L’espeéce d’Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus est I'un des filamenteux les plus répandue et I’'une des espéces
les plus fréquentes dans I’environnement. Il est généralement présent dans le sol, les déchets

organiques et les débris végétaux (Latge, 1999).
3.1.3.1 Habitat

A.Fumigatus représentée le plus fréguemment chez les patients et responsable de 90 %
des cas d’aspergillose invasive (Al), elle se rencontre aussi bien dans les régions chaudes que
froides du monde.Son excellente résistance aux hautes températures explique sa présence
fréquente dans les composts et autres matiéres organiques ou des phénomenes de
décomposition avec élévation thermique se produisent (silos a grains, foin en balles, bagasse)
(Anderson et al., 1996 ;Morin, 2003).

3.1.3.2 Aspects Morphologiques
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Les colonies d’Aspergillus fumigatus se développent rapidement (environ 4 cm en 3 jours a
une température de 25-37 °C). Elles ont une apparence de gazon blanc, puis de vert ou de gris,
puis d’un brun sombre avec une apparence de fumée. Le revers est de couleur foncée
(Schmidt et Wolff, 1997).Aspergillus fumigatus présente une téte conidienne unisériée, en
colonne compacte, d’abord bleu-vert, puis vert-bronze. Le conidiophore a une longueur de
300 a 500 pum, lisse et vert, et il s’élargit sans aucun effet au sommet en une vésicule sub-
hémisphérique. La vésicule a un diametre de 20 a 30 pum, est verte et fertile dans sa partie
supérieure. La forme des phialides est allongée, dense, verte, avec une longueur de 6 a 8§ pm
et un diamétre compris entre 2 et 3 um. Les conidies présentent une forme globuleuse,

mesurant de 2,5 a 3 um de diamétre, et sont échinulées(Botton et al., 1990).
3.1.3.3 Taxonomie

Aspergillus est un genre de la famille Trichocomaceae de 1’ordre Eurotiales de la classe
Plectinomycetes du phylum Ascomycota. Les especes du genre Aspergillus sont actuellement
classées selon leur taxonomie dans des sous-genres bien définis, tels que Aspergillus
fumigatus, qui fait partie de la section Fumigati du sous-genre Fumigati(Gugnani, 2003). Dans
la section Fumigati, la délimitation des especes est basée sur une approche polyphasique. En
se basant sur cette approche, (Yaguchiet al., 2007) ont suggeéré de diviser la section Fumigati
en cing classes, dont Aspergillus fumigatus. Depuis 2012, la nomenclature a nom unique est
recommandée par les taxonomistes, qui conservent le nom d’Aspergillus pour toutes les
especes de ce genre (Lamoth, 2016). Le tableau ci-dessous représente la taxonomie du genre

Aspergillus fumigatus.

Tableau 2: Taxonomie du genre Aspergillus fumigatus (Lamoth, 2016)

Regne Fungi
Phylum Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus
Espéce Aspergillus fumigatus

3.1.3.4 Toxicité et pouvoir pathogéne
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Aspergillus, un champignon filamenteux qui se rencontre partout dans la nature.
Contribue de maniére significative a la détérioration de la matiere organique. De 10 a 20 %
des especes sont pergues comme pathogeénes ou ayant d’autres conséquences néfastes.
Aspergillus fumigatus est la plus grande espéce des Aspergillus pathogénes. (Jones et al.,
2000) L’inhalation de conidies est la principale voie d’infection par A. fumigatus (Thywil3enet
al., 2016). L’infection fongique invasive (IFI) est responsable de 90 % des aspergilloses
invasives (1A) (Abadet al., 2010), ce qui peut entrainer des problémes de santé et de mortalité
chez les patients immunodéprimés (Rambach et al., 2015).

A.fumigatus est reconnu comme un agent de ’aspergillose pulmonaire chez I’lhomme
et comme un agent d’avortement chez les animaux. Il est essentiel de développer davantage
de connaissances sur la réaction immunitaire antifongique afin de trouver de nouvelles

approches thérapeutiques pour I’aspergillose invasive (IA) (Rambach et al., 2015).

Les toxines produites par Aspergillus fumigatus comprennent des mycotoxines comme
I’aflatoxine, la gliotoxine et I’ochratoxine sont encore en cours de développement de leur role

précis dans la pathogeénicité de différentes especes (Beauvais et Latge, 2001).
3.2 Généralités sur les levures

Les levures sont unicellulaires, ce qui signifie qu'elles ont une structure cellulaire
eucaryote. Malgré l'absence de mobilité des cellules des levures, I'état unicellulaire permet
leur dispersion dans les liquides qui sont leur milieu de prédilection, surtout lorsqu'ils sont
sucrés. Cependant, il existe aussi des levures présentes a la surface ou a l'intérieur d'autres

organismes vivants, dans les sols, les eaux et I'atmosphere.

L’état unicellulaire, la rapidit¢ de multiplication et la rusticit¢ des besoins
nutritionnels donnent a ces eucaryotes des caractéristiques qui permettent de les cultiver, de
les étudier et de les utiliser aussi aisément que des microorganismes procaryotes (Bounicourt,
1995).

3.2.1Généralité sur Candida

Le genre Candida compte environ 200 especes, dont les plus fréquemment observées dans les
maladies humaines sont : C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii,

C. parapsilosis, C. kefyr et C. dubliniensis (Fitzpatricket al., 2006).

Candida sp est un genre de levures vraies qui fait partie du phylum des ascomycetes

(Ascomycota) et du sous-phylum Saccharomycotina(James et al., 2006).
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La majorité d'entre elles ne peuvent pas croitre & 37°C et seulement une minorité
d'espéces (environ 10%) sont responsables de maladies humaines. Le genre Candida sp est
composé de plusieurs especes La majorité des espéces de Candida sp impliquées dans les
maladies humaines font partie d'un clade commun, le clade CTG, qui se distingue par un code
génétique différent : le codon CUG est traduit en sérine plutdét qu’en leucine. On peut
subdiviser ce clade Candida en deux sous-clades : I'un renfermant des espéces diploides
courantes dans les maladies humaines telles que Candida albicans, C. tropicaliset C.
parapsilosis, tandis que l'autre renferme des espéces haploides plus rares telles que C.
lusitaniae. C. glabrata est une espece de la famille des Saccharomycetaceae, plus précisément
du clade WGD (whole-genome duplication) ; cette levure haploide présente une proximité
génétique avec Saccharomyces cerevisiae par rapport aux autres especes du genre Candida
sp(Bennet et al., 2010, 2013).

3.2.2 L’espece Candida albicans

Candida albicans, fréquemment liée a un champignon microscopique, est une levure
diploide (huit chromosomes) de 3 a 15 um, non enveloppée, non pigmentée et aérobie (Chuet
et al., 1993). Par bourgeonnements multilatéraux d'une cellule mere (le blastospore) (Graser
et al., 1996), elle se reproduit de maniere asexuée et forme des colonies blanches crémeuses.
La levure C. albicans présente deux formes distinctes : la forme normale connue sous le nom
de "levure” et la forme infectieuse appelée "mycélium». Certains facteurs tels que le pH, la
température et la richesse du milieu de culture ont un impact sur la forme que peut adopter
Candida albicans(Sudbery, 2001).

Figure 10: Candida albicans (sudberyet al., 2004).
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3.2.1.1 Habitat

C. albicans se développe en tant que saprophyte dans le tube digestif de I'étre humain,
d'autres mammiferes et d'oiseaux. Elle se trouve dans I'environnement extérieur apres avoir
été contaminée par I'homme ou I'animal. Il se manifeste dés le début de la vie, par le biais du
contact maternel. Il se transforme en pathogene en raison de différents éléments tels que
I'immunodépression causée par une chimiothérapie intensive, par exemple, et I'age avancé.
Elle se propage généralement par voie endogene a partir du tube digestif par contiguité vers
les voies génitales, respiratoires, la peau ou par voie hématogene vers tous les organes. Il
présente un caractére spécifique pour les reins et I'eeil. Il est également possible de se

contaminer par voie sexuelle (Masson, 2015).
3.2.1.2 Aspects Morphologiques

Candida est un genre de levures dont les blastospores (blastoconidies) se manifestent.
Il s'agit de cellules microscopiques de 2 a 5 um par 3 a 7 pum, typiquement globulaires,
ovoides ou cylindriques. Macroscopiquement, ils se manifestent sous la forme de colonies
blanches a crémeuses de 1 a 3 mm de taille. Ils peuvent avoir une texture pateuse, lisse et
brillante, avec un bord régulierement ondulé (Graser et al., 1996).

Le génome de C. albicans comprend 16 Mb de génes (dont 200contiennent des
introns ; taille moyenne des ORF : ~1,5kb) répartis sur 8 paires de chromosomes homologues.
Dans certaines conditions de culture de C. albicans, on observe l'apparition de spores
massives, rondes ou ovales, avec une paroi épaisse, mesurant de 6 a 12 um de diamétre sur les

filaments mycéliens : ce sont des chlamydospores (Odds, 1979).

Figure 11: Morphologie de C.albicanssous forme levure(A), pseudofilament(B)
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3.2.1.3 Taxonomie

Candida est un genre de champignons imparfaits, appelés micromyceétes. C'est un
champignon eucaryote du régne des champignons, du phylum des Ascomyceétes, du
sousphylum des Saccharomycotina, de la classe des Saccharomycétes, de l'ordre des
Saccharomycétales. (Buffo et Herman., 1984).

Tableau 3:Classification actuelle de C.albicans (Fitzpatricket al., 2006).

Régne Fungi
Division Ascomycetes
Sous-division Saccharomycotina
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida
Espece Candida albicans

3.2.1.4 Toxicité et pouvoir pathogéne

Les Candida sont des micro-organismes endogénes ou exogenes qui ne sont
pathogenes qu'en présence de facteurs favorables locaux ou généraux. Il est possible que les
candidoses soient des infections opportunistes dont les origines sont trés diverses. Le domaine
clinique couvre des formes localisées (cutanées et/ou muqueuses), fréquentes en médecine
générale, aux atteintes invasives rencontrées chez les patients hospitalisés, qui sont souvent
associées a de nombreux facteurs de risque et dont le pronostic est souvent peu favorable. 1l
n'y a pas de maladie si ces levures sont présentes, car l'isolat responsable de I'infection est le
plus souvent celui que le malade accueille spontanément. Les atteintes invasives constituent
un exemple d'infections nosocomiales (Anofel, 2014). Elle est saprophyte et devient
pathogene si elle est présente en grande quantité. Elle entraine un érytheme cuisant, parfois

couvert de dépdts blanchatres crémeux.
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Matériel et méthodes

Dans le but de mettre en évidence I’activité de I’huile essentielle d’argan sur la croissance
d’Aspergillus fumigatuset Candida albicans une étude est effectuée durant la période de 17
janvier a 30 avril. Il est a noter que I’étude a été menée au sein de laboratoires de Mycologie
Biotechnologie et de 1’Activité Microbienne (Université des Fréres Mentouri- Constantinel,
Algérie).

1. Matériel

1.1 Matériel végétal

L’huile d’argan utilisé dans cette étude, a été fournie par Mme Ghorri Sana (chef département
de biologie végétal UFMC).Elle est extraite a partir des amandes de fruit d’arganier.
L'extraction de l'huile d'argan cosmétique s'effectue d’une maniére artisanale traditionnelle a

partir des amandes non torréfiés (El manfaloutiet al., 2010 ; Charrouf et Guillaum, 2007).

Figure 12: Extrait d’huile d’argan

1.1.1 Préparation de I’huile d’argan
1.1.1.1Récolte des fruits d’argan :

Les fruits matures d’Arganiaspinosa, sont récoltés par les femmes et les hommes berbéres.
Les fruits sont ensuite séchés au soleil pour faciliter la prochaine étape de production

traditionnelle.
1.1.1.2 Extraction traditionnelle :

L'extraction de I'huile d'argan est réalisée par les femmes d'une maniere tres artisanale suivant

les étapes:
-Dépulpage des fruits: les fruits mdrs sont soigneusement débarrassés de leur pulpe.

-Concassage des noix: les noyaux sont écrasés manuellement par les femmes a l'aide des

pierres tout en les tenant entre le pouce et I’index.
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-Séchage des amandes.

-Trituration: Les amandes sont moulues a I’aide d’une meule manuelle en pierre, donnant une
pate.

-pressage manuel: La pate est pressée avec les mains jusqu'a ce qu'elle devienne dure et libére

de l'huile sous forme de gouttelettes, par la suite I’huile est séparée par décantation
(Badreddine, 2016).

Figure 13:Etapes d’extraction traditionnelle de I’huile d’argan (badreddine, 2016)

A: Dépulpage des fruits, B: Concassage des noix, D: Trituration; F: Pressage manuel

2. Microorganismes utilisés

Deux souches de champignons a intérét médicale ont été utilisées, il s’agit d’Aspergillus

fumigatus (KF815581.1) fournie par Mme Zaamouchi et Candida albicans(ATCC10231) qui
a été aimablement fournie par Mme Benserrad;.
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2.1 Réactivation de la souche

Les souches conservées dans des cryobilles sont repiquées sur milieu PDA pour Aspergillus

fumigatuset incubées sept jours a 30°C et sur milieu Sabouraud pendant deux jours a 35°C

pour candida albicans afin de vérifier leurs puretés.

Figure 15:Les souches fongiques aprés réactivation
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3. Mise en évidence de la pureté des souches fongiques

Afin de vérifier I’identité de nos deux souches, qui sont déja référencées, une observation
macroscopique des colonies sur milieux de culture et microscopique a 1’objectif x40 ont été

effectuées.
4. Préparation de I’'inoculum

Afin de préparer les suspensions fongiques, tout d'abord, les souches fongiques d'Aspergillus
fumigatus et de Candida albicans sont ensemencées sur leurs milieux de cultures, a savoir le
milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour Aspergillus fumigatus et le milieu Sabouraud pour
Candida albicans et incubées respectivement 7 jours a 30°C et 24 heurs a 35°C afin
d'optimiser la croissance des champignons.

Une fois la période d'incubation terminée, on procéde au prélevement des colonies, A l'aide
d'une anse de platine stérile, on racle delicatement quelques colonies bien isolées et identiques

de chacune des souches fongiques a tester.

L'anse contenant les colonies est ensuite déchargée dans 9 ml d'eau physiologiquea0.9% de
Na ClI stérile. Le tube contenant les colonies d’Aspergillus fumigatus est additionné de 2 a

3gouttes de Tween20 pour disperser les spores.

Les suspensions sont alors bien homogénéisées a l'aide d'un vortex pour obtenir une
répartition uniforme des cellules fongiques dans le milieu liquide, Les suspensions ainsi

préparees sont prétent a étre utilisées pour les tests ultérieurs.

Figure 16: La préparation de la suspension fongique
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4.1 Détermination de la concentration de I’inoculum par turbidimétrie

Le nombre de cellules présentent dans une suspension est proportionnel au trouble d’une
suspension microbienne (bactéries, levures, spores).La mesure turbidité est réalisée a 1’aide
d’un spectrophotométre. L’absorbance est mesurée Entre 500 et 650 nm (El-Kirat-Chatel,
2010).

Selon la norme de National Committee for Clinical Standard (NCCLS). L’inoculum de
Candida albicans doit correspondre & une concentration de 1 a 5x10° UFC/ml. Une

suspensions de levure a été préparée a partir d’une culture jeune de (24h).

La densité cellulaire de chaque suspension a été ajustée par dilution dans I’eau physiologique
stérile a 8,5%o0 (Michael et al., 2002) et en calibrons a 0,08 a 0,1a une densité optique de
625nm qui Correspond a 10°UFC/ml (Michael et al., 2002).

La suspension sporale d’Aspergillus fumigatus été préparée a partir d’une culture agées de
sept jours dans de I’eau physiologique stérile a9%, puis a été calibrée a 0.09 a 0.1 a une
densité optique de 530 nm qui Correspond a 10*UFC/ml (Espinel-Ingroffet al., 2009).

4.2 Préparation de concentration des huiles essentielles

La gamme de concentration de 1’huile d'argan a été préparé dans des tubes par la méthode
des dilutions de deux en deux (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32...).

A vpartir de I’huile d'argan, On a préparé 2 dilutions (1/2,1/4), la premiére contient 500ul
d’huile d'argan et 500 pul de diluant (DMSO) c’est la dilution (1/2).

A partir de cette derniére 500l a été prélevé et additionné a 500 ul de DMSO afin d’obtenir
la dilution (1/4).

P

g .
Figure 17: Préparations des concentrations d’huile d’argan
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[ 500 pl du premier tube (1/2) + ]

500 pul DMSO
500ul d’huile d'argan + 500 @
pl de diluant (DMSO) 1\2
1\4

Figure 18: Préparation des dilutions d’huile d’argan

5. Evaluation de P’activité antifongique

L'évaluation de [lactivité antifongique implique generalement des tests in vitro pour
déterminer l'efficacité d'un agent antifongique contre un champignon specifique. Ces tests
peuvent inclure des méthodes de diffusion en gélose, des tests de dilution en série, ou des tests

de microdilution en plaque.

Les résultats sont souvent interprétés en fonction de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) ou de la concentration minimale fongicide (CMF), qui indiquent respectivement la plus
faible concentration d'agent antifongique nécessaire pour inhiber ou tuer la croissance
fongique. Ces évaluations sont cruciales pour le développement et l'utilisation clinique des

agents antifongiques.

5.1 Evaluation de activité antifongique de I’huile essentielle d’argan sur A.

Fumigatus et C. albicans

Dans notre étude, 1'évaluation de l'activité¢ antifongique de I’'HE d’argan vis avis les souches
fongiques (Aspergillus fumigatus et Candida albicans), a été réalisé par les méthodes de
diffusion par disques et par puits. Ces derniers sont rapportées par plusieurs auteurs
notamment :(Benkeblia, 2004 ;Hanif et al., 2011 ;Mnayer, 2014 ; Kermiche et Chougui.,
2014).
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5.1.1 Méthode de diffusion par disque

La méthode de diffusion par disque réalisé pour évaluer ’activité antifongique est similaire a
celui utilisé pour évaluer 'activité antibactérienne (I’antibiogramme). Cette méthode se base
sur le principe de préparer des disques stériles de 5mm de diamétre, imbibés avec 15 pul
d’huile essentielle d’argan et ou sa dilution (1/2 ou 1/4), deux disques supplémentaires sont
réserves pour le témoin négatif (DMSQ) chargés par le méme volume. Puis de déposer 3 a4
disques sur la surface de gélose en boite de Pétri préalablement ensemencée avec le

microorganisme-test (Aspergillus fumigatus et Candida albicans).

Pour chaque traitement, trois répétition sont été effectués, Les boites sont fermées avec le
para-film et ensuite incubées sept jours a 30°C pour Aspergillus fumigatus et 48h a72h a 35°C

pour Candida albicans.

Les agents antifongiques se diffusent dans la gelose environnante, créant une concentration

décroissante avec la distance par rapport au disque.

Si I’agent antifongique est efficace contre le micro-organisme fongique, une zone d’inhibition
de la croissance fongique se forme autour du disque, indiquant son activité antifongique selon

Clinical and Laboratory Standards Institute en 2017.

La zone d'inhibition qui se forme autour du disque (halo clair autour du disque) signifie que

les microbes n’ont pas pu se développer.

Le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré en mm il est proportionnelle a la sensibilité de
nos souches a I’HI d’argan (Benkeblia, 2004 ;Hanif et al., 2011).

A — g
ES P
<

7

Figure 19: Méthode de diffusion par disque.
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Figure 20: Schéma représente les étapes de la méthode de diffusion par disque.

5.1.2 Méthode de diffusion par puits
Cette technique est semblable a la méthode de diffusion par disque, mais ce dernier est

remplace par un puits creusé stérilement sur le milieu ensemencé.

L’incubation des boites 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 diameétre dépend de la sensibilit¢ a I’'HE

(Mnayer, 2014).

Le développement des cultures est en fonction de la concentration en HE maintenue
(Kermiche et Chougui., 2014).

La technique consiste a creuser a 1’aide des pipettes pasteur stériles quatre puits a la surface
de gélose (PDA et Sabouraud additionnées d’antibiotique) préalablement ensemencée par la
suspension microbienne par la technique d’écouvillonnage. Ensuite, dans chaque puits 100pL

d’huile essentielle d'argan est introduit a ’aide d’une micropipette.
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Pour chaque traitement, trois répétitions sont été effectués. Les boites sont fermées et ensuite

incubées sept jours a 30°C pour Aspergillus fumigatus et 48h a72h a 35°C pour Candida
albicans.

L’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide autour du puits, dont
le diamétre est mesuré a I’aide d’une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le

diamétre de la zone d’inhibition.

Figure 21: Les étapes de la méthode de diffusion par puits.
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1. Mise en évidence de la pureté des souches fongiques

La Vérification de la pureté d'une souche fongique passe par plusieurs analyses
complémentaires. L’observation microscopique des structures fongiques, comme les hyphes

et les conidiospores, doit révéler une morphologie uniforme, sans élément étranger.

1.1 Aspergillus fumigatus

1.1.1 Etude macroscopique

Un examen macroscopique des colonies permet d'évaluer I'homogénéité de leurs

caractéristiques telles que la couleur, la texture et la morphologie.

Tableau 4: Identification macroscopique de la souche A.fumigatus.

Caractére macroscopique

Sur gélose PDA :

- la culture : apparition rapide en 3 a 5 jours de colonies vert-foncé, puis devenant gris vert-

foncé d’aspect poudreux, Granuleux a velouté rarement floconneux.

- La croissance d’Aspergillus fumigatus est rapide 3 a 5 jours a 30 °C. Son revers est de

couleur tres variable (incolore a rouge-foncé, vert ou brun).

- Le centre des colonies peut présenter un aspect légérement bombé ou méme cratériforme.
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1.1.2 Etude microscopique

Figure 22: Identification microscopique de la souche A.fumigatus.

Au microscope, on observe un mycélium cloisonné composé d'hyphes septées de
couleur hyaline. Cet examen permet de préciser par des caractéristiques la téte Aspergillaire
qui est en colonne longue. Le conidiophore est long, lisse, incolore et coloré dans les tons de
vert surtout a la partie terminale. La vésicule hémisphérique est aplatie au sommet et les

conidies sont globuleuses, rugueuses a échinulées.

1.2 Candida albicans
1.2.1 Etude macroscopique

Tableau 5: Identification macroscopique de la souche C.albicans.

Caractére macroscopique
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Sur gélose Sabouraud :

- Les colonies de Candida albicans apparaissent généralement de couleur blanche a créme.

- Elles ont un aspect lisse, luisant et Iégérement bombé en leur centre.

- La texture des colonies peut varier de lisse a granuleuse ou ridée selon les conditions de
culture.

- Le diamétre des colonies peut atteindre plusieurs millimetres apres 48-72 heures
d'incubation.

- Certaines souches peuvent produire un leger pigment jaunatre ou rose sur ce milieu.

1.2.2 Etude microscopique

Figure 23: Identification microscopique de la souche C.albicans.

- Les levures de Candida albicans sont de forme ovoide mesurant 4 a 6 ulde diamétre a

bourgeonnement multilatéral.
- Les cellules peuvent se présenter de maniére isolée, en couples ou en petits amas.

- La reproduction se fait essentiellement par bourgeonnement, avec formation de cellules
filles attachées a la cellule mere.

- En plus des levures, on peut observer la formation d'hyphes et de pseudo hyphes, structures
filamenteuses caractéristiques de C. albicans.

- La production de chlamydospores, structures de résistance sphériques et volumineuses, peut

également étre mise en évidence.
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2. Détermination de I’activité antifongique

Nous avons pu démontrer le pouvoir antifongique de ’HE d’argan obtenue par rapport

aux deux champignons étudiés grace a la méthode de diffusion des puits et des disques.
Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 6: Zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE d’argan et les espéces
A.fumigatus et C.albicans.

M DO (non M D1 M D2 Témoin ECT
diluée) (DMSO)

Souches

A.fumigatus 28 0 0 0 +0,81649658
méthode de

diffusion par

disques (mm)

A.fumigatus 23 0 0 0 +0,81649658
méthode de
diffusion par puits
(mm)

C.albicans méthode 22 0 0 0 +0,81649658
de diffusion par
disques (mm)

C.albicans méthode 18 0 0 0 +0,81649658
de diffusion par
puits (mm)

2.1 Activités antifongique estimées par la méthode des disques

Concernant I’activité antifongique de I’huile essentielle estimeée par la méthode des
disques, les diametres d'inhibition obtenus aprés Sjours d’incubation montrent une variabilité
aussi bien au niveau des 2 champignons qu'au niveau des différentes concentrations. D'apres
le tableau 4.
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2.1.1 Activité antifongique contre Aspergillus fumigatus

Figure 24: Résultats de I’activité antifongique des de I’HE sur Aspergillus fumigatus /5j

Figure 25: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations

¢ La moyenne des zones d’inhibition mesuré = 28 mm (28 + 27 + 29/ 3)

Le tableau présent les résultats d'une étude sur I'effet inhibiteur de I'huile essentielle
d'argan contre le champignon Aspergillus fumigatus. La moyenne des zones d'inhibition sont

indiquées en millimétres (mm) pour les trois répétitions (R1, R2, R3).

Les données montrent que I'huile essentielle d'argan brute (non diluée) (DO) produit des zones

d'inhibition significatives d’'une moyenne de 28 mm.

Cela indique que I'huile essentielle d'argan non diluée a des propriétés antifongiques
puissantes contre Aspergillus fumigatus.
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En revanche, les deux concentrations diluées testées (D1 et D2) n'ont montré aucune activité
inhibitrice (zone d’inhibition=0).

Ainsi que le témoin (T) n'ont présenté aucune activité inhibitrice, toutes les mesures étant de 0

mm pour chaque répétition, avec une moyenne de 0 mm.

Ceci indique que des concentrations réduites (les dilutions) d'HE d’argan ne sont pas efficaces

pour inhiber la croissance d’Aspergillus fumigatus.

30
25
° 20 1 M DO (non diluée)
g 15 1 ®MD1
(T
a M D2
10 A
@ Témoin (DMSO)
5 .
0 .
A.fumigatus (méthode de diffusion par disques)

Figure 26: Les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE d’argan,
de I’espéce A.fumigatus (Méthode de diffusion par disques).

2.1.2  Activité antifongique contre Candida albicans

Figure 27: Résultats de I’activité antifongique de I’HE sur Candida albicans /5j
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.

Figure 28: Résultats de ’activité antifongique des différentes concentrations

e La moyenne des zones d’inhibition mesuré = 22 mm (21 + 22 + 23/ 3).
Selon le tableau 04, I'évaluation de cette activité a été également estimée par la mesure du

diametre des halos d'inhibition trouver autour de la souche de levure utilisées.

L'analyse des résultats montre une activité de 1’huile d’argan a DO vis-a-vis Candida albicans,

I’huile d’argans brute est statistiquement plus active que les dilutions.

En effet, les diametres de la zone d’inhibition de la premiére (DO0) atteignent 22 mm.
Par ailleurs, les deux dilutions (D1 et D2) ne présentent pas d'activités antifongiques contre

Candida albicans et les diamétres des zones d’inhibition enregistrées sont égaux a 0 mm.

En revanche, le témoin (T) n’a présenté aucune activité inhibitrice. Ces résultats
mettent en évidence l'efficacité significative de I'HE d'argan non diluée contre Candida

albicans.

Tandis que les dilutions d'HE d'argan ainsi que le témoin ne présentent aucun effet
inhibiteur. Ainsi, maintenir une concentration adéquate d'HE d'argan est essentiel pour

observer son efficacité contre cette levure.
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Figure 29: Les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE d’argan,
de I’espéce C.albicans (Méthode de diffusion par disques).

2.2 Activités antifongique estimées par la méthode des puits

L'activité antifongique de I'huile essentielle, évaluée par la méthode des puits, a révélé

une variabilité des diamétres d'inhibition apreés cing jours d'incubation.

Cette variabilité est observée tant au niveau des deux champignons testés qu‘au niveau

des différentes concentrations de I'huile essentielle (Le tableau 4 illustre ces différences).

2.2.1 Activité antifongique contre Aspergillus fumigatus

Figure 30: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations de I’HE sur Aspergillus fumigatus
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Figure 31: Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations

e La moyenne des zones d’inhibition mesuré = 23 mm (23 + 24 + 22/ 3).
Le tableau 04 indique les activités les plus importantes qui sont obtenues avec I'huile d’argan
brute (non dilué). Cette derniere a montré la plus importante activité sur la souche
d’Aspargillusfumigatus testé, elle est active contre cette derniére, la moyenne du diamétre de
la zone d'inhibition est égale a 23 mm. Cependant, le diamétre de la zone d’inhibition des trois

répétitions n'a pas dépassé 0 mm.

En outre, les effets des deux dilutions (D1 etD2) de I’huile d’argan dans le DMSO contre

d’Aspargillus fumigatus s'exprimant par une activité inhibitrice nulle (zone d’inhibition=0).

25
20 -
@ 15 - @ M DO (non diluée)
=)
(]
g HMD1
8 10 - M D2
H Témoin (DMSO)
5 .
0 .
A.fumigatus( méthode de diffusion par puits )

Figure 32: les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE d’argan,
de I’espéceA.fumigatus (Méthode de diffusion par puits).
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2.2.2  Activité antifongique contre Candida albicans

Figure 33: Résultats de I’activité antifongique de I’'HE

Figure 34 : Résultats de I’activité antifongique des différentes concentrations

e La moyenne des zones d’inhibition mesuré = 18 mm (17 +19+ 18 / 3)

Le Tableau 04 montre que I'HE d'argan non diluée (DO) a généré des zones
d'inhibition avec une moyenne de 18 mm, indiquant une inhibition significative de la
croissance de Candida albicans. En revanche, les dilutions d'HE d'argan (D1 et D2) ainsi que
le témoin (T) n‘ont montré aucune activité inhibitrice, avec des mesures de 0 mm pour chaque
répétition. Ces résultats indiquent que les concentrations réduites d'HE d'argan ne sont pas

efficaces pour inhiber la croissance de Candida albicans.

Bien que I'HE d'argan non diluée présente une certaine activité inhibitrice contre Candida
albicans, les dilutions d'HE d'argan et le témoin n'ont montré aucun effet inhibiteur. Il est
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donc crucial de maintenir une concentration adéquate d'HE d'argan pour observer une
efficacité antifongique contre cette levure.

20

18 -

16 ~

14 -
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E M DO (non diluée)

10 ~ EMD1

Diametre

MM D2

H Témoin (DMSO)

C.albicans (méthode de diffusion par puits)

Figure 35: Les diamétres des zones d’inhibition (mm), en présence de différentes concentrations d’HE d’argan,
de I’espéce C.albicans (Méthode de diffusion par puits).
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Figure 36 :Etude comparative des diamétres des zones d’inhibition, en présence de différentes concentrations
d’HE d’argan sur A. Fumigatus et C. Albicans (les deux méthodes de diffusion).
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Discussion

L’HE d’argan semble avoir un effet antifongique plus important sur A. fumigatus que
sur C. albicans, avec des zones d’inhibition plus grandes pour A. fumigatus a la concentration
de référence (DO).

Apres avoir comparé les résultats obtenus par les deux méthodes utilisées dans la
figure 36, il est possible de déterminer que la méthode de diffusion par disques semble étre la

plus appropriée pour évaluer I’activité antifongique de ’'HE d’argan.

En effet, cette approche présente plusieurs avantages par rapport a la méthode de

diffusion par puits :

o La méthode des disques s’est montrée légerement plus sensible, avec des zones
d’inhibition plus importantes pour les deux espéces fongiques testées a la
concentration de référence (DO).

o Les résultats obtenus avec cette méthode ont demontré une meilleure répétabilité, avec

des écarts-types plus faibles.

Bien que les deux méthodes se soient permis d’obtenir des résultats cohérents et
complémentaires, la diffusion par disques semble donc étre la plus appropriée pour évaluer

’activité antifongique de ’HE d’argan contre Aspergillus fumigatuset Candida albicans.

Les huiles essentielles d'origine végétale ont prouvé leur valeur en tant que source de

molécules aux effets antimicrobiens (Elhidaret al., 2019).

De nombreuses études ont démontré leurs effets antifongiques (Ait Sidi Brahim et al.,
2015 ; Abuduniaet al., 2017).

L’utilisation des huiles essenticlles suscite un intérét croissant en raison de leurs
diverses propriétés thérapeutiques et de leurs applications potentielles dans le domaine de la
santé. Les huiles essentielles ont démontré des propriétés antimicrobiennes puissantes contre
un large éventail de micro-organismes, y compris les bactéries, les champignons et les virus
(Nedorostovaet al., 2009).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent ’activité antifongique de I’HI d’argan
contre A.fumigatus ce qui est en accord avec ceux rapportés par (Aziza Lfitatet al., 2023 qui

ont révélé la présence d’activité antifongique d’huile d’argan contre Aspergillus fumigatus.
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Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la concentration de I'HE d'argan
est un facteur clé pour son efficacité antifongique contre Aspergillus fumigatus et Candida
albicans. Une concentration élevée de I'HE est nécessaire pour observer un effet inhibiteur
significatif.

On note que la concentration des huiles essentielle influence I’activité inhibitrice, plus
la concentration de I’extrait augmente plus les diametres d’inhibitions sont importants, et cela

a été constaté par (Karagozet al., 2010).

La variabilité des résultats est probablement due a I’influence de plusieurs facteurs
tels que la méthodologie, les microorganismes testés et I’huile essentielle utilisée, cela été,
également reportée par (Pattnaiket al., 1996) et confirmé par Suhr et Nielsen (2003), qui ont

mentionné que I’effet antifongique des huiles essentielles dépend de la méthode d’application.

Selon les travaux de (Tijiet al., 2021), la quantité d'HE diffusée a partir d'un disque
est plus facile a standardiser que celle diffusée a partir d'un puits, ou des variations dans la
profondeur et le diamétre des puits peuvent affecter la diffusion. Le mécanisme d'action des
huiles essentielles est difficile a expliquer en raison de sa complexité. Il est possible que
chaque composant ait son propre mécanisme d'action, L'efficacité des huiles essentielles
dépend du composé le plus abondant décrit. Ceci est également le cas dans nétre étude ou
I’activité antifongique par la méthode de diffusion par disques, nous a donnée des diamétres

d’inhibition Plus approprié que la méthode de diffusion par puits.

Selon Rossi et al.(2007), les HE sont considérées comme actifs si elles produisent des
diameétres d’inhibition de croissance microbienne supérieurs ou égale a 15 mm, Ce fait a

également été le cas de notre étude.

En comparant les deux espéces, Aspergillus fumigatus montre des zones d'inhibition
plus larges (23 mm et 28 mm) par rapport a Candida albicans (22 mm et 18 mm), indiquant
une sensibilité accrue d’4. Fumigatus a I'HE d'argan. Ces résultats montrent que I'HE d'argan
possede une activité antifongique significative contre les deux espéces testées, avec une
efficacité légerement supérieure contre A. fumigatus. Ceci confirme que l'inhibition des
germes par les huiles essentielles dépend de leurs profils chimiques et de la structure de la

membrane cellulaire décrite dans les travaux de (Boukssaimet al., 2013).

L’identification de la souche d’Aspergillus fumigatus comme étant la plus sensible a

I’huile d’argan non diluée est également un résultat intéressant. Cela suggere que certaines
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especes fongiques pourraient étre plus susceptibles que d’autres aux effets inhibiteurs de cette

huile essentielle.

Cette spécificité d’action pourrait étre liée a des différences dans 1la composition et la
structure des parois cellulaires des champignons, ou encore a des mécanismes de résistance et

de tolérance variables selon les espéces.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Ponce (2003) qui a prouvé
qu’Aspergillusflavuset Aspergillus niger sont des souches sensibles a I’huile essentielle
d’argan tandis qu’Aspergillus fumigatuset pénicillium sp sont des souches extrémement

sensibles a cette derniére.

Il en ressort, également, a travers cette étude la présence d’une activité antifongique de
I’huile d’argan vis a vis Candida albicans, Cependant, d’autres auteurs ont révélé 1’absence
d’activité antifongique d’huile d’argan contre Candida albicans (Charrouf et Guillaum,
1999). Ce résultat contradictoire obtenu dans notre travail, pourrait confirmer les études de
(Halmi, 2015) ou il a montré que I’activité antimicrobienne ne dépond pas seulement a la
présence des composes phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites

secondaires.

Cela pourrait expliquer aussi que nombreux facteurs écologiques tels que la
température, I’humidité relative, I’insolation et la nature du sol peuvent influencer la
composition chimique des huiles essentielles ce qui est en accord avec les études de (Oliveira
et al., 2005).

selon Hussain et al. (2009), I’activité antimicrobienne peut étre influencée également

par les familles des plantes.

Dans 1’étude approfondie de (Bounatirouet al., 2007) sur I’effet inhibiteur des huiles
essentielles, la période de la récolte des plantes peut aussi avoir un effet sur I’activité

antimicrobienne.
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Conclusion

Aujourd'hui, de nombreuses plantes aromatiques et médicinales possédent des
propriétés biologiques significatives qui sont une source inépuisable de substances bioactives,
trouvant des applications variées dans divers domaines a savoir en médecine, en pharmacie en

cosmétologie...etc.

Au terme de cette étude, nous avons essay¢ d’évaluer l'activité¢ antifongique de I'huile
essentielle d'argan vis-a-vis de deux espéeces d'intérét médicale, Aspergillus fumigatus et
Candida albicans qui sont des champignons mal connus et relativement peu étudiés surtout
dans le milieu médical. Néanmoins ces champignons sont responsables de diverses pathologie
végétale, animale et humaine. Cette recherche a révélée des résultats prometteurs.

L'huile essentielle d'argan a demontré une activité antifongique significative contre ces
deux souches, suggérant la présence de composés actifs capables d'inhiber la croissance de
ces pathogeénes fongiques. Ces résultats indiquent que I'huile essentielle d'argan pourrait étre
développee comme une alternative ou un complément aux traitements antifongiques

conventionnels, en particulier pour les infections causées par A. fumigatus et C. albicans.

Les résultats obtenus dans notre étude montrent un effet trés intéressant de 1’huile
brute sur les deux souches. Néanmoins, nos résultats varient en fonction des variétés de

concentration de 1’huile testée.

L’¢évaluation du pouvoir antifongique d’extrait d’argan par la méthode de diffusion sur
gélose contre A. fumigatus et C. albicans, a révélé que [D’extrait de la plante
d’Arganiaspinosaétudiee possede une activité antifongique par des zones d’inhibition

important.

En général, nous pouvons conclure que cette plante est riche en métabolites
Secondaires qui donnent une valeur thérapeutique et médicinale importante, mais cette étude
Reste préliminaire et pas indicative sur le mécanisme réel par lequel agit cette plante, et elle
ne Constitue qu’une premiere étape dans la recherche des substances de source naturelle

biologiquement actives.
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En perspective, ce travail est une étape préliminaire pour des études plus larges, plus

approfondies et plus accomplies incluant :

» Une analyse approfondie de la composition chimique de l'huile essentielle d'argan
pourrait permettre d'identifier les composés spécifiques responsables de I'activité en
utilisant ’HPLC.

> Mener des études pour comprendre les mécanismes d'action de Il'huile essentielle
d'argan sur les cellules fongiques. Cela inclut I'exploration de Il'impact sur les
membranes cellulaires, les processus métaboliques et les voies de signalisation des
champignons.

» Evaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo de I’huile essentielle de
I’argan et de ces composés actifs en utilisant différentes techniques.

» une étude plus poussée de ’activité antifongique non seulement sur le HE utilisée
seule, ou leurs composants majoritaires, mais également en mélange avec d’autres
huiles, permettant ainsi une nouvelle synergie. Il serait intéressant de continuer ces
travaux sur d’autres champignons pathogenes, afin de confirmer ou non I’efficacité

des HE.
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Annexes

Annexes 01

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) :

- Laver et rdper 200g de pomme de terre.

- Les mettre dans 500ml d’eau distillée et porter a ébullition

- Filtrer et compléter a 1L :

GIUCOSE. ...ttt et ettt ettt e e e e e e e et et et e et e e e et e ate e e e e et et et e aeebeeaeen e s

N TR
Bau diStillCe. .. oot 1000ml.

Figure 01: Les étapes de la préparation de milieu PDA



Annexe 02

Composition et préparation de I’eau physiologique a 0,9%

Dissoudre completement le NaCl de 1’eau distillée. Stériliser dans I’autoclave

Annexes
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