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Resume :

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales algériennes
réputées pour leurs vertus thérapeutiques, nous sommes intéressés a l'étude de la plante
Cinnamomum camphora . Connue par sa richesse en matiere active utilisée par la population locale
dans différents thérapies. Le présent travail est consacré d'une part, a L'extraction des huiles
essentielles, lI'influence du séchage sur le rendement d'extraction et I'identification de la composition
chimique dont l'objectif visé est d'étudier les activités biologiques dont l'activité antimicrobienne
des huiles essentielles extraites, et de I'autre part de mettre en évidence ces activites (Cinnamomum
camphora ) . Nous avons procédé I'extraction de huile essentielle de la partie aérienne de la plante
par la technique d’hydrodistillation. Le rendement d'extraction obtenu est de 1,48 %, et ses
propriétés physiques et chimiques, y compris ses propriétés sensorielles, sont étudiées. Cette huile
essentielle a I'apparence d'une odeur aromatique liquide. Par ailleurs, les propriétés physiques, on
trouve le pH égale 6,52. C'est - & - dire nos HE est acide. L’huile essentielle des feuilles de
Cinnamomum camphora examinée s'est montré active contre les deux microorganismes testés, a
savoir : Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae. Cette étude a montre que I'huile essentielle
testée possede d'une activité antibactérienne intéressante, par contre ne possedent aucune activité
antifongique.

Mots clés : Cinnamomum camphora , hydrodistillation , huile essentielle ,activité antibactérienne ,

activité antifongique.
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Abstract:

This work is part of the development of Algerian medicinal plants known for their
therapeutic virtues; we are interested in the study of the Cinnamomum camphora. Known for its
richness in active material used by the local population in different therapies. This work is devoted
on the one hand, to the extraction of essential oils, the influence of drying on the extraction yield
and the identification of the chemical composition, the objective of which is to study the biological
activities whose the antimicrobial activity of the essential oils extracted, and on the other hand to
highlight these activities (Cinnamomum camphora). We have extracted the essential oil from the
aerial part of the plant using the hydrodistillation technique. The extraction yield obtained is 1.48%,
and its physical and chemical properties, including its sensory properties, are studied. This essential
oil has the appearance of a liquid aromatic smell. Moreover, the physical properties, we find the pH
equal 6,52. That is to say, our essential oil is acidic. The essential oil from Cinnamomum camphora
leaves examined showed against the two microorganisms tested namely :Staphylococcus aureus.
Klebsiella pneumoniae. this study showed that the essential oil tested has an interesting antibacterial

activity, on the other hand does not have any antifungal activity.

Key words : Cinnamomum camphora , hydrodistillation, essential oil, antibacterial activity,

antifungal activity.



Table des matieres

Remerciements

Dédicaces

Résumé

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

I T OTUGCTION .ot s s s m s nssmsmnmnmnnnnssnmsmnnnnnnnnnnnnnnn 1

Synthese bibliographique
Chapitre | : Généralités sur les plantes médicinales et les huiles essentielles

1. LeS Plantes MEICINAIES. .......ccuiiuiiiiiieieeete ettt bbbttt bennens 3
00 O 5 = 1T 4 o SR 3
IO O o 01 (01 1= o 1= PSSRSO 3
1.1.2. Récolte et Conservation des PIANtES..........coeiiiriiiriieiee e 3

2. HUIIES ESSENTIEIIES ...t e et ente e e e s neesteennenree e 4
2.1. Généralités sur le métabolisme SECONUAINE ...........c.ccveeiviiieiiee e 4
2.2. DEFInition des hUiles ESSENLIEIIES .......c.ccviivieiecc et 5
2.3. Localisation des huiles eSSENtIEHIES.........c.ccveiveieiiece e e 5
2.4. Biosynthése des huiles 8SSENLIEIIES ...........cvciieiiiiiie e 6
2.5. Caractérisation des huiles €SSENIEIIES ........c.cveveriireiiie s 6
2.6. Propriété des huiles eSSENtIElES. .......ccviveiie i 6
2.7. TOXICité Des huiles €SSENLIEIIES ........ccveeieieieiiecc e e 7
2.8. Méthodes des EXTraction deS HE ..........cooiveiiiiiiiiicie ettt 7
2.9. DOMaAINE A'ULHTISALION ......c.veiiiiiecccec ettt esre e nre e 9

Chapitre 11 :Présentation De la Plante étudiée

1. Généralité sur la famille LaUraCaE..........ccecveieieieiiccie et 11
2. CiNNAaMOMUM CAMPRIOTA ......viivieiieie ettt s e b e et e s beesbe e st e s seesbeessesreesreenaesneesraenes 12
2.1. Définition de CinNamomum CAMPRNOTA. .........oiriiririerieiee e 12
2.2. Classification de Cinnamomum CaMPROIA .........ccverueieereeieseeseese e e eee e e eeeseeseeaneens 12
2.3. Noms vernaculaires de C .CAMPNOTa..........cocouiiiiiiic et 13
2.4. Description botanique de 1a C. CAMPRNOTa.........ccoiiiiiiiiiiiee e 13
2.5, PIANTATION ...ttt bbb bbb bbb bbbt b bbbt 14
2.6. REpartition gEOGIrapPNIGUE .......cceiieiie ittt ettt sre s 15
2.7. MAIAAIES B FAVAGRUIS .......etiitieiieieete ettt bt bbbt nb bbbt b et e et bbb 16
2.8. L’huile essentielle de cinnamomum CamMPROTa ..........oiviiiiiiriiiie e 16
2.9. COMPOSITION CRIMIGUE ..veeiiieiie ittt e b e e et e st e e sbeesnbeesbaeannaens 16

2.10. Intérét d’utilisation médicale de 1I’espéce Cinnamomum camphora ...........cecvreereeienieereenne. 17



Chapitre 111: Matériels et Méthodes

1.1. Extraction d’huile €SSENTICIIE ........cvuvieeiiiiei e 19
111 MAtEriel VEGALAIE........coveieieciecie ettt et st e et e e reenreenne 19
1.1.2. Matériel du [abOratOire. ..........cciiiiiiiiecic ettt st et reesre e 20
1.1.3. Protocole D’extraction D HE..........c..ooiiiiiiiiiiii et 20
I T 1o (=114 11 o SRS PRRPSSRN 22

1.2. ACLIVITE aNtiMICIODIENNE ......ocviiiicieecte ettt ettt et e e b e e be s e e s beesaeenaesbaesreeneens 22
1.2.1. Les Souches bactériennes et Souche FONQIQUE..........ccvviveriieiieiiiii e 23
1.2.2. Le milieux de CUlLUIES ULHTISEE ......ccviiuiiieiecce et 24
1.2.3. SOIULION €1 SOIVANT ... ..o e rre e sre e sraeenteas 24
1.2.4. Méthode d’évaluations de I’activité antibactérienne ............ccoceevvveereeiireeieeiireesree s 24
1.2.5.ACtiVIte antifONGIQUE ......ocvviiieiie e re e re et nee 27

Chapitre 1V Résultats et discussion

1. 1. Rendement deS EXITACLIONS ..........ciuiiieieie e st eie sttt et e et e e staete s s e saeenaeeneesraenseaneeas 31

I o] SR UPOSRORRRPRPRRUSR 31

1.3, ACLIVITE ANtIDACIENIENNE. .....viiiiiie ettt e be et e st ae e ste e e sbeesbeaneens 31

1.4, ACHIVITE ANTITONQIGUE ... .c.eeitieie ettt et e e s e e be e esaeesaeeneesreenseaneeas 34

(O] o Tod [ U 1S] o] o H SRR TSOTRRPPN 36

Réference BiblIOgraphiQUE ..........ooiiiiiiii e 37



Liste des abréviations

% : Pourcentage

°C : Degreé Celsius

AMM : autorisation de mise sur le marché
APG : Angiosperm Phylogeny Website
C.albicans :candida albicans

C: Concentration

CT : Chémotype

DMSO : Diméthyl sulfoxide

g : gramme

h : heure

HE : Huile Essentielle

HEs : huiles essentielles

IPP : isopentényl diphosphate

K .pneumoniae : klebseilla pneumoniae
L : Litre

mg/ml : milligramme/Millilitre

MH : Mueller Hinton

Min : minute

mm : Millimétre

MPUP : matieres premiéres a usage pharmaceutique
Mv : matiere végetale

NB : nota bene «note » et « bien »

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
P : Poids

Ph : Potentiel Hydrogéne

R% : Rendement En Pourcentage %
RHE : Rendement de L’huile Essentielle
S.aureus : Staphylococcus aureus

T°: température



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26:

Figure 27
Figure 28

Liste des figures

Appareillage utilisé pour I'hydro distillation de I’huile...........cccoooiiiiiniiiiiiii 08
Schéma de principe d’extraction par distillation .........ccccccevvieiiiiieiiiienie e, 08
Technique d’extraction par MICTO-0NAE .........cerveruiriiriririeiee e 09
Distribution des Lauraceae dans le monde ..o 11
CiNNamomum CamMPRIOTa .......ooiiiiiicie e 12
LES TRUITIES ...ttt bbbttt b s 14
[T T OSSR 14
[T 1 (1) SRS 14
Reépartition mondiale du CAMPRFIEr .......c.ooeiiiiiiiieee e 15
les symptdmes de Maladies .........ccccoeiieiieiiic e 16
La carte géographique de I"université de Skikda .........ccccocvvviiiiiiiiniiieiniie e, 19
Service commun de recherche, pble de vulgarisation botanique ............ccccceevenene. 19
Montage d’hydro distillation ...........cccooeiiiiiiiiii 20
Les étapes de préparations de 'HE ........cccoooviiiiiiiniiieie e 21
Les étapes d’extraction d’HE ........cccccoiiiiiiiiiicce e 21
Détermination le poids d’HE ........ccooiiiiiii e 22
L7appareil de PR .....c.oooiiiiiiiiieee e 22
MiIlIeU D& CURUIE ..o e 24
AULOCIAVE ...ttt b et sbenre s 25
Technique décongélation de MH ..........cooveiiiii i 25
Les couVIllon @PréS 48 N ......oveiiieee e 26
Préparations deS GISQUES ......vcveieieieriesiesiesiesieereeeeee ettt ra e e e e e s e sreanas 26
Représente la experimentation au 1aboratoire ...........c.cccceeveveiie v v 27
les étapes de I’activité antifoNZIQUE ........ccocveveeiieiieii e 28
DEtermination Ph ....ececciecece e 31
L’effet d’inhibiteur de I’HE de Cinnamomum camphora sur la croissance des bactéries
..................................................................................................................................... 32
: Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition ...........ccccovcvveiiinnnn, 33
:Candida albicans Aprés 72h d’incubation ...........cccoceiieereeiesieeneere e e 34



Tableau 1:
Tableau 2:
Tableau 3:
Tableau 4:
Tableau 5:
Tableau 6:
Tableau 7:

plante Cinnamomum camphora

Liste des tableaux

Classification de Cronquist (1981) ......cccecvieiieieiiieiieie e 11
(08 PR 1 ToF L o] I o © 3 I PSS 11
LeS DaCtErieS ULIIISEES .......civiiiiiieieieie et 23
La SOUCNE FONQIQUE ..eeoeiieie e 24
Rendement de I’huile esSentille .......c..eeeeiiiiiieiiiiiicc e 31
Les résultats de mesure des diamétres d’inhibitions en mm .........ccccoeevvvveeiiinnnnnnn. 32

Transcriptions des diamétres d’inhibition desdilutions d’huile essentielle de



INTRODUCTION



Introduction

Introduction

Les plantes médicinales furent utilisées par 1’homme, Depuis des milliers d'années, ces
plantes ont été utilisées, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies. Les plantes
médicinales représentent un réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites
secondaires qui ont l'avantage davoir un trés large éventail d'activités biologiques (Bruneton,
1999).

L'utilisation des plantes en phytothérapie est tres ancienne et connait actuellement une
région d'intérét aupres du public, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 65-
80% de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en
soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne
(Jiofack et al., 2009).

Les huiles essentielles sont des produits naturels de plantes médicinale obtenues par hydro
distillation ou distillation a la vapeur a partir de plantes entiéres ou de certaines parties telles que
des fleurs, des fruits, des feuilles, des racines, des écorces et des graines. Ces essences considérees
comme source potentielle thérapeutique grace a leurs activités a large spectre, y compris les
activités antifongiques, antibactériennes, il est nécessaire de choisir la bonne méthode et d'optimiser
les paramétres d'extraction afin d'obtenir un rendement élevé et d'huile de bonne qualité. Différentes
méthodes peuvent étre utilisées pour l'extraction d'huile essentielle a savoir : L hydrodistillation,
I’extraction par solvant, etc., dont, la qualit¢ et la quantité du rendement en huile dépendent des
conditions et de la technique d'extraction utilisee. Les méthodes d’hydrodistillation sont les plus
utilisées en raison de leur simplicité pratique avec un rapport qualité d’huile.

Dans le présent travail, notre choix s'est porté sur le camphrier (Cinnamomum camphora),
qui est L’une des plantes les plus répandues, nous sommes intéressés a étudier I'effet de I'huile
essentielle de cette plante sur les bactéries gram négatives et gram positives et un champignon.

Le but de notre travail est d’augmenter I’intérét pour les plantes ayant un effet
antibactérienne et antifongique en utilisant ’extrait d’huile essentielle d’une plante médicinale
aromatique « Cinnamomum camphora » a I’égard des bactéries du « Staphylocoque aureus;
Klebsiella pneumoniae et champignon du «Candida albicans ».

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé :

Une partie bibliographique qui comprend le premier chapitre sur les plantes médicinales et
les huiles essentielles et chapitre sur plante étudie Cinnamomum camphora, et une partie pratique
comporte le deuxiéme chapitre consacré a la présentation du matériel utilisé et des méthodes
suivies, le troisieme chapitre comprend les résultats obtenus. Ce travail se terminera par la

présentation d'une conclusion générale.
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Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales et les huiles essentielles

Chapitre | : Généralités sur les plantes medicinales et les huiles essentielles

1. Les plantes médicinales

1.1. Définition

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne

(1433) dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Une plante médicinale

est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie qu'au moins une de ses

parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le but de se soigner. Elles sont utilisées
depuis au moins 7.000 ans avant notre ere par les Hommes et sont a la base de la phytothérapie.
Les plantes médicinales sont largement répandues en Algérie, ces plantes doivent faire

I'objet d'études phytochimiques et pharmacologiques approfondies afin d'évaluer leur efficacité

contre le virus.

1.1.1. Phytothérapie

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques : "photon™ et

"therapeia“qui signifient respectivement "plante™ et "traitement” (Mansour, 2015).

La phytothérapie est une médecine douce qui traite et prévient certaines maladies et troubles

par I'usage des plantes. Elle est complémentaire a la médecine traditionnelle. Les médicaments a

base de plantes sont soumis a la réglementation francaise et européenne. Les plantes médicinales

utilisées ont la particularité d’avoir des principes actifs agissant sur I’organisme.
» On peut distinguer deux types :(Gahbiche ,2009)

+ Une pratique traditionnelle, parfois tres ancienne basée sur I’utilisation de plantes selon les
vertus découvertes empiriquement Selon I’OMS, cette phytothérapie est considérée comme une
médecine traditionnelle et encore massivement employée dans certains pays dont les pays en
voie de développement. C’est une médecine non conventionnelle du fait de 1’absence d’étude
clinique.

+ Une pratique basée sur les avancées et preuves scientifiques qui recherchent des extraits actifs
des plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique conduit aux
phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, leur circulation est
soumise a I’autorisation de mise sur le marché(AMM) pour les produits finis, et a la
réglementation sur les matieres premiéres a usage pharmaceutique (MPUP) pour les
préparations magistrales de plantes médicinales, celles-ci étant délivrées exclusivement en

officine. On parle alors de pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique.

1.1.2. Récolte et Conservation des plantes
La récolte des plantes médicinales est une étape tres importante, notamment en médecine

traditionnelle. Elle doit étre effectuée au moment le plus favorable afin de conserver I’efficacité des
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Principes actifs. Certaines plantes peuvent étre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent étre
récoltées a un moment précis de leur croissance pour étre utilisées immédiatement ou conservées.
Les auteurs de cette référence (Andrew Chevallier, 2001) ont proposé quelques conseils

pour faire une meilleure récolte :

L)

% Identifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sr.

X/
X4

L)

Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles.

>

K/
*

Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les zones ou sont

)

vaporisés des insecticides sur les cultures.
% Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les abimer.

% Dans la nature, un sac a dos (évitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique.

K/
*

% Récolter uniguement des plantes saines.

>

K/
*

Récolter les plantes par temps sec, plutét par une matinée bien ensoleillé

)

Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le
séchage a l'air ou au four (Andrew Chevallier, 2001).

Les plantes séchées sont coupées grossierement et disposées dans des bocaux de verre ou
dans des sacs en papier, a I’abri de I’air et de la lumicre. Les boites en fer sont naturellement
proscrites (Berton, 2001). Les plantes séchées peuvent étre conservés pendant une année dans de
bonnes conditions. Au-dela de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et 1’action
thérapeutique disparait. C’est pourquoi il faudra renouveler le stock de plants chaque année
(Berton, 2001).

Il existe également d'autres méthodes pour la conservation des propriétés médicinales des
plantes (Andrew Chevallier, 2001) telles que I’aspiration de 1’humidité des plantes par un
déshumidificateur ou la congélation dans des sacs en plastique
2. Huiles essentielles
2.1. Généralités sur le métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui participent a I'adaptation des
plantes a I'environnement et a la régulation des symbioses et autres interactions entre plantes et
animaux, a la protection contre les prédateurs et les agents pathogénes. allélopathie ou dans les
facteurs d'attraction responsables de la pollinisation ou de la dispersion des fruits (Judd et al.,
2002).

En général, les termes métabolites secondaires, xénobiotiques, facteurs nutritionnels sont
utilisés pour identifier ce groupe. Plus de 200 000 composés sont connus pour avoir des effets
antinutritionnels et toxiques chez les mammiféres. Etant donné que ces composés ont un effet
toxiques, les ajouter a l'alimentation humaine peut étre utile pour la prévention de plusieurs

maladies (cancer, maladies circulatoires, infections virales...), car la différence entre une toxicité et
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un effet bénéfique réside généralement dans le fait que dose ou la structure- dépendant (Makkar et

al., 2007).
2.2. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont définies ainsi a la pharmacopée européenne (2016) (produit
odorant, générale- ment de composition complexe, obtenu a partir d'une matiere premiére végétale
botaniquement définie, soit par I'entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation séche, soit par
un procédé mécanique approprié sans chauffage. Une huile essentielle est le plus souvent séparée de
la phase aqueuse par un procédé physique n'entrainant pas de changement significatif de sa
composition).

Les huiles essentielles sont définies comme des produits & la composition chimique assez
complexe, contenant des constituants volatils présents dans les végétaux plus ou moins modifiés
lors de leur production. Ce sont des composants végétaux liquides et trés volatils caractérisés par un
aréme fort et caractéristique, les terpenes (principalement des monoterpénes) constituent la majorité
(environ 90%) de ces composants (Hamdani, 2012). La plupart des composants HEs appartiennent
a deux groupes : les terpénoides et les phénylpropanoides, mais ces derniers sont moins courants
que les terpénoides. Le HES ne contiennent pas de corps gras (lipides) (Khenaka, 2011 ; Hamdani,
2012). lls sont obtenus par distillation a la vapeur (Rakotonanahary, 2012).

Les huiles essentielles extraites de matieres végétales ont été largement utilisées dans de
nombreux domaines, notamment l'alimentation, I'agriculture, les cosmétiques et les produits
pharmaceutiques (Zhang et al., 2020a,b). Ces derniéres années, alors que la prise de conscience des
dommages potentiels causés au corps humain et a lI'environnement par l'utilisation de syntheses
chimiques s'est accrue, les huiles végétales de sources naturelles ont été considérées comme des
substituts prometteurs aux agents antibactériens traditionnels en raison de leurs excellentes
propriétés antibactériennes (Siddiqui et al., 2017).

2.3. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se trouvent dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment
dans le protoplasme de différentes cellules sécrétrices selon 1’organe végétal considéré. Elles
s’accumulent par la suite dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes d’une cuticule.
Puis, elles sont stockées dans des structures histologiques spécialisées, a savoir, des cellules a huiles
essentielles (Lauraceae et Zingiberaceae), des poils glandulaires épidermiques qui produisent les
essences dites superficielles (Labiaceae, Geraniaceae et Rutaceae), des poches sécrétrices
(Myrtaceae, Auranthiaceae, Rutaceae) ou encore des canaux sécréteurs (Apiaceae, Ombelliferaceae
et Asteraceae) (Bruneton, 1999 ; Boz et al., 2009). L’extraction des essences se fait de divers
organes de la plante : les fleurs (bergamotier), les feuilles (menthe poivrée), mais aussi dans des
écorces (cannelier de Ceylan), des bois (santal), des racines (angélique), des rhizomes (gingembre),

des fruits (badiane), ou encore des graines (muscade) (Deschepper, 2017).
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2.4. Biosynthése des huiles essentielles

La biosynthése des huiles essentielles commence par la photosynthése (métabolite primaire),
qui se divise ensuite en deux voies principales : (Gauriat, 2015)
A. Voies des terpenes

Cette voie conduit a la synthese des monoterpenes, sesquiterpenes et diterpénes. La synthése
de ces terpenes a partir d'IPP (isopentényl pyrophosphate en C5) ,L'IPP provient de la voie du
mévalonate (Ouali et al., 2017). Différentes fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, phénol, cétone,
oxyde) peuvent leur étre ajoutées, ce qui leur confére des propriétés chimiques spécifiques. Ces
molécules font ressortir le c6té aromatique et volatil de la plante (Gauriat, 2015).
B. Voies des phénylpropanes

Cette voie débute par un acide aminé : la phénylalanine, qui est obtenue par la voie du
shikimate (Gauriat, 2015). La phénylalanine provoque la formation de plusieurs composés d'huiles
essentielles, de phenols, dacides ou encore des coumarines. Les molécules de type lactone ou
phénols méthyl-éthers sont moins fréquentes (Ouali et al., 2017)
2.5. Caractérisation des huiles essentielles

La caractérisation des huiles essentielles et d’ailleurs de tout mélange naturel — peut prendre
plusieurs aspects en fonction du besoin et de 1’objectif assigné. Ainsi, dans la trés grande majorité
des huiles essentielles, les 15-25 composés majoritaires représentent 80-95% de la composition
globale et sont donc suffisants pour caractériser cette huile essentielle. Il faut toute fois signaler que
la connaissance des composés minoritaires est parfois un paramétre important de la qualité
biologique ou organoleptique du produit et qu’en conséquence une analyse fine est nécessaire. Il
faut également signaler qu’une analyse peut étre totalement faussée par la mauvaise identification
d’un seul constituant (Sutour, 2010).
2.6. Propriété des huiles essentielles
Les huiles essentielles possédent de nombreuses propriété : (Purchon,N,2001 ;Willem, J.P,2002)

2.6.1. Anti-infectieuses
A. Antibactériennes

Les molécules aromatiques possédant 1’activité antibactérienne la plus importante sont les
phénols contenus par exemple dans I’huile essentielle de clou de girofle.
B. Antivirales

Les virus sont assez sensibles aux huiles essentielles a phénol et & monoterpénol. Plus d’une
dizaine d’huiles essentielles possédent des propriétés antivirales. Nous pouvons citer 1’huile
essentielle de Ravintsara, 1’huile essentielle de Bois de Ho, ou 1’huile essentielle de Cannelle de

Ceylan.
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C. Antifongiques

Les huiles essentielles utilisées pour leurs propriétés antifongiques sont les mémes que
celles citées précédemment cependant la durée du traitement sera plus longue. Par exemple, les
huiles essentielles de Cannelle, de Clou de girofle ou de Niaouli sont des antifongiques.
D. Antiparasitaires

Les molécules aromatiques possédant des phénols ont une action puissante contre les
parasites. Le thym a linalol, la sarriette des montagnes sont d'excellentes huiles essentielles
antiparasitaires.
E. Antiseptiques

Les propriétés antiseptiques et désinfectantes sont souvent retrouvees dans les huiles
essentielles possédant des fonctions aldéhydes ou des terpénes comme [’huile essentielle
d’Eucalyptus radiata.
F. Insecticides

Certaines huiles essentielles sont insectifuges ou insecticides comme celles possédant des
fonctions aldéhydes comme le citronnellal contenu dans I’Eucalyptus citronné ou la citronnelle.

2.6.2. Anti-inflammatoires

Les huiles essentielles possédant des aldéhydes ont des propriétés actives contre
I’inflammation par voie interne comme 1’huile essentielle de Gingembre.

2.6.3. Régulatrices du systéme nerveux
* Antispasmodiques

Les huiles essentielles possédant des esters ou des éthers possédent une action sur les
spasmes des muscles lisses ou striés comme 1’huile essentielle d’Heélichryse.
2.7. Toxicité Des huiles essentielles

La toxicité des huiles essentielles varie selon leur composition de la plante, la plante source,
la période de I’année ou la plante est récoltée, sa voie d'administration ... (Milpied, 2009), En
géneérale le risque principal lors d'une ingestion est la survenu de crises convulsives, une agitation
ou une somnolence comme des symptomes neurologiques, peuvent cause aussi des complications
digestives ou respiratoires (Laurent, 2017).
2.8. Méthodes des Extraction des HE

Les HE sont obtenus par diverses manieres, voici les principales :
2.8.1. Hydro distillation

C'est une méthode tres simple, le matériel végétal est immergé dans un alambic d'eau sur
Unisource de chaleur, le tout est ensuite porté a I'ébullition (figurel ). Les vapeurs hétérogénes sont

condensées dans un réfrigérant (Lucchesim, 2005).
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Thermométre
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Figure 1: Appareillage utilisé pour 1'hydro distillation de I’huile.

2.8.2. Distillation (par entrainement a la vapeur)
Cette méthode minimise l'altération hydrolytique, le matériel végétal est soumis L’action
d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont

condensées puis décantées dans I’essencier (Boukhatem et al., 2019).

Vapeur d’'eau chargée Eau chaude
d’huite essontielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau
Eau froide

Eau florale

- Eau florale +
Chaleur—-] 2 ) ) ) huile essentiells

AVAVAVAVAVAR

Essencier

Figure 2 : Schéma de principe d’extraction par distillation.

2.8.3. L'extraction par les solvants

Les choix des solvants sont soumis a plusieurs parameétres techniques et économiques, une
sélectivité, et une température d’ébullition, une stabilité. Le principe de méthode est la contacte de
la matiére végétale avec le solvant qui dissout et extraire les constituants solubles dans la plante
(Bekhechi et al., 2008).
2.8.4. L'expression a froid

La technique est réservée a 1’extraction des essences volatiles contenues dans les péricarpes

des agrumes par traitement mécanique (Boukhatem et al., 2019).
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2.8.5. L'extraction par micro-ondes
Cette technique consiste a placer la matiére végétale fraiche dans un réacteur L’intérieur du

four micro-ondes, sans ajout de solvant ou d’eau (Chenni, 2016).

Figure 3 : Technique d’extraction par micro-onde.

2.9. Domaine d'utilisation

Peut étre utilisée dans divers domaines, par exemple
2.9.1. Dans I'industrie agro-alimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées comme épices, aromates ou condiments, touches
d'essence de gingembre, vanille, poivre basilic et agrumes. On remarque également leur intégration
avec les boissons, les produits laitiers, les soupes, les sauces, les snacks, la boulangerie et les
aliments pour animaux (Ch. EL kalamouni, 2010).
2.9.2. Médecine et industrie pharmaceutique

Les propriétés pharmacologiques des huiles essentielles leur conférent un effet antiseptique
contre les bactéries, champignons et levures, ainsi que des propriétés bactériostatiques,
bactériennes, empoisonnant le sang, fongicides, antiseptiques et insecticides, propriétés sédatives :
Certains médicaments HE (menthe poivrée) seraient efficaces pour réduire les spasmes gastro-
intestinaux (C.Adaoust, 2018).
2.9.3. Parfumerie et industrie cosmétique

Les huiles essentielles sont des ingrédients souvent utilisés dans la composition des parfums
et des savons. A ce titre, ils sont traités comme des ingrédients et la réglementation européenne sur
les produits cosmétiques ne leur est pas directement applicable. On les trouve également dans les
préparations pour le bain intégré aux huiles de massage, Les huiles essentielles sont aussi
consommeées en cosmétologie pour parfumer les produits cosmétiques : les dentifrices, les
shampoings, les cremes solaires, les rouges a lévres, les savons, etc.... (Seu-Saberno et Blakeway,
1984). Aussi on le trouve dans les cigarettes et les préparations médicamenteuses administrées par

voie orale.
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Chapitre 11 : Présentation de la plante étudiee
1. Généralité sur la famille Lauraceae

Les Lauracees (Lauraceae) représentent une famille Botanique regroupant au minimum
2000 especes de plantes différentes. Ces especes végétales sont réparties en une cinquantaine de
genres distincts. Mais les estimations les plus hautes pousse cette famille a atteindre pres de 3500
especes différentes répandues dans les régions tropicales et subtropicales, de 1’ Asie du Sud-Est, aux

Etats-Unis en passant par Madagascar et le Nord de I’ Amérique du Sud (Walter et al., 2002).

Figure 4 : Distribution des Lauraceae dans le monde (Stevens, 2001).
Tableau 1:Classification de Cronquist (1981).

‘ Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae

Tableau 2: Classification APG 111 (2009).

Clade Angiospermes
Clade Magniolidées

Ordre Laurales

Famille Lauracees
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2. Cinnamomum camphora
2.1. Définition de Cinnamomum camphora

Cinnamomum camphora est une grande espéce darbre a feuilles persistantes a feuilles
larges appartenant a la famille des Lauracées, qui est largement cultivée en Chine depuis plus de
deux mille ans en tant que bois précieux et arbre aromatique (Babu et al., 2003). Cinnamomum
camphora a été utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise pour traiter des maladies (Shi et
al.,2016 ;Hamidpour et al., 2013).

Figure 5 : Cinnamomum camphora (photo personnelle).

2.2. Classification de Cinnamomum camphora

Régne Végetale
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Cinnamomun
Espece camphora
Nom d’auteur Linné (Nee&Ebern)

12
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2.3. Noms vernaculaires de C .camphora

Nom arabe 45 Al | ghls

Nom frangais Camphrier

Nom scientifique | Cinnamomum camphora (L.) J.
Presl

Nom anglais Camphortree

Nom allemand Kampferbaum

Nom italien Cinnamomum camphora

Nom portugais | Canforeiro

Nom espagnol Alcanfore

2.4. Description botanique de la C. camphora
2.4.1. L’arbre

L’arbre peut atteindre 15 a 40 métres de haut, bien qu’il ne dépasse rarement 20 metres en
Europe. Sa longévité est de I’ordre du millier d’années (Botineau et Pelt, 2010). Le tronc est
ramifié & la base, et présente une écorce rugueuse et gercée. La couronne de 1’arbre est dense, de
forme arrondie a étalée chez les sujets agés. Les jeunes rameaux ont une section quadrangulaire.
Les racines de 1’arbre, treés sensibles aux perturbations, peuvent s’étendre loin du tronc de 1’arbre et
sont reconnaissables par leur odeur caractéristique (Conway Duever, 2000).
2.4.2. Feuillage

Les feuilles sont simples, pétiolées, alternes, longues de 6 a 10 cm et larges de 3 a 6 cm
subcoriacées, ovales ou largement ovales, ou elliptiques avec un sommet effilé, avec plusieurs
nervures principales distinctes partant de la base de la feuille (a 3 nervures ou penninervées). Des
glandes imprimées sont présentes dans les aisselles des nerfs inférieurs en dessous. Les feuilles
dégagent une forte odeur de camphre lorsqu'elles sont écrasées. Feuillage de couleur verte, clair
avec jeunes pousses rosées.
2.4.3. Inflorescences
Fleurs et fruits L'inflorescence est axillaire, paniculaire, glabre, pédonculée, plus courte que les
feuilles, les bractées caduques. Les fleurs sont bisexuées, membraneuses, linéaires, a pubescence
molle. Les segments du périanthe mesurent environ 1,5 mm de long, sont jaune-vert et elliptiques.
Le fruit globuleux mesure 7-8 mm de large et est noir violacé (Zheng, 1978 ; Gupta, 1993 ; Storrs
et Storrs, 1984).
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2.4.4. Les fleurs

Les fleurs sont petites, leur taille étant de I’ordre du centimétre. Elles présentent un caractere
hermaphrodite et une coloration blanc jaunatre.
2.4.5. Le fruit

Le fruit est une drupe globuleuse, de 7 a 10 mm de diamétre et de couleur violet noir a

maturité. La graine mesure 6 a 7 mm de diamétre.

Figure 6 : Les feuilles (photo personnelle).

Figure 7 : Les fleurs. Figure 8 : Les fruits.

2.5. Plantation

En raison de la croissance de la demande, le C. camphora est maintenant cultivé a grande
échelle. La collecte les graines mlres se déroule entre le mois de mai a juillet, le noyau est extrait
en enlevant la pulpe noire, les noyaux sont nettoyés puis séché a I'ombre. La germination des
graines est réalisée apres un trempage pendant 24 heures, les plants sont repiqués aprés 3 mois dans
une pépiniere. Elle se fait pendant la période de pluies dans un trou de 1m de profondeur et de 1x
1m de coté, les distances entre chaque pied sont de 5m. Le « Ravintsara » supporte en général tous
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les types de sols, sauf les terrains trop sableux, rocailleux, ou argileux. Il préfere les substrats

constitués d’un mélange de sable (20%), de sol (40%) et de fumier ou compost biologique (40%).
Des désherbages et amendements sont préconisés pour un meilleur rendement. (Randriamahaleo,
2011) 1l peut étre exploité a partir de sa 4eme année en moyenne. L'arbre devrait avoir une hauteur
de 3m au minimum et disposer d'une biomasse foliaire importante. Il faut éviter de dénuder
complétement l'arbre de ses feuilles et n'enlever au maximum que le deux tiéres de I'ensemble en
laissant les jeunes feuilles. La récolte s’effectue 1 a 2 fois par an. Les techniques de taille et
d'élagage sont importants pour prioriser la croissance en hauteur de I’arbre pour obtenir plus de
feuilles, la taille a partir des branches inférieures de maniere la plus symétrique. Les maladies qui
touchent le « Ravintsara », sont les acariens, la gale, 1’anthracnose. Ses stresse se manifestent
surtout par 1’apparition de tache violette ou des jaunissements sur les feuilles.
2.6. Répartition géographique

Camphrier (Cinnamomum camphora) est originaire d'Asie, en particulier du Japon, de
Taiwan, de la Chine et du nord du Vietnam. Il a été introduit & Madagascar au 19°™ siécle, puis
s'est répandu dans plusieurs régions du monde. A Madagascar, cet arbre est cultivé sur les hauts
plateaux, au milieu de Iile. Dans la nature, on le trouve également au Moyen-Orient (Anjiro et
Moramanga) et dans le sud (Ambositra et Ambohisamosa) (Michat, 2012).

Il a été introduit en Australie, au début de la période coloniale, comme arbre d’ornement ; il
s’est trés vite acclimaté. De méme, aux Etats-Unis, il est rencontré le long de la Cote du Golfe et en

Californie. On le retrouve aussi en Afrique du Sud et en Europe (Figure 9).
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Figure 9 : Repartition mondiale du camphrier.
En orange : pays ou le camphrier est originaire. En vert : pays ou le camphrier s’est

acclimaté.

15



Chapitre 11 Présentation de la plante étudiée

2.7. Maladies et ravageurs

La gale atteint la racine avec apparition de pustules a la surface des tissus externes. Les
feuilles sont souvent atteintes d’anthracnose, maladie provoquée par des champignons et qui se
manifeste par une tache violette (Raherimanjaka, 2006). Des acariens herbivores peuvent aussi
habiter dans les domaties des feuilles de Cinnamomum camphora (Nishida et al., 2005). Des
symptdmes de jaunissement ou de brunissement peuvent aussi apparaitre sur les feuilles en
plantation De plus, des gaufrures au niveau des jeunes feuilles ont été constatées chez certains

individus.

Figure 10 : les symptdmes de maladies (photo personnelle).
2.8. L’huile essentielle de cinnamomum camphora
Le camphrier (Cinnamomum camphora) est un arbre a croissance rapide dont on obtient une
huile essentielle par distillation du feuillage et des jeunes rameaux. Cette huile contenant le
camphre est commercialisée sous le nom de Ravintsara.
2.9. Composition chimique
Les HE issues du camphrier existent sous cing chémotypes, présentant des spécificités
thérapeutiques bien différentes (Wanyang S et al., 1989). Seuls les trois premiers sont
commercialisés :
« Le cinéole (Cinnamomum camphora CT cinéole) est issu de la distillation des feuilles de
Cinnamomum camphora ssp. cineoliferum en provenance de Madagascar; son HE est
dénommée HE de Ravintsara et renferme 20 % de terpenes constitués a 70-75% de 1,8-

cinéole ;

>

K/
*

Le linalol (Cinnamomum camphora CT linalol) provient de la distillation des feuilles et du bois

)

de Cinnamomum camphora ssp. linaloliferum en provenance de Chine ; son HE est appelée HE
de bois de H6 ou encore HE de bois de rose d’Asie et contient 10 % de terpénes constitués a 80-
90 % de linalol ;

Le camphre (Cinnamomum camphora CT camphre) résulte de la distillation des feuilles et du

K/
X4

)

bois de Cinnamomum camphora L. ssp. japonicum en provenance du Vietnam et du Japon ;

son HE, dénommeée HE de Camphrier, est constituée de plus de 50 % de camphre ;
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0,

% L’isonérolidol renferme 20 % de monoterpénes et 20 % de sesquiterpénes, dont 40 a 60 % de
nérolidol ;

% Le safrol contient 10 % de monoterpenols et 80 % de safrol.

L’HE de Ravintsara correspond donc au chémotype cinéole du camphrier de composition
moyenne suivante :

» Oxyde terpénique : 55 a 64 % de 1,8-cinéole ;

» Monoterpenes : 11 & 14 % de sabinéne ; 3a 4,5 % de a-pinéne ; 2,5a 3,3 % de B-pinéne ;

» Monoterpénols : 7a 9 % de B-terpinéol ; 1,6 a 2,7 % de terpinéne-4-ol.

L’HE Havozo, provenant de 1’écorce de Ravensare aromatica (Agatophyllum aromaticum
Willd.), contient majoritairement du méthylchavicol et I’HE Ravensare, issue des feuilles de cette
méme espece, renferme sur- tout du limonéne, du sabinene, du myrcéne et du linalol.

2.10. Intérét d’utilisation médicale de I’espéce Cinnamomum camphora

4+ L’Arbre a camphre se cultive principalement pour ses feuilles aromatiques.

+ Les feuilles du Cinnamomum camphora sont utilisées pour produire de ’huile essentielle. Celle-
ci est treés utilisée en aromathérapie pour un usage externe (toxique en cas d’ingestion) en raison
de ses vertus antivirales, antispasmodiques, antiseptiques, antirhumatismales.

#+ L’huile essenticlle de Camphrier, appelée Ravintsara ou Ravintsare est a la base de la
composition du fameux « Baume du tigre ».

+ Elle s’utilise également dans I’industrie du textile en protégeant le lainage et les fourrures contre

les termites.

¥

Elle integre aussi la composition des vernis.

+ L’extraction de ’huile essentielle se fait sur des arbres de 50 ans et plus. L’huile essentielle
extraite des Camphriers naturalises & Madagascar est reconnue de qualité optimale.

4+ La culture chinoise considere le Ravintsara comme I’arbre de vie. L’ingestion des drupes
permettrait de rallonger la longévité de quelques années.

#+ L’arbre au camphre est considéré comme sacré au Japon. On le rencontre fréquemment a
proximité des temples ou il est connu sous le nom de « Kusunoki ».

4+ Comme arbre ornemental, on apprécie le Camphrier pour ’ombrage qu’il procure et pour ses

feuilles persistantes.

#

On le cultive généralement comme arbre d’alignement ou en sujet isolé¢ dans les parcs et jardins.

#

I1 est d’autant plus apprécié€ pour sa longue longévité qui peut aller jusqu’a plusieurs siecles.
4+ Le bois du camphrier dispose naturellement de propriétés insectifuges en éloignant ainsi les
mites. On s’en sert pour fabriquer différentes malles pour le transport des différents tissus de

qualité comme les fourrures.
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1. Matériels et Méthodes

1.1. Extraction d’huile essentielle

1.1.1. Matériel végetale
La partie aérienne (feuilles) de la plante (Cinnamomum camphora) a été utilis¢é comme

échantillon d'extraction. La Plante a été collectée de service commun de recherche, pble de

vulgarisation botanique au niveau de [’université de Skikda.

Skikda
HAMADI
LOTISSEMENT CITE AISSA ‘KR(ZUMI\
BRIQUETERIE BOUKERMA dag)S golas
HMED, QUEST
&
@
5
£
Université s o
20 Aot 2 2
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Figure 11 : La carte géographique de I’université de Skikda.

>
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~ e'bicolocyi
et = gier
S SOronomice - &
- =

Figure 12 : Service commun de recherche, pole de vulgarisation botanique.
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1.1.2. Matériel du laboratoire
A. Montage d’extraction

L'extraction des huiles essentielles de C. camphora a été effectuée au niveau du laboratoire

de département d'agronomie par la méthode d'hydro distillation (figure 13).

Tifiib
—=m e | T
= *’7/\ = =

Figure 13 : Montage d’hydro distillation (photo personnelle).
B. Appareilles et matériels simple utilisé
4 Ballon de 1000ml
Chauffe ballon
Réfrigérants
Ampoule a décanter
Bécher
Papille aluminium
Balance
Erlenmeyer
Eprouvette graduée
Etuve

L’eau distillée

FEEE R R EE

L’appareil de ph

¥

Flacon

1.1.3. Protocole d’extraction D’HE

Les feuilles de la plante sécher dans une étuve pendant 3jour. L'extraction des huiles
essentielles est faite par la technique dhydro-distillation durant 2 heures (figure 13). 50 g des
feuilles séchés sont submergées dans 1’eau distillée (400ml) dans un ballon de volume de1000 ml.
L'ensemble est ensuite porté a ébullition. La chaleur (100°C) permet la libération des molécules
odorantes contenues dans les cellules végétales et forme un mélange d'eau et des huiles essentielles.

Il est ensuite refroidi et condensé dans une ampoule a décantation (Figure 14).
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L’eau et I’HE se séparent par différence de densité, on répéter cette étape 5 fois jusqu’a
terminer tout la quantité de 250 g de la plante (Total : 250g + 21 d’eau).

Apres extraction d’huile essentielle obtenu a été placée dans un flacon a été couvert d’un
papier aluminium a 1’abri de la lumiére puis conservé dans un réfrigérateur a4°C jusqu’a son usage

pour I’activité antimicrobiennes.

(b)

() () (9)
Figure 14 : Les étape de préparations de I’HE.

l Hydrodistillation - chauffage

l Condensation

l Décantation

Le plan d’extraits :

Séparation

Figure 15 : Les étape d’extraction d’HE .
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1.1.4. Rendement

Le rendement d’huile essentielle (RHE) est le rapport entre le poids d’huile essentielle
extraite el le poids de la matiére végétale (plante séché) utilisée.

Le rendement, exprimé en pourcentage (%o) est calculé par la formule suivante :

R= (Pwne/P mv)x100.

R:Rendement de huile essentielle (%). Pre: Poids de [’huile en g. Pmv: Poids de la plante en g.

[, w3
p 20

| H 2 a

——

(a) flacon vide. (b) flacon remplis d’HE.

Figure 16 : Détermination le poids d’HE( photo personnelle).
1.1.5.PH

Pour mesurer le pH on a utilisé ’appareil de (pH metre de Hanna) comme le montre.

Figure 17 : L’appareil de Ph (photo personnelle).
1.2. Activité antimicrobienne
Cette étude de I’huile essenticlle de plante a ¢été réalisée la sensibilit¢é des souches
bactériennes dans le laboratoire de hall technologie (labo de microbiologie) de 1’université 20 Aot
1955.
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1.2.1. Les Souches bactériennes et Souche Fongique

Les souches bactériennes identifiées, ont ét¢ obtenus a partir de Laboratoire d’analyses
médicales -Professeur Oudina Faysal Ali - situé dans la Wilaya de Skikda. Il s’agit de deux souches
bactériennes une a Gram positif et ’autre Gram négative et en fin une souche fongique amené du
laboratoire de hall technologies de 1’'université (Candida albicans).

a. Bactérie a Gram Positif (Staphylococcus aureus)

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, immobiles, non sporulés, réunis en amas, aéro-
anaerobie facultatifs, catalase positive, Oxydase négative, fermentent les glucides (De buyser,
1996). S. aureus est un coque a Gram positif non sporulant de la famille des Staphylococcaceae
(Fessler, A.T et al ., 2011 ; Boost,M.Vet al., 2013) , elle est résponsables d’intoxications
alimentaires,d’infections localise¢ suppurées et dans  certains cas extremes ,d’infections
potentiellement mortelles. Les staphylocoques produisent tous I'enzyme catalase, mais S. aureus est
I'un des rares a produire une coagulase (kehrenberg, C,et al ., 2009 ; Paterson et al., 2014 ; Boost,
M.V et al ., 2013). L'espéce bactérienne est donc confirmée par I'évaluation de la production des
enzymes catalase et coagulase(Boost, M.Vet al ., 2013).

b. Bactérie a Grame Négative (Klebsiella pneumoniae)

Les Klebsiella sont des bactéries trés répandues dans la nature (I’eau, le sol, les végétaux, la flore
fécale des animaux), sur la peau, les muqueuses et surtout les voies respiratoires supérieures de
I’homme provoquant ainsi des pneumonies mortelles c’est pourquoi Friedlander les a appelé
pneumobacilles (Le Minor et al.,1989), L’espéece type Klebsiella pneumoniae est connue autre fois
sous le nom de pneumobacille de Friedlander. Ce dernier sont des bacilles a Gram neégatif,
immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaerobies facultatifs (El Fertas-
Aissani et al., 2012).

C. Candida albicans(fongique)

Le candida albicans est un organisme mycotique, c'est-a-dire qu'il fait partie de la famille
des champignons. Il est présent depuis toujours sur nos muqueuses, notre peau, ou bien encore dans
notre intestin. Lors d'un déséquilibre immunitaire ou hormonal, il prolifére et devient pathogéne en
libérant des toxines. On parle alors de "candidose",une candidose provoque des mycoses,

Habituellement bénignes mais qui peuvent étre graves chez le sujet immunodéprimé.

Tableau 3: Les bactéries utilisées.

Souches bactériennes Gram

Staphylococcus aureus |Cocci Gram positif (+)

Klebsiella pneumoniae |Bacille Gram négative (-)
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Tableau 4: La souche fongique.

Souche Fongique Milieu de culture

Candidas albicans Milieu sabouraud

1.2.2. Le milieux de cultures utilisée
+ Gélose mueller —hinton : est un gélose standardisée recommandé pour I’étude de la
sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens.
+ Gélose Hektoen : est un milieu sélectif pour I’isolements des bactéries bacilles gram
négatif.
+ Gélose chapman : est un milieu sélectif des bactéries du genre staphylococcus .
+ Bouillon nutritif : est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-organismes peu
exigeants.
+ Milieu sabouraud : est un milieu sélectif pour la culture fongique.
1.2.3. Solution et Solvant
+ DMSO
+ Eau distillée
1.2.4. Méthode d’évaluations de I’activité antibactérienne
Nous avons testé la sensibilité de I’HE sur les bacterie,en suivant les étapes:
A. Revivification
+ Le milieu de chapman pour Staphylococcus aureus est coulée dans une boite pétri et le
processus répété avec Klebsiella pneumoniae dans une autre boite a étée placé hektoen
jusqu’a ce qu’il congelé.
+ A l’aide d’écouvillon,un échantillon des bactéries existantes a été prélevé et un ensemensée
dans les boites pétri préalablement congeléés dans un chaque milieu.
+ Nous transférons les bactéries dans les deux écouvillons apres on ajoute le bouillon nutritif.

+ Ensuite ,incubées a I’étuve 37°C pendant 24 a 48 heure.

24



Chapitre 111 Matériels et méthodes

B.Dilutions d’huile essentielle

Aprés D’extraction de I’HE par hydrodistillation ,on prépare 04 dilutions :(0,1mg/ml,
0,05mg/ml, 0,03mg/ml, 0,01mg/ml) dans du DMSO (dimethyl sulfoxide).Ce choix a été fait
car le DMSO est le solvant préféré de la plupart des auteurs , notamment Gachkar et al (2007)
qui ont montré que le DMSO n’a pas d’activité antibactérienne.

C. Préparations des disques

Pour la réalisation de 1’antibiogramme,les disques sont faits a partir du papier wathman,ce
dernier a été découpé en disque blanc de 6 mm. Apres leur stérilisation au autoclave pendants
20 min & 120°C.

T - -

Figure 19 : Autoclave .

D. Préparation le milieu de Mueller- Hinton

Nous avons utilisé le milieu de Mueller- Hinton apres avoir décongelé le milieu dans un bain marie
Ja gelose ( MH ) est coulée dans les boites de pétri puis on laisse ces derniéres congéler. Le
milieu(MH), qui est le milieu le plus employeé pour les testes de sensibilité aux agents antibacteriens.

Figure 20 : Technique décongélation de MH.

E.Ensemencement

4+ Le semis cela se fait par balayage ou inondation, de sorte qu’aprés ’incubation ,des colonies

séparées mais adjactes se forment .
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# A l’aide d’écouvillon( bouillon nutritif + bactérie ) , fortter la surface entiére de la boite pétri
trois fois , en faisant tourner la boite d’environ 60°C entre les stries pour assurer une
distribution uniforme apres chaque application .

= cette opération répéter dans un autre boite de pétri.

F. Dépbt des disque

Les disques sont imprégneés dans un différents dilutions de concentrations des huiles avec
DMSO(C1=0,1, C,=0,05, C3=0,03, C4=0,01)et placé dans les boites a I’aide d’une pince sur la
surface du milieu de MHet aussi un HE pure.

Et un autre boites imbibés un disque dans un DMSO sont utilisés comme témois, maintenue a la

température du laboratoire pendant 30 min afin de permettre la pré-diffusion.

Figure 22 : Préparations des disques (photo personnelle).
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Figure 23 :Représente la experimentation au laboratoire (photo personnelle).
G. Incubation et lecture
Incubée tout les boites dans I’étuve a 37°C pendant 48 heures pour la lecture ,en mesurant les

diamétres des halos d’inhibitions.

% NB : toute les opérations doivent étre éffectuées dans une zone stérile devant un bec bunsen .

1.2.5.Activité antifongique

La souche fongique candida albicans sont cultivées sur le miliecu sabouraud afin d’avoir
suffisamment des spores .Ensuite, incubée a 1I’étuve 30°C pendant 24h.

Pour la réalisation de I’activit¢ antifongique on a appliquée les mémes étapes de D’activité
antibacterienne ,Les boites incubées dans 1’étuve 30°C pendant 3jour .comme indiquée dans la

figure ci- dessous :
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Matériels et méthodes

Figure 24 : Les étapes de I’activité antifongique (photo personnelle).
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Récapitulation de toute les étapes résumée dans le plan suivant :

Culture d’une souche bactérienne et souche fongique

Ensemencement du milieu de Mueller Hinton a I’aide d’un

écouvillon

Dispositions Des Disques imbibés
Différents Dilutions De L’huile Essentielle :(0,21mg/ml, 0,05mg/ml,
0,03mg/ml, 0,01mg/ml) (4 Disques + 1disque d’HE pure

Dans une boite)

Incubations de bactéries 24 a48 heures a une température de 37°C.
Incubée la fongique 72h a une T°= 30°C

Dans ’étuve

Mesure un halo d’inhibition en mm
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1. Résultats et discussion
1. 1. Rendement des extractions
Le rendement de I’huile essentielle de cinnamomum camphora calculé comme suit :
R =(Pre/ P wmv) %100
Pre: 3,79
Pwmv : 2509
Application numérique :
R = (3,7/250) x100
R=1,48%
Ont résumé le résultat dans le tableau suivant :

Tableau 5: Rendement de ’huile essentielle.

L’huile essentielle Cinnamomum camphora Référence

Rendement%o 1,48 La présence étude

1.2. pH

Le mesure de ph montré que I’huile essentielle de Cinnamomum camphora est acide
(pH=6,52)(Figure25).

Figure 25 : Détermination ph (photo personnelle).

1.3. Activité antibactérienne
Apres I’incubation des boites dans 1’étuve pendant 48h, nous avons retirées et mesuré les

diametres des zones d’inhibitions en mm. (Figure 26).
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Figure 26 : L’effet d’inhibiteur de ’HE de Cinnamomum camphora sur la croissance des
bactéries (photo personnelle).
Les mesures des diamétres d’inhibitions ont été effectuées a 1’aide d’une régle. Les

différents diamétres sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 6: Les résultats de mesure des diamétres d’inhibitions en mm.

HE Cl Cc2 c8 C4
Témoins pure (0,2mg/ml)  (0,05mg/ml) (0,03mg/ml) (0,01mg/ml)

S.aureus 0 28 0 48 8 0
k.pneumoniae 0 42 14 15 11 14
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Figure 27 : Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition.

Le diametre de la zone d'inhibition de I'huile essentielle de C.camphora variait de 8 a
48mm, Les résultats obtenus indiquent qu’HE de C.camphora possedent un effet inhibiteur.

Le meilleur résultat obtenu est celui de I'huile essentielle avec une concentration de C2 sur
la souche bactérienne S.aureus avec un diametre d'environ 48mm et aussi HE pure sur la souche
bactérienne k.pneumoniae avec un diametre 42mm .

Selon les niveaux d’activité cités dessus on constate presque que toute les souches bactériennes
testé sont sensibles d’HE.
Selon Ponce et al., (2003) 1’échelle de I’estimation de 1’activité antimicrobienne et classé

comme suit :

+ Extrémement (+++) : plus de 20mm

+ Tres sensibles (++) : de 15mm a19mm

#+ Sensibles (+) : 8mm a 14mm

4+ Non sensibles (-) : moins de 8mm
Tableau 7: Transcriptions des diamétres d’inhibition des dilutions d’huile essentielle de plante

Cinnamomum camphora.

Diameétres des zones d'inhibitions en mm

Les souches HE C1 C2 c3 C4
Témoins Pure (0,Admg/ml) (0,05mg/ml) (0,03mg/ml) (0,01mg/ml)

S.aureus - +++ - +++ + -

+++ + ++ + +

k.pneumoniae
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D’apreés les résultats présentés dans les deux « tableaux 6 et 7 » et la « figure 27 » nous
constatons que I’HE de cinnamomum camphora a une tres bonne activité antibactérienne.
1.4. Activité antifongique

D’apres le résultat nous avons constaté que le C.albicans est trés résistante au 1’huile

essentielle de Cinnamomum camphora.

. — A. /
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Figure 28 : Candida albicans Aprés 72h d’incubation (photo personnelle).
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Conclusion

Conclusion

La présente étude nous a permis d'évaluer l'activité antibactérienne, antifongique des huiles

essentielles d'une plante médicinale aromatique locale dela service commun de recherche, pole de
vulgarisation botanique au niveau de ’université de Skikda qui est cinnamomum camphorasur deux
souches bactériennes staphylococcus aureus, klebsiella pneumoniae et une souche fongique
candida albicans .

A travers nos analyses nous constaté que, I’extrait de HE des feuilles de
C .camphora possede un pouvoir antibactérienne et antifongique trés intérissant.

D’apres les résultats obtenues dans ce travail, on peut dire que 1’éspece C.camphora est
réellement dotées d’un puissant pouvoir antibactérien et qu’elle peut se substituer efficacement aux
antibiotiques de synthése .

Cette opportunité ouvre la voie vers la mise en valeurs de la plante et ces dérivés dans le
développement économique durable et dans la création de la richesse renouvelable dans notre pays.
Elle permet aussi la mise en valeur de I'exploitation des HE dans les domaines pharmaceutiques et

cosmétiques en raison de leur composition chimique.
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