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Introduction générale

L’homme et les plantes vivent coté a coté depuis des dizaines de milliers d’années,
I'usage des plantes que ce soit par hasard, la superstition, les religions, ou par 1I’expérience
reléve d’une philosophie déja exprimée depuis la plus haute antiquité.

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, 10 a 20% des
hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques, les
épidémiologies des infections fongiques et les phytopathologies, ont changé au cours de ces
vingt derniéres années (Garnica.M, 2009).

Pour cela des alternatives de traitement ont vu le jour justifie la recherche intense de
nouveaux médicaments plus efficaces et moins toxiques que les médicaments existants.

Aujourd’hui les traitements & base de plantes reviennent au premier plan, car
I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques, les antifongiques (qui sont considérés
comme la solution quasi universelles aux infections graves) décroit, et a abouti a
I’émergence et la propagation des organismes multirésistants et a d’autres inconvénients
divers en termes de toxicité, de mauvais usages, des effets secondaires, de pollution et le
codt élevé (Collectif, 2001).

En effet la plante n’est pas une « recette magique » dotée d’une action unique, mais
un ensemble complexe constitue une source inépuisable d’agents thérapeutiques grace aux
principes actifs qu’elles renferme : les phénols, les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les
anthocyanes, les anthraquinones, les coumarines, les saponines, les vitamines, et les huiles
essentielles ou essences végétales comptent parmi les plus importants principes actifs des
plantes du fait de leurs multiples et diverses applications (Jean-Luc et Sallé, 1991;
Collectif, 2001).

Il existe plusieurs expressions pour définir une huile essentielle mais selon la 7e
édition de la Pharmacopée européenne, les HEs sont défini comme : « Produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d'une matiére premiere végetale de
définition botanique, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par une méthode mécanique
sans chauffage » (El Asbahani. A, 2015).

Elles pourraient étre extrait par différentes méthodes : par hydrodistillation, par
entrainement a la vapeur d’eau, par les solvants organiques, par CO2 supercritique, par
radiation ultrasonique, extraction assistée par micro-ondes et par expression a froid
(Mohamed Nadjib.B, 2019).
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En général, les constituants des huiles essentielles sont les terpénes d'hydrocarbures
(isoprénes) et les terpénoides. Les premiers composés sont des monoterpenes et des
sesquiterpénes. Les seconds, également appelés isoprénoides. Elles sont les dérivés
oxygénés de terpenes hydrocarbonés tels que les alcools, aldéhydes, cétones, acides,
phénols. Certains HES contiennent une autre classe de molécules oxygénées qui sont les
phénylpropanoides et leurs dérivés (Bakkali. F, 2007).

Les HEs sont des liquides aromatiques huileux volatils extraits de plantes
aromatiques. lls pourraient étre biosynthétisés dans différents organes végétaux comme
métabolites secondaires, accumulés et stockés dans des structures histologiques (les
glandules sécrétoires). Leurs rendements d’extraction varient selon les espéces et les
organes. lls restent toutefois tres faibles (environ 1%), ce qui en fait des substances rares tres
précieuses (Svobodo. K.P, 2003).

Elles font I'objet d'études actives dans le monde entier pour ; leur emploi possible en
vue de la préservation des aliments contre I'oxydation et comme remedes contre les
infections, et pour leurs diverses applications intéressantes telles que le diagnostic in vitro,
la thérapie, la cosmétique, le textile, etc. (EI Asbahani. A, 2015).

Dans ce sens, 1’ Aneth et le Carvi de leurs noms scientifiques : d’Anethum graveolens
et Carum carvi respectivement font 1’objet de notre recherche en raison de leurs richesses
en substances intéressantes, et offrent une variété des propriétés médicinales on peut citer :
antiseptique, aromatique, anesthésique, anti-anxiété, diurétique, fongicide, antibactérien,
anti-inflammatoire, relaxant musculaire, anti-ulcere, et analgésiques muqueux protecteurs
(Jaripa. B, 2008; Huda Jasim.A, 2017).

L’objectif principal de cette étude est 1’extraction des huiles essentielles de deux
plantes de la famille des Apiaceae : Anethum graveolens et Carum carvi par hydrodistillation
simple et hydrodistillation par le diapositif DAIHAN et en deuxiéme point évaluation de
I’effet de ces derniéres vis-a-vis deux souches fongiques : Candida albicans et Fusarium
oxysporum par la méthode de diffusion en milieu solide.

Ce manuscrit, est développé en deux chapitres.

Le premier chapitre est consacré pour les différents méthodes utilisées durant notre
partie expérimentale.

Le deuxieme chapitre est conservé pour les différents résultats et discussion obtenus

au cours de notre travail.
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En terminant par une conclusion générale qui fait I’objet d’une appréciation de
différents résultats et perspectives de 1’utilisation des huiles essenticlles vis-a-vis les

différentes souches en aspect antifongique.



Partie
experimentale



Chapitre 1

Materiel et
meéthodes



Chapitre | Matériel et méthodes

1. L’objectif et le lieu de travail :

L’objectif de notre travail est d’une part, 1’exploitation de deux plantes de la famille
des Apiaceae : le carvi (Carum carvi) et I’aneth (Anethum graveolens) a travers I’extraction
de ses HEs. D’une autre part les utiliser comme alternatives aux antibiotiques et aux
pesticides par 1’évaluation de leurs effets antifongiques.

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de protection des
végetaux au sein de Département des Sciences Biologiques et le laboratoire B de
microbiologie, a 1’Université Ibn Khaldoun — TIARET- : durant une période allant du : 12
avril 2021 au 12 mai 2021.

1.1 Matériels biologiques :
1.1.1 Matériels végétals :
1.1.1.1 Généralité sur la famille Apiaceae :

Les Apiacées autrefois appelées Ombelliferes, comprennent 300-455 genres et 3000
3750 espéces réparties dans I'némisphére nord. Ses membres comprennent des légumes
économiquement importants (par exemple, carotte, panais, céleri) et des condiments (par
exemple, coriandre, carvi, cumin, persil et aneth). 1ls ont des saveurs distinctives qui sont en
grande partie dues a divers composés volatils dans les fruits et les feuilles qui expliquent non
seulement leur utilisation culinaire étendue, mais aussi de larges applications en médecine
traditionnelle (Nurhayat . T, 2006).

Les caractéristiques principales des membres d'Apiaceae sont : la nature herbacée

aromatique, les feuilles non stipulées et disposées d’une fagon alterne, les tiges creuses, les
petites fleurs, faciles a reconnaitre grace a ses inflorescences typiques : les ombelles simples

ou composees (Fig.01).

ombellule

s 2

bractées
rayon (pédoncu- de I'involucelle
le) de ['ombelle bt

Apiacées | linvolucre

Figure 01: ombelle simple (1), ombelle composeée (2), structure d'une ombelle d'Apiaceae (3)
(Jaccon.G, 2015)
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La famille des Apiaceae comprend un grand nombre de plantes qui sont utilisées
pour différentes fins, y compris la nutrition, la médecine, les boissons, les épices, les
répulsifs, les colorants, les cosmétiques, les parfums, etc... (Aéimovié¢. M et Kostadinovi¢.
L, 2015).

Les graines de cette famille sont considérées comme une source prometteuse de
I’acide gras peu courant l'acide pétrosélinique (C1gH3402) (Fig.02) : sa teneur dans les huiles

de graines d'Apiaceae est généralement supérieure a 50% (Bagci, 2007).

OH

° A

Figure 02:Structure chimique de I'acide pétrosélinique (Wik)

Les graines de deux plantes testées ont été achetées a partir d’une épicerie.

1.1.2 Carvi (Carum carvi) :

Nom vernaculaire en Algérie : Karwia

Nom usuel francgais : Carvi, Cumin des prés, Cumin de montage, faux anis. (David.B)
1.1.2.1 Description :

Plante herbacée bisannuelle et aromatique. Sa racine est pivotante, en fuseau,
charnue et odorante, sa tige est sillonnée, anguleuse et ramifiée deés la base. Ses feuilles sont
finement découpées et les fleurs, petites et blanches, roses ou encore rouges (Fig.01) et elles
sont disposées en ombelles. Le fruit est un schizocarpe qui se sépare en deux akenes et il est
tres parfumé (Arvy .M, 2003).

Figure 03 : carum carvi (gaines et herbe) (jar)
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1.1.2.2 Habitat et culture :

Le carvi est cultivé en Europe, en Russie, en Afrique du Nord, en Asie et aux Etats-
Unis. Il pousse dans les endroits ensoleillés jusqu'a 2 000 m d'altitude. Ses graines sont
récoltées a maturité a la fin de I'été (Collectif, 2001).
1.1.2.3 Constituants :

Huile essentielle a haute teneur en carvone (env. 50%), limonene, flavonoides,
polysaccharides, protéines et furano-coumarines (Collectif, 2001).
1.1.2.4 Histoires et traditions :

Le carvi est utilisé couramment en cuisine comme condiment ou épice grace a sa flaveur
(Rasooli.A-1, 2016).
1.1.2.5 Effets et usages medicinaux :

Les graines soignent l'appareil digestif et agissent directement sur les muscles
intestinaux pour soulager coliques, ballonnements et flatulences. Elles améliorent le souffle,
stimulent I'appétit, régularisent le rythme cardiaque perturbé par des troubles digestifs et
soulagent les regles douloureuses. De plus, elles sont diurétiques, expectorantes et
fortifiantes (Claude.L, 2008).

Tableau 01 : Classification botanique de Carum Carvi (Michel.B, 2010)

Carvi

Régne Plantae
Division Magnoliophyta

Classe Magnolipsida

Ordre Apiales
Famille Apiaceae

Genre Carum
Espéce Carvi

1.1.3 Aneth (Anuthum graveolens) :
Nom commun : Aneth, fenouil puant, ou fenouil batard.
Nom connu en arabe : Shibth (Esmail, 2014)
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1.1.3.1 Description :
Plante annuelle aromatique, a tige creuse, a feuilles soyeuses et a nombreuses fleurs

jaunes en ombelles. Le fruit, trés Iéger, est acre (75 cm de haut) (Fig.04).

1.1.3.2 Habitat et culture :

L'aneth est originaire de I'Europe du Sud, de I'Asie centrale et méridionale. A I'état
sauvage, il pousse sur les friches. On le cultive notamment en Europe et en Amérique du
Nord. Les feuilles sont utilisées en cuisine comme aromate (Collectif, 2001; Shekhawat.G,
2010).
1.1.3.3 Constituants :

Les graines de l'aneth contiennent jusqu'a 5% d'huile essentielle (carvone et
limonéne), des flavonoides, des coumarines, des xanthones et des triterpénes
(Shekhawat.G, 2010).
1.1.3.4 Histoires et traditions :

Dans une ancienne recette égyptienne, on recommande I'aneth, associé a d'autres
ingrédients, pour faire un mélange employé contre la douleur. Les Grecs recouvraient leurs
yeux avec des feuilles d'aneth pour s'endormir plus vite. Au Moyen Age, I'aneth éloignait le
mauvais sort (Collectif, 2001; Shekhawat.G, 2010).
1.1.3.5 Effets et usages médicinaux :

L'aneth a toujours été prisé pour ses effets benéfiques sur lI'estomac, soulageant
notamment les flatulences et facilitant la digestion. Son huile essentielle soigne les spasmes
intestinaux et les coliques. Macher des graines d'aneth rafraichit I'haleine.

L'aneth est un precieux complément aux remedes contre la toux, le rhume et la grippe ; c'est

aussi un diurétique léger (Claude.L, 2008).
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Tableau 02:Classification botanique d'Anethum graveolens (Michel.B, 2010)

Aneth

Regne Plantae
Division Angiosperme
Classe Dicotylédone

Ordre Apiale (ombellale)
Famille Apiaceae

Genre Anethum
Espéce Graveolens

1.1.4 Souches fongiques :

Nous avons utilisé la souche Fusarium oxysporum qui a été fournie par le laboratoire
de microbiologie de notre université et la souche Candida albicans qui a été fournie par le
laboratoire d’analyses médicales d¢ GHOULAMALLAH -TIARET-. Le choix de ces
souches fongiques comme modéle pour I'étude est basé sur le fait qu'une est phytopathogéne
et l'autre est pathogéne pour I'homme.
1.1.4.1 Fusarium oxysporum :

Fusarium oxysporum est une espéece de champignons ascomycetes de la famille des
Nectriaceae. Comme c'est le cas de tous les Fusarium, il s'agit de la forme de reproduction
asexuée. F. oxysporum est un complexe d'especes telluriques, ubiquistes, parasites de
plantes, comprenant de nombreuses formes spéciales (f. sp.), qui infectent collectivement
plus de 100 hétes différents, provoquant des pertes économiques importantes chez de

nombreuses plantes cultivées comme le bananier, le melon, la tomate, etc (Yezli.W, 2018).
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1.1.4.2 Candida albicans :

Candida albicans est une espece de champignons microscopiques (levure), c’est un
organisme unicellulaire (Fig.06) qui se multiplie par bourgeonnement, un saprophyte
exclusif des muqueuses (respiratoires, vaginales, digestives) et n’est jamais trouvé sur la
peau saine, les autres especes peuvent se trouver normalement sur la peau et les muqueuses.

Ce champignon peut causer des infections chroniques sévéres (Laverdiére. M, 2006).

T
Wik L
& )

Figure 06: Candida albicans sous le microscope

1.2 Matériels de laboratoire :

Verreries et autres matériels

Appareillages

Agitateur « vortex » « Ampoule a décanter
Autoclave Anse de platine

Bec bunsen Ballon a fond rond de 1L et 2L
Balance Barreau magnétique

Hydrodistillateur
Incubateur

Microscope

Produits et Milieux de

culture utilisés

Eau distillée et EDS
Geélose Sabouraud

PDA

Antibiotique Céfazal
Antifongique Fluconazole
DMSO

Béchers

Boites de Pétri
Chauffe ballon
Disques
Eppendorfs
Eprouvette graduée
Flacons

Lames simples, de Malassez et lamelle
Micropipette
Pipettes de Pasteur
Pince

Réfrigérant

Tubes a essai

Verre de montre

11
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2 Méthodes :
2.1  Méthode d’extraction des huiles essentielles : hydrodistillation

L’extraction des HEs a été réalisée au niveau du laboratoire de protection des
végétaux de la faculté SNV de I’Universit¢é IBN KHALDOUN a Tiaret par la méthode
d’hydrodistillation normale.

Cette méthode est la plus simple et la plus ancienne (Fig.07) utilisée pour I'extraction.
Historiquement, Avicenne (980-1037) a été le premier a développer I'extraction a travers
I'alambic. 1l a extrait la premiére huile essentielle pure celle de la rose (ElI Asbahani.A,
2015; Benjakul, 2014).

Le principe consiste a immerger directement le matériel végétal(graines) dans I'eau
distillée a l'intérieur d’un ballon a raison de 100 ml d’eau distillée pour 10 g de matiere
végétale et I’ensemble est ensuite porté a ébullition. Les constituants volatiles de matériel
végetal sont vaporisés puis condensés au contact du froid pour obtenir un mélange non

miscible aprés une décantation (El Asbahani.A, 2015).

k 1‘;'

pryy

nne uriité de distillaﬁon

2.1.1 Mode opératoire :
Le processus d'extraction a été réalisé en suivant le protocole qui se résume en sept étapes
(El Asbahani.A, 2015) :

1) Peser une quantité de 50g de graines de chaque plante (Carum carvi et Anethum

graveolens).

12
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2) On verse cette quantité dans 500 ml d'eau distillée dans un ballon relié avec un

réfrigérant.

3) Placer un bécher a la sortie du réfrigérant pour récupérer le distillat.
4) Le mélange est porté a 1’ébullition pendant 3heures.
La vapeur d’eau produite entraine les constituants volatiles, pour les recueillir aprés une

condensation.

Figure 08: Montage d'hydrodistillation normal (photo originale)

13
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.

Figure 09 : Montage d'hydrodistillation DAIHAN

5) Ledistillat recueilli est transversé dans une ampoule a décanter placée sur un support.

6) Apres 24h deux phases se répartissent(s’apparaitre) : une phase aqueuse(hydrolat) et

une phase huileuse.

7) Passé maintenant a la procédure de la décantation pour obtenir nos HEs, ces dernieres
sont conservées dans des Eppendorfs ou des flacons en verre enveloppés de papier
aluminium a température située entre 4 a 6 °C pour empécher la dégradation des HEs.

14
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Max1100ct Min0. 2t e=0_1ct d=0|

e ———
Ew Xax205 Nind, 022 €001 6-0.001 5

1 20700 '
1377, |

(d) (€)

(a) Eppendorf vide déja pesé.

(b) Récupération d’HE par décantation.

(c) Le pesage de I’Eppendorf contenant I’HE.

(d) HE est préte pour la conservation ou 1’utilisation.

(e) Conservation d’HESs par 1I’aluminium sur un portoir et les mettre dans le réfrigérateur a

une température de 4 a 6°C.
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2.1.1.1 Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement c’est le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés
extraction et la masse de la plante, il est exprimé en pourcentage par la formule suivante
(Abdelaziz.B, 2019).

'
RHE% = 72 x 100
Avec :
RHE : Rendement en huile essentielle en %,
M': Masse d’huile essentielle en g,

M : Masse de la matiére végétale seche utilisée en g

2.2  Teste antifongique :

L'activité antifongique des huiles et de leurs constituants est étudiée depuis plus d'un
quart de siécle. De nombreuses études ont été réalisées pour étudier leurs effets bénéfiques
contre les infections fongiques et les phytopathogeénes.

Dans le méme principe et afin de tester cette activité, nous avons utilisé la méthode
de diffusion sur gélose en milieu solide en déterminant le diameétre des zones d’inhibitions.
Les milieux de culture utilisés sont :

v' PDA (Potato Dextrose Agar) : est favorable pour la croissance des champignons
phytopathogenes
v" Sabouraud : ¢’est une gélose qui favorise la culture et I'isolement des levures et des
moisissures.
2.2.1 Meéthode de diffusion en milieu gélosé, la méthode des disques ou
I’aromatogramme :

« L’aromatogramme est a la Phytothérapie ce que 1’antibiogramme décrit par la
Pharmacopeée francaise des antibiotiques et a la médecine » (Belaiche, 1979).

C’est une modification de la méthode de 1’antibiogramme ou les disques
d’antibiotiques sont remplacés par des disques imbibés d’huile essentielle (Fig.10).

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différents
produits a tester. Les disques sont déposés a la surface d’une gélose ensemencée avec une
suspension de la souche a étudier. Chaque produit a tester diffuse a partir du disque au sein
de la gélose et y détermine un gradient de concentration. Les bactéries croissent sur toute la
surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration d’antibiotique suffisante

pour inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire, appelée

16
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zone d’inhibition. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a

I’antibiotique. Plus il est petit, plus la souche est résistante (Marie. C, 2005)

Boite de Pétri

Souches test

Milieu de culfure gélosé
(Agar)

Disque imbibé
d’huile
essentielle

Croissance
microbienne

Figure 10: la méthode d’aromatogramme

2.2.2 Le mode opératoire :
2.2.2.1 La préparation de I’inoculum :
Elle a été réalisée en cing étapes suivantes :
1. A partir d’une culture jeune de 48h pour la souche C.albicans; on a réalisé des
suspensions troubles en prélevant 3 a 5 colonies biens isolées a 1’aide d’une anse de platine

stérilisée et on les dépose dans un tube contenant 9 ml d’eau distillée stérilisée.

Figure 11 : La souche candida albicans

2. Pour la souche F.oxysporum :on a prélevé a I’aide de la partie supérieur d’une pipette
pasteur trois disques fongiques et les mettre dans un tube contenant 9ml d’eau distillée

stérilisée.
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(@)

Figure 12: La souche Fusarium oxysporum (a) et (b)

(b)

3. Une agitation des tubes au vortex .
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4. Ensuite une observation microscopique a été réalisé :
On préleve a I’aide d’une pipette pasteur une goutte de la suspension et la deposée sur une

lame contenant de bleu méthyléne.
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5. Apreés on a utilisé une lame de Malassez pour un dénombrement de cellules :
e Une Vérification par I’objectif 10X de I’homogénisité dans un rectangle.
On considere que les cellules de 4 rectangles a 1’objectif 40X, puis on a pris la somme des
cellules observées dans chaque rectangle (Fig 13). Deviser ce nombre par 4( nombre de
rectangles comptés) pour 1I’obtention le nombre moyen des cellues. Le nombre de la cellule
a été determiné par la relation suivante ( Mostefa. N, 2017):
Nombre de cellules = NM X F x 105
Ou:

NM : le nombre moyen de cellules.

F : le facteur de dilution.

Rectangle 3 Rectangle 4
Figure 13: les cellules de la souche C.albicans sur la lame de Malassez sous microscope
dans quatre rectangles a I’objectif 40X.

19



Chapitre | Matériel et méthodes

Les mémes étapes ont été réalisé pour la deuxieme souche (Fusarium oxysporum).

- -

-
) TN L >y / .t
- - ! A 4 ’

Rectangle 1 subdivisé en 20 petits carrés

Rectangle 3 Rectangle 4

Figure 14: les cellules de la souche F.oxysporum sur la lame de Malassez sous le
microscope dans quatre rectangles a 1’objectif 40X.
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2.2.2.2 Préparation des dilutions :
Par I'utilisation :
» Un témoin positif ¢’est I’antifongique Fluconazole 150 mg/1 ml.
» Deux témoins négatifs : EDS (Eau Distillée Stérile) et DMSO (diméthylsulfoxyde).
Le DMSO est un solvant utilisé pour la solubilisation des huiles essentielles.
L’HE de Carvi et I’ Aneth sont considerés comme des solutions meres.
La dilution 10" a été préparé par I’introduction de 100 pL de I’HE dans un Eppendorf
contenant 900 pL du solvant DMSO. Une quantité de 100 uL a été prélevé a partir de la
premiére dilution (107) et la mettre dans un Eppendorf contenant 900 pL de DMSO: c’est
la dilution 102,

2.2.2.3 Ensemencement des boites :
L’ensemencement a été réalisé en suivant les Six étapes suivantes :
1. Pour la souche C.albicans:
On a coulé la gélose Sabouraud contenant 1 ml I’antibiotique Céfazal dans les boites de pétri,
et on a les laissé se refroidir et se solidifier,
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Flucazole (...

FLUCONAZOLE

150 mg

[z} pharmidalns

Figure 15: I'antifongique Fluconazole utilisé Figure 16: I'antibiotique Céfazal
comme témoin positif utilisé
2. Deux gouttes de la suspension ont été déposé et a I’aide d’un étaloir on a réalisé un

ensemencement en surface pour cette souche.

3. Un ensemencement en profondeur a été réalisé pour F.oxysporum :

Deux gouttes ont été préleve et déposé sur les boites de pétri.
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4. Un coulement d’un volume d’environ de 15 ml du milieu PDA .

5. Ensuite, les boites ont été homogénéisé en formant doucement le chiffre huit .

6. Solidification de milieu.
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2.2.2.4 Application des disques :

A I’aide d’une pince stérile, différents disques ont été pris: le premier est imbibé dans
I’HE, le deuxiéme est imbibé dans 1’antifongique Flucanazole, le troixiéme est imbibé dans
les dilutions10? et 107, et le dernier est imbibé dans I’EDS et DMSO. Ces disques imbibés
ont été depose au centre de chaque boite de pétri.
Une incubation de ces boites est enregistée a une température de 28°C pendant 24h a 72h.

"' (b)

(a) : Quatre tubes a essais contennat 1’antifongique Flucanarole aprés leur préparation, les
disques utilisés, les deux souches préparées sous forme des suspensions.

(b) : Disque imbibé dans I’huile essnetielles a 1’aide une pince stérilise.
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(c) et (d) : Le dépbt des disques au centre des boites de pétri.

(d)
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Les essais sont faits en duplicata pour chaque concentration des huiles essentielles. a
la fin du temps approprié d’incubation aux conditions décrites, La lecture se fait par la

mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque.
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1. Caractérisation organoleptique des HEs de Carvi et I’Aneth :

Tableau 03 : Caractéristiques organoleptiques des deux HEs

Huiles essentielles
Propriétés Carum carvi Anethum graveolens
Photo
Couleur Jaune claire Jaune foncé
Aspect Liquide Liquide
Odeur Forte et Puissante Puissante

2. Rendement des HEs :
Calculs du rendement des HEs obtenues par hydrodistillation normale et de type
DAIHAN :
Le calcul du rendement est fait & partir :
v La mesure de la masse des graines.
v La mesure de I’Eppendorf vide et Eppendorf contenant I’HE et on fait la différence
entre les deux masses pour obtenir la masse d’huile essentielle en gramme.

Et par le rapport suivant on obtient le rendement :

4

RHE% = 72 x 100

Tableau 04 : Rendement des HEs par les deux dispositifs

& hydrodistlation Normale DAIHAN
Graines Carvi Aneth Carvi Aneth
Masse des graines en g 600 g 450 g 200 g 100 g
Masse d’HE en g 1.656 3.04 0.421 0.508
Rendement en % 0.28 % 0.68 % 0.21 % 0.51%
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0,8
0,7
0,6
0,5
04
0,3

0,2

Rendement %

0,1

carvi aneth
Les graines étudiés

Figure 17 : Rendement d'extraction des huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles issues des graines de Carum carvi était de 0,28%
alors que celui obtenus a partir des graines d’Anethum graveolens était de 0,68%.
Le meilleur rendement en HEs obtenu par la méthode d’hydrodistillation simple est

enregistré chez I’aneth avec 0,68%.

2.1 Discussion :
L’espece d’Aneth a présenté le rendement le plus élevé 0,68% par rapport a celui de

I’espece carvi 0.28%.
Le rendement obtenu de Carvi a été relativement proche a celle obtenu par (Nacira.B et
Fadhila.R, 2018) qui est de 0.75% et faible par rapport a celle obtenu par (Samiha.Y et
Rania.D, 2016) qui a été de 1.3%. Pour I’ Aneth notre résultat a été plus élevée par rapport
a celle obtenu par (Youcef. A, 2012) qui a été de 0.16% et trés faible par rapport a ceux
obtenus par (Chen.Y, et al, 2013 ; Tian et al, 2012) qui a été de 3.5%.
Cette différence de rendement en HE peut étre attribuee a plusieurs variables en fonction :

» De I’origine considéré (racines, feuilles et graines).

» Variabilité due aux caractéristiques écologiques : nature du sol, pluviométrie.

» Laduree et les techniques utilisées pour I’extraction et la conservation.

> Les conditions de travail.
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3. Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles :
3.1 Résultats:

L’évaluation de I’activité antifongique de différentes huiles essentielles a été réalisée
par la méthode de diffusion en milieu solide. L’activité antifongique est traduite en zones
d’inhibition correspondes aux diamétres des zones formées au tour des disques. Elle est
estimée comme suit :

e Extrémement forte lorsque le diamétre est supérieur a 28 mm

e Forte pour un diamétre supérieur a 18 mm ;

e Moyenne pour des valeurs entre 14 et 17 mm ;

e Faible, pas plus de 10 mm ;

e Si la colonie est en contact avec un diametre de 6 mm (équivalent au diamétre d'un

disque), rien n'indique qu'il n'y a pas d'effet (Dridi, 2005).

3.2 L’activité antifongique de I’huile essentielle de carvi :
Les résultats obtenus concernant 1’effet de I’huile essentielle de Carvi sur la souche
C.albicans sont illustrés dans les (Figl8, 19, 20, 21, 22, 23).

Figure 18 : L’effet de I'HE de Carvi sur la souche C.albicans

La figure montre que I’huile de Carvi a une forte activité contre C.albicans d’ou on
remarque la formation d’une zone d’inhibition trés intéressante autour de disque imbibé que

avec I’HE de Carvi sans dilution.
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Figure 19 : L’effet de I'HE de Carvi a la dilution 10 sur la souche C.albicans

L’examen de la figure montre la formation d’une zone d’inhibition autour de disque

donc I’huile de Carvi a la dilution 107 a aussi une forte activité contre C. Albicans.

Figure 20 : L’effet de I'HE de Carvi a la dilution 102 sur la souche C.albicans

L’huile de Carvi semble efficace en contact avec C.albicans, méme a dilution10?
car on observe une zone autour de disque et puisque que nous nous sommes arrétés a cette
dilution, donc la CMI est supérieur a la valeur 1pg/ml.

Selon les résultats obtenus on peut dire que la souche Candida albicans se distingue par une

sensibilité trés élevée a ’huile essentielles de Carum carvi.
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Figure 21 : L'effet de fluconazole sur la souche C.albicans

Pour fluconazole puisque c’est un antifongique : témoin positif, donc il montre aussi

un effet extrémement fort.

Figure 23 : L'effet de DMSO sur la souche C.albiccans
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Remarque :
Concernant les disques des témoins négatifs : EDS et DMSO il est important de

préciser I’absence de la zone d’inhibition dans le cas de deux souches étudiées, d’ou la

fiabilité de nos résultats.
Les résultats obtenus concernant 1’effet de ’huile essentielle de Carvi sur la souche :
F.oxysporum sont illustrés dans les (Fig24, 25, 26, 27, 28, 29).

Figure 24 : L'effet d'HE de Carvi sans dilution sur la souche F.oxysporum

La figure montre que I’huile de Carvi a aussi une forte activité contre la deuxiéme
souche F.oxysporum d’ou on remarque la formation d’une zone d’inhibition trés intéressante

autour de disque imbibé que avec I’HE de Carvi sans dilution.

— Yo 2 5°C pucly 7%
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Figure 25 : L’effet d'HE de Carvi a la dilution 10 tsur la souche F.oxysporum

L’examen de la figure montre la formation d’une petite zone d’inhibition autour de

disque. Donc la souche est sensible a I’Huile de Carvi.
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Figure 26 : L’effet d'HE de Carvi a la dilution 10" sur la souche F.oxysporum

La figure illustre la résistance de F.oxysporum a I’effet de I’huile essentielle de Carvi
donc puisque on voie pas une zone autour le disque, on dit que la CMI est égale 10ug/ml.
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Figure 28 : L'effet de I'eau distillée stérile sur la souche F.oxysporum
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Remarque :
Concernant les disques des témoins négatifs : EDS et DMSO il est important de préciser
I’absence de la zone d’inhibition dans le cas de deux souches étudiées, d’ou la fiabilité de

nos résultats.

Figure 29 : L'effet de fluconazole sur la souche C.albicans

Pour fluconazole puisque c¢’est un témoin positif, on ne remarque pas une zone

autour de disque et donc la tres sensibilité de la souche contre cet antifongique.

3.3 L’activité antifongique d’huile essentielle de I’Aneth :
Les résultats obtenus concernant ’effet de I’huile essenticlle d’Aneth sur la souche
C.albicans sont illustrés dans les (Fig30, 31, 32).

Figure 30 : L’effet d'HE de I'Aneth sur la souche C.albicans

La figure montre que I’huile d’Aneth semble efficace (une forte activité) contre

C.albicans .Cette efficacité ressorte de fait on remarque une zone d’inhibition tres
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intéressante autour de disque imbibé qu’avec I’'HE d’Aneth sans dilution.

Figure 31 : L'effet d'HE de I'Aneth a la dilution 10" sur la souche C.albicans

L’examen de la figure montre la formation d’une zone d’inhibition autour de disque

donc I’huile d’Aneth & la dilution 10! a aussi une forte activité contre C. Albicans.

Figure 32 : L’effet d'HE de I'Aneth a la dilution 1072 sur la souche C.albicans

D’apres les résultats de la figure 16 I’huile d’ Aneth semble efficace en contact avec
C.albicans, méme & dilution 10 car on observe une zone autour de disque et puisque que
nous nous sommes arrétés a cette dilution, donc la CMI est supérieur a la valeur 1pg/ml.
Selon les résultats obtenus on peut dire que la souche Candida albicans se distingue par une

sensibilité tres élevée a I'huile essentielles d’Anethum graveolens.

36



Chapitre 11 Résultats et discussion

Les résultats obtenus concernant D’effet de I’huile essentielle d’Aneth sur la souche

F.oxysporum sont illustrés dans les (Fig33, 34, 35).
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Figure 33 : L'effet d'HE d'Aneth sur la souche F.oxysporum

La figure montre que ’huile essentielle de 1’ Aneth révele moyennement efficace

contre F.oxysporum.
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Figure 34 : L'effet d'HE d'Aneth a la dilution 107 sur la souche F.oxysporum

La figure montre que 1’huile essentielle d'Aneth a la dilution 107! révéle faiblement

efficace contre F.oxysporum.
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Figure 35 : L'effet d'HE d'Aneth a la dilution 102 sur la souche F.oxysporum

La figure illustre la résistance de F.oxysporum a I’effet de I’huile essentielle de

I’ Aneth donc puisque on voie pas une zone autour le disque, on dit que la CMI est égale 10

pg/mi.

3.3.1 Discussion :

Les mesures du diamétre d’inhibition de nos huiles essentielles ont été effectuées a
I’aide d’une regle, la souche est dite sensible, lorsqu’une zone d’inhibition circulaire se
forme autour de disque, si la souche est résistante, le diametre de cette zone sera trés faible.
Nous avons organise les résultats obtenus envers les souches testées dans le tableau suivant :

3.3.1.1 Pour le Carvi:

Tableau 05 : ’effet d’HE de Carvi sur la souche Candida albicans et le diamétre des
zones d'inhibitions

Les dilutions ’HE de | - oo dilution 107 10~
Carvi
La
souch_e Le diameétre des zones 5375 20,75 15.75
Candida (mm)
albicans
L’effet Extrémement fort Fort Moyen
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Tableau 06 : I’effet d’HE de Carvi sur la souche Fusarium oxysporum et le diamétre des
zones d'inhibitions

Les dilutions .d HE de HE sans dilution 10 1072
Carvi
La souche .
Fusarium Le diamétre des zones 33.75 7.75 6.5
(mm)
oxysporum
L’effet Extrémement fort Faible Faible

L’huile essentielle de carvi, se distingue par un effet extrémement inhibiteur contre
C. albicans et F.oxysporum dont les diamétres d’inhibition atteignent 53,75 et 33,75mm
respectivement, et on note que plus on augmente le nombre des dilutions (c-a-d: la
concentration se diminue), plus le diamétre de la zone se diminue et donc I’effet diminue

aussi.
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Figure 36 : Comparaison entre les diameétres des zones d'inhibitions pour I'HE de carvi sur
les deux souches testées

D’aprés la comparaison nous avons constaté que 1’huile essentielle de Carvi est tres
efficace en contact avec C.albicans que avec la souche F.oxysporum.
Tandis que la souche Candida albicans se distingue par une sensibilité tres élevée par rapport

a celle de Fusarium oxysporum.
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3.3.1.2 Pour I’Aneth :

Tableau 07 : I’effet ’HE d’ Aneth sur la souche Candida albicans et le diamétre des zones
d'inhibitions

Les dllu,t fons d’HE de HE sans dilution 10™ 107
La I’Aneth
souche | Le diamétre des zones
Candida (mm) 43 26,25 14,25
albicans R
L’effet Extrémement fort Fort Moyen

Tableau 08 : I’effet d’HE d’ Aneth sur la souche Fusarium oxysporum et le diamétre des
zones d'inhibitions

Les dilutions d"HE de HE sans dilution 107 1072
I’Aneth
La souche —
Fusarium Le diametre des zones 11.25 11 7
oXysporum (mm)
L’effet Faible Faible Faible

L’huile essentielle de 1’Aneth, se distingue par un effet extrémement inhibiteur
contre C. albicans avec un diameétre de 43 mm, et on note que plus on augmente le nombre
des dilutions (c’est-a-dire la concentration d’HE se diminue), plus le diamétre de la zone se
diminue et donc I’effet diminue aussi. Mais pour la souche F.oxysporum 1’effet est faible
dont le diamétre d’inhibition atteigne 11,25 mm, donc cette souche est résistante.

Donc I’HE d’Aneth est plus efficace contre la souche C.albicans que la souche F.oxysporum

H C.albicans B F.oxysporum
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Figure 37 : comparaison entre les diametres des zones d'inhibitions pour I'HE d'Aneth sur
les deux souches testées
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D’aprés la comparaison nous avons constaté que 1’huile essentielle d’Aneth est tres
efficace contre C.albicans, et faible contre F. oxysporum.
L'huile essentielle de I’espece Anethum graveolens montre une activité faible sur la souche

Fusarium oxysporum par rapport a celle pour la souche Candida albicans.

4 Discussion génerale :

Cette étude antifongique s’est avérée trés intéressante, du fait que nous ayons obtenu
des résultats positifs dans le cas de deux souches utilisées, et cela en vue de tester nos huiles
essentielles.

De nombreuses études ont été effectuées sur I'activité antibactérienne de ces deux
HEs de Carvi et I’Aneth. Cependant, rares sont ceux qui ont été consacrés a leur activité
contre les champignons.

Les résultats obtenus dans notre étude confirment que les HEs de Carvi et d’Aneth
possédent une activité antifongique trés importante.

La souche Candida albicans se distingue par une sensibilité tres élevée par rapport a
celle de Fusarium oxysporum.

L'huile essentielle de I’espéce Carum carvi a montré une activité plus élevee sur les
deux souches par rapport a celle de 1’ Aneth.

Tandis que L'huile essentielle de I’espéce Anethum graveolens a montré une activité faible
sur la souche Fusarium oxysporum par rapport a celle trouvée pour la souche Candida
albicans.

L'évaluation de l'activité antifongique de ces HEs a montré que les variations
d'inhibition sont en fonction de nombreux facteurs, notamment la nature et la concentration
de I'huile essentielle, ainsi que la souche fongique étudiée. En outre, les concentrations d'HES

nécessaires pour inhiber la croissance sont tres faibles.

41



Conclusion



Conclusion

L’¢tude des huiles essentielles reste toujours d’une brulante actualit¢ malgré son
ancienneté et le développement exponentiel des biotechnologies végétales, les HEs sont
considérés comme la source des matiéres premiéres naturelles indispensable pour découvrir
de nouvelles molécules nécessaires au développement de futurs médicaments.

Du fait, le travail que nous avons entrepris a pour but de valoriser les ressources
veégetales algériennes, ainsi que de trouver de nouveaux produits naturels qui peuvent
substituer les produits chimiques utilisés pour traiter diverses maladies Les espéces choisies
pour cette étude sont : Carum carvi et Anethum graveolens deux plantes appartenant a la
famille des Apiaceae.

Dans ce travail nous avons utilisé le procédé d’hydrodistillation pour I’extraction des
HEs a partir des graines de Carvi et d’Aneth ot on a trouvé des rendements de 0,28% et
0,68%, respectivement. Puis I’aspect de 1’activité antifongique de ces espéces végétales a
été testé sur deux souches fongiques : Candida albicans et Fusarium oxysporum par la
méthode des disques.

Le rendement d’obtention d’HE dépendent non seulement de 1’origine et les
caractéristiques d’une plante mais aussi du procédé appliqué et la durée d’extraction,

La présence et I’existence des zones d’inhibitions indiquent que I’HE des graines a
un effet antifongique, pour cela les résultats, obtenus par la méthode de diffusion des disques,
ont montré que la souche C.albicans a été la plus sensible vis-a-vis I’HE de Carvi et d’ Aneth
avec un diamétre d’inhibition de 53,75mm et 43mm respectivement quant a la souche
F.oxysporum avec une CMI supérieur a la dilution 102,

La souche F.oxysporum a été sensible vis-a-vis I’HE de Carvi et elle a été résistante
vis-a-vis I’HE d’Aneth avec un diamétre d’inhibition de 33,75mm et 11,25mm
respectivement avec une CMI égale 10ul pour les deux huiles.

L’effet antifongique exercé par les deux HEs a permis de révéler une activité
extrémement fort sur les deux souches et une activité faible pour I’effet d” Aneth sur la souche
F. oxysporum. Donc a ce moment-la on peut dire que les huiles essentielles des deux plantes
étudiées peuvent étre des alternatives naturelles pour les pesticides el les molécules
chimiques.

Par la suite, en constatant que 1’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une
initiative de la recherche scientifique, en perspectives nous pourrons suggérer que le
domaine d’utilisation des huiles essentielles dans ’aspect antifongique peut prendre pas mal
d’autres mesures d’études tels que :

» Tester d’autres méthodes d’extraction pour dévoiler leur influence sur le rendement.
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A\

Pour déterminer d’autres activités biologiques comme la cytotoxicité, anti-
inflammatoire.

Comprendre le mécanisme d’action des HEs sur les champignons.

Identifier les molécules actives ayant 1’effet antifongique.

Tester les activités biologiques des autres parties de plantes.
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Préparation et composition des milieux nutritifs :

1. Le milieu PDA :

PDA (Potato Dextrose Agar) :
Pour la culture et I'isolation de levures et moisissures.
Composition :

Pour 1 litre de milieu :

- Extrait de pommes deterre ...........ocoviiiiiiiiiiiiea 40¢g
S GIUCOSE ..o 20,0 g
- Agar agar bactériologique ...........oviiiiiiiiiiiiie 150¢g

pH du milieu prét-a-1 ’emploi a 25 °C : 5,6 £ 0,2.
Préparation :
- Verser 39.0 g de poudre dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée.
- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le temps
nécessaire a sa dissolution.
- Répartir en tubes ou en flacons.
- Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

- Refroidir et maintenir le milieu a 44-47 °C.

Le milieu PDA en poudre
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2. Le milieu Sabouraud :

La gélose Sabouraud :
Est un milieu qui permet la croissance et 1’isolement d'une grande variété de levures et
moisissures.

Compositions :
Pour 1 litre de milieu :

- Peptone de caséine .............oooeiiiiiiiiiiiiiiii 5,00¢g
- Peptone de viande ... 5,00g
- Glucose monohydraté ..................cooiiiiiiiiiinL. 20,009
S AN 15,00g
pH final a 25°C : 5,6 + 0,2

Préparation :

- Verser 50.0 g de poudre par litre d’eau distillée.
- Porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte.
- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser 15 minutes a 121°C a ’autoclave.
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Résumé

Parmi les plantes appartenant a la famille des Apiaceae, nous nous sommes intéressés au
Carum carvi et Anethum graveolens, notre étude vise a évaluer 1’effet antifongique des
huiles essentielles des graines de ces deux plantes par la méthode de diffusion sur milieu
gélose. Dans ce contexte, nous allons obtenu un rendement de 0,68% et 0.28% pour 1’ Aneth
et le Carvi respectivement, pendant une durée de 3h par une hydrodistillation. Les résultats
obtenus ont révélé que les deux huiles essentielles ont un effet antifongique qui nous a
permet d’évaluer I’activité inhibitrice de nos huiles essentielles vis-a-vis deux souches
fongiques : Candida albicans et Fusarium oxysporum. Par cette conclusion nous pouvons
admettre que les huiles essentielles peuvent étre exploitée et utilisée dans le but de
développer des traitements alternatifs aux antifongiques.

Mots clés: Apiaceae, Carum carvi, Anethum graveolens, effet antifongique, huiles
essentielles, Candida albicans, Fusarium oxysporum.
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.Fusarium oxysporum

Abstract

Among the plants belonging to the Apiaceae family, we interested on Carum carvi and
Anethum graveolens, our study aims to evaluate the antifungal effect of the essential oils of
the seeds of these two plants by the method of diffusion on agar medium.In this context, we
obtained a yield of 0.68% and 0.28% for Dill and Caraway respectively for a period of 3
hours by hydrodistillation.The results obtained revealed that the two essential oils have an
antifungal effect which allowed us to evaluate the inhibitory activity of our essential oils
against two fungal strains: Candida albicans and Fusarium oxysporum. By this conclusion
we can admit that essential oils can be exploited and used in order to develop alternative
treatments to antifungals.

Key words : Apiaceae, Carum carvi, Anethum graveolens, antifungal effect, essential oils,
Candida albicans, Fusarium oxysporum.
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