République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université BLIDA 1

Faculté des Sciences

Département de Chimie

Mémoire présenté par
Abbas Meriem
Maouche Ryma Nadjela

En vue d’obtenir le diplome de Master

Domaine : Science de la matiéere
Filiere : Chimie
Option : Chimie des produits Naturels

Titre :
Etude chimique des huiles essentielles de Cuminum cyminum et
Cinnamomum zeylanicum, test de synergisme antibactérien contre des

microorganismes liés a I’alimentation

Soutenu publiquement le 24 juillet devant le jury composé de :

Y. Daghbouche Pr Présidente Université Blida 1
K. Eddouada MCB Examinateur Université Blida 1
M.R. Zahi MCB Promoteur Université Blida 1

Promotion 2018-2019



i

!

‘ Remerciements

N
ﬂ Sldlall ¢

"

35 ey .,;,;.’UI 4l doel ]

Tu terme d g fotre travail, nous tenons d exprimer nos
ments (@8 plIS sincéres Au bon Dieu pour a patience et [a
qui not ¢ utiles tout au long de notre parcourt.
hest agrl 2 remercier notre promoteur Mr Zahi M. R,
QUS g ‘d rél’encad'rementet le temps qu'il nous a
useils qui ont été précieux.d (a réalisation de
.A.’tmw
ncérés remerciements et nogn ._v ofonde
eda M. Daghbouche Y, qui nous a hon ,éesde sa
eptant g t de p g;derfgjwydé cette soutenance.
oy w; pro ﬂ&SCO ‘dérations: td
i % ﬁllda WS
é (aircira
(tOIf?z,_

48 tre

)i
“_".rL i

ro



DEDICACE

Je dédie ce travail a:

Mes tres chers parents que dieu les protége pour leurs soutiens depuis

toujours

Mes sceurs : Cherifa et Nesrine

Mes tantes, mon oncle et mes cousines

Mon binbme Meriem

Ma meilleur amie Zahia

Tous mes amis(es) : Amel, Manel, et Zineb

Mes collégues de la promotion de CPN pour les sympathiques moments

qu’on a passé ensemble.

Ryma Nadjela



Cleticace

Avec laide de Dieu, j'ai pu réaliser ce modeste travail que

Je dédie A :

Ma tres cheére idéale mére, source de tendresse, en témoignage
de ma reconnaissance pour son amout, sa patience et sa

compréhension.

Mon tres cher pére ["homme le plus parfait dans le monde, le secret
de ma réussite et mon grand exemple qui a réver toujours de me voir
heureuse.

Que Dieu vous protége et vous réserve une longue vie pleine de
bonheur et de santé.

Ma chére et unique seeur Ryma, mes freres Amine Mahdi et Lotfs,
Mon bindme « Rym »

Mes meilleures copines « Amel, Nabila ».

A tous ma 2eme famille « groupe tournage » mes collegues de la

promotion.

Tt tous ceux qui m’ont Soutenues de prés ou de loin.

Meriem



uadlall

s rlai Ay gall alalicaal) o Jad o Sy 5 adil ol alias dege ddadil 4l 5y 30
Sl Jalail) ol ja) (A Ly ol Lae e gliall da8all dpal) LK) a Lgieli€ ane el
Cuminum Adaall & ylaall Ul o Y Al gl LSl aliad) Ll
.Cinnamomum Zeylanicum_Cyminum

e 71,675 71.72 Ass 253,56l 8 Sl Sl 3ayk e #laiY) dlee
e (e 16 25a5 oo CiiS GC / MS daul s Laulul) @il Jidas 5 sl
QLS yall @ilS 5 «Cinnamomum zeylanicum <lisSe e 22 5 Cuminum cyminum
.cinnamaldehyde s monoterpenes oxygénés cuminaldéhyde ¢ ke 4w )l
& oAl aadl) dgy yla g Llal) Ao gial) 48kl SIS e ad) el dlaal) Ll sl
3 e g W O30 &5 L sl 5 A5 LSl s Al el g Sl e IS il e

E. cloacea, L. .monocytogene et E. coli.&¥3lu

¢ obal Cy 3 ¢ Cinnamomum zeylanicum ¢ Cyminum Cuminum: dsalidall cilalst)
_J)'Iﬂ\ 3 e.ﬁ\);ﬂ Aeae LU «CG / MS



Abstract

Essential oils have important antibacterial activities and can successfully
replace antibiotics that are inefficient against resistant microorganisms, which
led us to perform the chemical analysis and antibacterial activity of essential
oils from two local aromatic plants; Cuminum cyminum and Cinnamomum
zeylanicum. The extraction was carried out by hydrodistillation with a yield
of 1.72% and 1.67% respectively. The chemical analysis of essential oils by
GC/MS; revealed the presence of 16 constituents of Cuminum cyminum and
22 constituents of Cinnamomum zeylanicum. The major compounds were
oxygenated monoterpenes cuminaldehyde and cinnamaldehyde. The
antibacterial activity was performed by the solid medium and the
microdilution methods in a liquid medium. Both oils are very active against
the 5 bacteria tested. Synergism of the two oils was encountered against 3 E.
cloacea, L. monocytogenes and E. coli strains. In contrast, and addition effect

was found with the two others strains.

Key words: Cuminum cyminum, Cinnamomum zeylanicum, Essential oil,

GC/MS Antibacterial activity, Synergy.



Résumé

Les huiles essentielles possédent d’importantes activités antibactériennes et
peuvent se substituer avec succés aux antibiotiques qui montrent leurs
inefficacités a 1’encontre des microorganismes résistants, ce qui nous a
conduits a effectuer I’analyse chimique et 1’activité antibactérienne des huiles
essentielles issues de deux plantes aromatiques locales ; Cuminum cyminum
et Cinnamomum zeylanicum. L’extraction est effectuée par hydrodistillation
avec un rendement de 1,72% et 1,67% respectivement. L’analyse des huiles
par CG/SM a révélé la présence de 16 constituants de Cuminum cyminum et
22 constituants de Cinnamomum zeylanicum, les composés majoritaires
étaient des monoterpenes oxygénes cuminaldéhyde et cinnamaldehyde.
L’activité antibactérienne est mise en évidence par la méthode en milieu
solide et la méthode de microdilution en milieu liquide. Les deux huiles sont
trés actives vis-a-vis aux 5 souches testées. Le synergisme des deux huiles a
été rencontré contre 3 souches E. cloacea, L. monocytogene et E. coli. Par

contre, un effet d’addition a été trouve pour les deux autres souches.

Mot clés : Cuminum cyminum, Cinnamomum zeylanicum, Huile essentielle,

CG/SM, Activité antibactérienne, Synergie.
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Introduction générale

La qualité microbiologique d’un aliment constitue 1’une des bases essentielles de son
aptitude a satisfaire la sécurité du consommateur. Un aliment, exposé a la détérioration par
les bactéries et les moisissures peut diminuer ses caractéristiques sensorielles, nutritives et
sanitaires [1].

Pour faire face a ce probléme crucial, 1’essor de la chimie a permis 1’apparition et
I’application de nouvelles substances chimiques en tant que conservateurs alimentaires
synthétiques. Malgré ses derniers, les inquiétudes suscitées par leurs effets secondaires
inévitables. Récemment, les produits naturels ont suscité un intérét croissant en raison de
leur disponibilité, de la réduction de leurs effets secondaires ou de leur toxicité, ainsi que
leur biodégradabilité améliorée par rapport aux antibiotiques et aux conservateurs
disponibles [2].

L'exploration d’agents antimicrobiens d'origine naturelle & des fins de conservation
des aliments fait I'objet d'une attention croissante par les chercheurs, en raison de la
sensibilisation des consommateurs aux produits alimentaires naturels et de la
préoccupation croissante que suscite la résistance microbienne aux agents de conservation
conventionnels. Cependant, pour établir I’efficacité des conservateurs antimicrobiens
naturels, ils doivent étre évalués seuls et en combinaison avec d'autres facteurs de
préservation afin de déterminer I'existence d'effets synergiques et de définir de multiples
obstacles [3].

Les épices et les herbes sont des ingrédients courants ajoutés aux aliments pour
améliorer le goQt et la couleur. En outre, ils constituent de bonnes sources d'antioxydants
et d'antimicrobiens [4]. Les huiles essentielles d'épices et d'herbes ont été recommandées
pour les produits a base de viande et de poisson afin de prolonger la durée de conservation,
de protéger la qualité organoleptique et d'inhiber la croissance microbienne et I'oxydation
des lipides [5].

Les plantes aromatiques appartiennent a 12 familles végétales les plus importantes en
aromatherapie, a savoir les abiétacées, les apiacées, les Astéracées, les cupressacees, les
éricacées, les géraniacées, les lamiacées, les lauracées... [6]. Dans ce contexte, on a choisi
deux especes ; Cinnamomum zeylanicum qui appartient a la famille des lauracees. Elle

provient de I'Asie tropicale et subtropicale, ainsi que de I'Australasie. Ces arbres et arbustes
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ont des feuillages et des écorces riches en composes aromatiques, la majorité de ces plantes
sont persistantes [7]. Et le Cuminum cyminum qui appartient a la famille des Apiacée, est
une petite plante annuelle herbacée qui pousse dans tous les systemes ethno-médicaux de
I'Europe du Nord aux régions méditerranéennes, a la Russie, a I'lran, a I'Indonésie et a
I'Amérique du Nord [8], ces especes exercaient des propriétés antimicrobiennes,
insecticides, analgésiques, antioxydant, anticancereux, antidiabétique, agrégation
antiplaquettaire, hypotenseur, bronchodilatateur et immunologique [9]

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est compose en trois chapitres. Le premier
est une synthése bibliographique consacrée aux géneralités des plantes étudiées et leurs
activités biologiques.

Le second traite 1’extraction des huiles essentielles et la composition chimique des deux
huiles.

Le troisiéme concerne 1’activité antibactérienne et la méthode d’association.



Chapitre 1 : synthese bibliographique

1.1 Généralités sur les huiles essentielles

1.1.1 Définition

Selon les normes de 1’International Standards Organization on Essential Oils, ISO 9235
et celle de I’Association de Normalisation Francaise, AFNOR NF T 75-006 (octobre
1987), une huile essentielle est un produit obtenu a partir d’une matiére premiere végétale,
soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe
des citrus, soit par distillation a sec [10,11].

1.1.2 Procédés d’extraction des huiles essentielles
1.1.2.1. Techniques de I’hydrodistillation /I’entrainement a la vapeur.

Est un procédé appelé aussi “entrainement a la vapeur d'eau™. Elle consiste a percoler la
matiere premiere avec de la vapeur d'eau. C’est-a-dire qu'on fait bouillir de 1’eau en
présence de plantes ou de fruits. La vapeur d’eau entraine alors les especes odorantes qui
sont ensuite condensées et donne I'huile essentielle de la matiere premiére. Elle est utilisée
pour les matieres premieres peu sensibles a la chaleur par exemple pour extraire I'huile
essentielle de rose ou du bois de santal. On distingue les produits au fur et a mesure de la
distillation, on recueille alors dans I'ordre d'abord une "note de téte", une "note de coeur” et
une "note de fond". L ’hydrodistillation au laboratoire, peut étre utilisée avec un appareil
de type Clevenger [12].

1.1.2.3 Extraction assistée par micro-onde

Elle utilise de plus petites quantités de solvant, n’est pas cotteuse et est considérablement
rapide. Cependant, la température opératoire de cette technique est relativement haute (100
— 150 °C), ce qui pose des problémes quand il s’agit de 1’extraction d’antioxydants. Les
autres inconvénients de cette technique sont d’une part le rendement faible lorsque les
solutés ou les solvants sont apolaires et d’autre part le besoin de I’étape postérieure de
filtration ou de centrifugation pour éliminer le résidu solide de I’extrait [13].

1.1.2.4 Extraction par CO2 supercritique

Est le procédé le plus récent d'extraction a froid, qui met a profit des propriétés du CO2
pour reproduire au plus juste lI'odeur de la matiére odorante, sans altérer la plante. On fait

d'abord passer le CO2 a I'état liquide en le placant sous pression a une température
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inferieure a 40°C. Il permet ainsi d'extraire des substances odorantes peu volatiles comme
celles que dégagent les épices. On peut ainsi obtenir des extraits d'une qualité olfactive et
d'une pureté exceptionnelle. 1l faut préciser que le CO2 recyclé ne pollue pas ; c'est donc
une technique respectueuse de I'environnement [14].
1.1.3 Composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont composées chacune d'un ou plusieurs groupes fonctionnels
attachés a un squelette hydrocarboné. La plupart des groupes fonctionnels contiennent des
hétéroatomes notamment de I'oxygeéne, les composés actifs peuvent étre divisés en quatre
groupes selon leur structure chimique : composés d’environ 90 % de terpénes, les alcools,
les phénols, les esters, les oxydes, les coumarines, les sesquiterpénes, les terpénols, les
cetones, les aldéhydes, etc. Mais ne contenant aucun acide gras, ni aucuns autres corps
gras.
Ce sont les effets combinés de ces constituants et leurs proportions qui constituent I'identité
propre a chaque huile, et qui déterminent leurs caractéristiques telles que I'odeur, les
propriétés thérapeutiques et la toxicité. Environ 10 000 molécules ont été identifiees
jusqu’au aujourd'hui. Les huiles essentielles sont généralement polymoléculaires : elles
sont composées de quelques molécules en grande quantité, plus d'une multitude d'autres
molécules en état de traces [15].
Les produits chimiques dans les huiles essentielles sont des métabolites secondaires, qui
jouent un réle important dans la défense des plantes comme ils possédent souvent des
propriétés antimicrobiennes. L'intérét pour les huiles essentielles et leur application dans
la conservation des aliments a été amplifié ces dernieres années par une perception de plus
en plus négative des conservateurs synthétiques par les consommateurs [16].
1.2 Généralités sur I’espéce Cuminum cyminum
1.2.1 Etude taxonomique et systématique de I’espéce

La famille des apiécées appelée anciennement ombelliféeres caractérisée par des
rayons d’inflorescence disposés comme ceux d’une ombrelle. C’est 1’une des plus
importantes familles de plantes a fleurs. Elle est composée d’environ 300 a 455 genres et
3000 a 3750 especes [17]. En Algérie, selon Quezel et Santa (1962) [18], elle est
représentée par 55 genres, 130 especes et 27 sous espéces, plusieurs especes de cette famille

sont considérées comme une riche source en huiles essentielles et végetales. Environ 760



constituants ont ¢été isoles a partir d’huiles essentielles des cultures ombelliferes,
appartenant a différents classes chimiques [19], parmi ces espéces, existe le cumin, du nom
scientifique de Cuminum cyminum [20].
1.2.2 Position systématique [18]

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Cuminum

Espéce : Cuminum cyminum
1.2.3 Description botanique du Cuminum Cyminum

Le C. cyminum est une plante mince (figure 1.1), glabre, herbacée et annuelle, elle
peut atteindre une hauteur de 20 jusqu’a 60cm [21]. Elle posséde des racines effilées,
de feuilles vertes parfumées, finement divisées, palmatiséquées a lanieres longuement
filiforme et des petites fleurs, 3 a 5 par ombellules ayant une couleur blanche ou rose
[22]. Le fruit du C. cyminum est un schizocarpe possédant une forme ovale ou
fusiforme, de couleur brun clair ou grisatre. Contenant deux méricarpes avec une seule
graine; d’une odeur aromatique et un gott épicé et amer [23], d’une longueur comprise
entre 5 et 6 mm, hérissés de longue soies dressées; la graine de C. cyminum est vert
clair a gris brunatre et de forme allongée portant 9 arétes et 9 canaux secréteurs [18].
Sa culture et sa récolte sont assez simple, la floraison a lieu dans les premiers jours de
Mai, et le fruit murit en juin. On occupe la plante a ras de terre, et on la suspend dans
un lieu aéré, ou la maturation s’achéve ; si I’on attend que la graine soit complétement
mure, on s’exposerait a en perdre une partie. On n’effectue le battage que lorsque la

plante est séche [24].



Figure 1.1 : Parties aériennes de la plante de Cuminum cyminum [25]
1.2.4 Distribution géographique

Utiliser depuis des millénaires, le C. Cyminum est une épice ancestrale, se référant
pres de 5000 ans a I'ancienne civilisation égyptienne, ou elle a été utilisée a la fois comme
une épice et un conservateur dans la momification. Le monde occidental a appris a le
connaitre comme une épice d’Iran, le nom cumin a ses racines dans le mot Kerman, une
ville en Iran autour de laquelle elle a été largement cultivé [24]. Localement appelé
Kermun, serait devenu Kumun, puis cumin dans les langues européennes [25]. Au moyen
age, le C. cyminum fut rapidement propagé dans I'ensemble des pays européens en Gréce
et a Rome, ou il était utilisé comme une sorte de poivron, puis les explorateurs espagnol et
portugais l'ont introduit jusqu'en Amérique latine. A ce jour, il est largement cultivé
également en Ouzbékistan, Tadjikistan, Turquie, Maroc, Egypte, Inde, Syrie, Mexique
et au Chili [26,27]. En Algérie, il est généralement localisé dans les hauts plateaux
Algérois, Oranais et Constantinois, 1’ Atlas saharien.

La production mondiale des grains de C. cyminum estimée est d'environ 300000
tonnes ; Elle est concentrée en Asie centrale et méridionale, plus précisément, en Inde qui
est le fournisseur mondial principal de semences de C. cyminum, parmi les 80 000 2170000
tonnes de semences cultivées en Inde environ 70 % de la production mondiale, 10% sont
exportées ; le Rajasthan en produit 56%, tandis que la production du Gujarat en représente

44%. La production est relativement stable au fil des années. Les autres principaux pays
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producteurs sont la Syrie (7%), la Turquie (6%) et I’Iran (6%) ; tous les autres producteurs
représentent ensemble environ 10% [24,28].

1.2. SEtude chimique de I’espéce Cuminum Cyminum
1.2.5.1 Eude chimique des extraits lipidiques des graines de Cuminum cyminum

Les études phytochimiques sur les métabolites secondaires isolés des graines de C.
cyminum ont révelés la présence de divers composés bioactifs, dont des métabolites
secondaires importants sont discutés comme suit :

Un total de 19 composés phénoliques a été identifié avec succeés dans 1’extrait
lipidique. Ou le composé majeur était I'acide p-coumarique avec une teneur de (30,49%),
d’autres composés phénoliques avec des proportions intéressantes, tels que I’acide trans-
2-dihydrocinnamique (12.23%), I’acide syringique (9,72%), la flavone (5,53%), la
lutéoline (4,65%) et méme I’acide cinnamique (6,35%) [29], de plus ont étaient trouveés
dans les grains de C. cyminum l'acide p-hydroxybenzoique, l'acide vanilique, 1’acide
gallique, la rutine, la coumarine, le résorcinol et la quercétine sont apparus pour une
quantité limitée [30]. Encore, elles sont connu pour contenir une guantité importante de
tanins d’ou Bettaieb et Bourgou (2010) [31] ont déja confirmés leur présence avec des
teneur de (30,92 a 83,23 %), en outre on peut citer la présence des caroténoides, des résines
et des gommes [32-35] (Annexe 1).

1.2.5.2 Composition chimique d’huile essentielle de Cuminum cyminum

Selon la littérature, I’HE de C. Cyminum contient une variété de classes de produits
chimiques, D'aprés S. Athamena et al, (2010) [21], cette huile contient une fraction des
monoterpenes a savoir les monoterpénes oxygénés représentés principalement par le
cuminaldéhyde (14-50%), et (13.62%) d’hydrocarbures monoterpénique constituent par le
B-pinéne (5-17%), p-cymene (9-47.08%) et le y-terpinene (18-29%). En outre Tahri, K et
al (2016) [36], ont publié plus de détails sur la composition de cette huile en différentes
quantités a savoir : thymol, safranal, B-terpinéol, linalol, tétradécene, 1,8-céneol, 2-caren-
10-al, a-trpinene-7-al et a-pinéne. Toutefois, Des sesquiterpenes n'ont été trouveés que dans
I'huile des graines a de faibles concentrations a savoir le B-Caryophylléne et le f-Farnesene

de teneurs respectives (3.14%) et (1.72%) [37]. Alors que les aldéhydes qui contribuent a
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la saveur caractéristique de 1’épice était caractérisé par p-mentha-1,3-dien-7-al (15.18%),
p-mentha-1,4-dien-7-al (9.48%) [38] (Annexe 1).
1.2. 6L_€S activités biologiques d’huile essentielle du Cuminum cyminum

Les epices sont intensivement employées en médecine, pharmacie, parfumerie, et les
produits de beauté. C. Cyminum possede un large spectre d’utilisation en médecine
traditionnelle récemment prouveé par des études pharmacologiques et biologiques dues a la
haute teneur en principes actifs tels que : le cuminaldéhyde, le p-cymene et le pinene.

1.2.6.1 Activité antimicrobienne
1.2.6.1.1 Activité antimicrobienne qualitatif

Parmi les travaux sur D’activité citons I’étude faite sur I’huile essentielle de graines
C. Cyminum qui a été réalisée contre différentes souches de micro-organismes. Les tests
antimicrobiens ont révélé une activité élevée de cette huile essentielle contre Candida
albicans, Aspergillus niger, les bactéries Gram-positives Bacillus subtilis et
Staphylococcus epidermidis, ainsi que la levure Saccharomyces cerevisiae [20].

L’HE de C. Cyminum exercait un effet antibactérien d’inhibition contre tous les
microorganismes testés avec des diamétres allant de 10 a 60 mm ou la zone d'inhibition
était plus élevée chez la bactérie E. faecalis, mais la plus faible chez E. coli et M.
pyocyaneus, et parmi les champignons, celle qui est contre B. fragilis était supérieure que
sur S. cerevisiae [39].

L’efficacité d’HE de C. cyminum a été étudiée aussi contre la croissance de certaines
bactéries couramment utilisées dans 1’industrie alimentaire, le Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus et Staphylococcus xylosus ou liés au
spoilage alimentaire (Enterobacter gergoviae, Enterobacter amigig) , elle a montré un effet
inhibiteur contre toutes les bactéries testées [40]. Alors que cette huile est dotée d’une
activité antifongique significative contre Pseudallescheria boydii et Aspergillus flavus et
aussi contre différentes especes pathogénes de Candida a montrer des zones d'inhibition
varient de 7 a 50 mm [41,42].

Le temps total de la mort lors de I'exposition a I'HE de C. cyminum était de 20, 180
et 90 min pour E. coli, S. aureus et L. monocytogenes, respectivement cela présentait une

forte activité antimicrobienne [43], La durée de conservation des fraises a été augmentée
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de maniere significative par l'utilisation des HEs de C. cyminum, car elles inhibaient les

champignons (Botrytis cinerea) [44].
1.2.6.2 Activité antimicrobienne quantitative

L’huile essentielle des graines de C. cyminum a montré une bonne efficacité sur la
croissance bactérienne de trois souches (Streptococcus mutans, Proteus vulgaris,
Salmonella paratyphi) obtenues suite aux valeurs faibles de CMI comprises entre 20.4 et
62.5 ul/ml [30], et vis-a-vis de plusieurs agents pathogénes d'origine alimentaire (S.aureus,
B.cereus, E.coli, S. enteritidis et L.monocytogenes) étaient de 0,37 & 3,0 mg/ml [45]. Alors
qu’elle a été étudiée contre deux espéces de Candida pathogenes (C. albicans et C.

dubliniensis) d’ou la meilleure CMI de I'huile a été enregistrée était 289 mg/ml [46].

1.2.6. 2Activité antioxydante

Les cellules et tissus humains peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions
physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose,
toxines) et métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal
ou facteur de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression
commune appelée stress oxydant, dues a I’exagération d’un phénomeéne physiologique,
normalement trés contrdlé, la production de radicaux dérivés de I’oxygene [47].

L’HE du C. cyminum a montrer des activités anti-radicalaires et antioxydantes. Parmi
les tests les plus utilisés, la méthode au DPPH et la méthode du blanchissement du B-
caroténe. Cependant, les résultats de 1’essai de blanchissement du B-carotene ont été
meilleurs que ceux de 1’essai du balayage du radical libre 2-2diphenylpicrylhydrazyl
(DPPH) [30].
1.3 Généralités sur I’espéce Cinnamomum Zeylanicum
1.3.1 Systématique et taxonomie de Cinnamomum Zeylanicum

Lauracée est une famille économiquement importante, elle est composée
principalement des arbres ou des arbustes semblables a des arbres. Le genre Cinnamomum
comprend environ 250 especes réparties en Asie et Australie. Cinnamomum zeylanicum est
la source de 1’écorce de cannelle, des feuilles et de leurs huiles essentielles, est une plante
indigéne du Sri Lanka, beaucoup d'espéces de cannelle donnent une huile volatile a la

distillation [48]. Une grande variété de cannelles existe a la surface du globe mais deux
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d’entre elles sont plus connues et plus usitées : la cannelle de Ceylan (Cinnamomum
zeylanicum) et la cannelle de Chine (Cinnamomum cassia) [49], elle est connue depuis
I'Antiquité ; ses petits tubes, qui proviennent de I'écorce d'un arbre appelé cannelier [50].
1.3.2 Position systématique [51]

Reégne : Plantae

Sous-Régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous-Embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida

Sous-Classe : Magnoliidae

Ordre : Laurales

Famille : Lauraceae

Figure 1.2 : Les différentes parties de Cinnamomum zeylanicum [52]

1.3.3 Description botanique de I’arbre de Cinnamomum zeylanicum
Le cannelier est un arbre élancé pouvant atteindre 8 a 17 meétres de haut, originaire
du Sud-Ouest de I’Inde et du Sri-Lanka, introduit dans les iles de 1’océan Indien. Ses
feuilles comme son écorce aromatique est riche en huile essentielle, ce qui en fait un arbre
tres prisé aux plans médicinal et aromatique. En fonction de son espece, il devient arbre ou
reste arbrisseau ; il ne supporte pas les températures inférieures a 15 °C et ne vit que dans
les régions tropicales ou subtropicales, poussant sur un sol léger, il ne se récolte pour la
premiére fois, que six ou sept ans apres sa plantation. Ces branches sont alors coupées pour
la récolte de I'écorce, qui sera mise & sécher, les arbres fleurissent en janvier et les fruits

marissent en mai-aolt [53,54].
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Figure 1.3: L'arbre a C. zeylanicum [55] Figure 1.4: Situation geographique du Sri Lanka
(Ceylan) [56]
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1.3.4 Description d’écorce de Cinnamomum zeylanicum

Il forme des tuyaux isolés ou emboités les uns aux autres d'une longueur de 30 cm a
1 m sur 1 cm de diametre et mats. Chaque ruban cylindrique a une épaisseur de 0,2 4 0,7
mm, la face externe est de couleur brun-jaune, lisse et marquée de fines stries
longitudinales blanchatres, la surface interne est plus sombre presque brune et lisse, la
cassure est esquilleuse, I'odeur est aromatique, agréable et caractéristique, sa saveur est
chaude, épicée et sucrée a la fois, pénétrante et puissante avec une légére note de brulée
[57].

Une fois les batons de cannelle broyés, on obtient de la poudre de cannelle, celle-ci
est reconnaissable par la présence de longues fibres (1 a 2 mm) blanchatres, amincies aux

deux extrémités et d'amas de cellules scléreuses grises [57].

Figure 1.5 : Batons et poudre d'écorce de Cinnamomum zeylanicum [58]

1.3.5 Distribution géographique

C. Zeylanicum est une espéce résineuse de la famille des lauracées, constitue un
élément important de la végétation Indienne [59]. Elle s’agit de 1’écorce d’un arbuste qui
cultivé en plantation, se préte a I’écorgage au bout de 3 ou 4 ans, son principal producteur
est Ceylan, puisqu’elle couvre plus de 14 000 ha plantés en cannelliers. On la trouve a la
fois sur un sol riche et 1éger (sablonneux- siliceux ou du quartz blanc sur un bon sous-sol)
qui exige une température moyenne de 30°C ou son emplacement de prédilection est au
soleil ou légérement a I'ombre mais a 150 métres au-dessus du niveau de la mer [60]. La
chine est un gros producteur, qu’elle retire principalement des trois provinces du Guangxi,
Guizhou et Guangdong [61]. En Algérie, il occupe une superficie localisée en majorité
dans la région sud du pays [62]
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Tableau 1.1 : Production de cannelle dans le monde [63]

Pays producteur Production en tonnes Pourcentage'vcli € Ia_productlon
ondiale
Chine 47000 44,28%
Indonésie 39000 37,74%
Sri Lanka 12200 11,49%
Vietnam 6000 5,65%
Madagascar 1500 1,41%
Seychelles 230 0,21%
Timor oriental 75 0,07%
Dominique 55 0,05%
Grenade 50 0,04%
Sao Tome-et-principe 30 0,02%
Total 106140 100,00%

1.3. 6Etude chimiques de I’espéce Cinnamomum Zeylanicum
1.3.6.1 Eude chimique des extraits lipidiques de Cinnamomum Zeylanicum

Depuis les années 50, plusieurs travaux ont été effectués sur les extraits lipidiques
des différentes parties de C. Zeylanicum en utilisant I’acétone et le méthanol comme
solvant d’extraction [64-65]. Ces études ont mené a 1’isolement de plusieurs molécules de
différentes classes, a savoir les composés phénoliques, d’ou 1'acide p-coumarique était le
composé majeur dans 1’extrait lipidique, d'autres composés phénoliques ont été identifié,
tels que les proanthocyandines, anthocyanes, anthraquinone et les tanins. Alors que I'acide
p-hydroxy benzoique, l'acide vanillique, 1'acide syringicique, 1’acide férulique, I’acide
gallique, la coumarine, I’acide protocatéchique, I'acide caféique et I'acide salicylique sont
apparus pour une quantité limitée [66-67]. De plus des composés flavonoidiques ont été
trouvés avec des teneurs intéressantes, tels que le kaempferol et I’orientine ainsi que trois
hétérosides : le kaempferol-30-a.-L-rhamnoside, le kaempferol-30-rutinoside, et
I'isorhamnétine-3-0-rutinoside [57]. Des composés de diterpenes pentacyclique ont été
isolés de cette espece avec des teneurs faibles: le cinnzeylanine, le cinnzeylanol,
Cincassiols [68-69]. (Annexe 1)

1.3.6.2 Composition chimique de I'huile essentielle de Cinnamomum zeylanicum
L’HE de C. zeylanicum provenant de différents pays a fait I’objet de plusieurs études

qui ont mené a I’identification d’une variété de classes de produits chimiques. Vernon et
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Richard [70] ont déja trouvés que les premieres recherches sur la composition de cette huile
ont été realisées par Blanchet en 1833, Quelques temps apres, Dumas et Peligot (1834 et
1835) [71], ensuite Valnet [66], indiquent que le principal constituant de cette essence est
le cinnamaldéhyde (65 a 80 %) et en faible quantité le trans-2-méthoxycinnamaldéhyde.
Alors que les composés phenoliques ont été identifiés en 1892 en des faibles teneurs,
Picardie et verne (2014) [72] notent que la teneur en eugenol dans I'huile essentielle est
plus importante que celle de I'écorce. D'autres composés de nature terpénique furent
identifiés en 1975-1977 par le chimiste Guenther E. dont (1,10%) des monoterpénes, o -
pinene est le seul monoterpene détecte, (54,51%) des sesquiterpenes, le caryophylléne est
le composé majeur présent (12,76%), les alcools monoterpénes oxygéneé étaient représentés
par un seul composé, le linalol, les hydrocarbures terpéniques sont présents a 42,97% [73].
En outre selon Wright (1995) [74] les composés oxygénés sont présents a 52,6%, a savoir
les esters (39,50%) I’acétate de (E)-cinnamyle est le composé principal et constituent

36,59% suivi par l'acétate de 3-phénylpropyle et le ben zoate de benzyle. (Annexe 1)

1.3. 7Les activités biologiques d’huile essentielle de Cinnamomum Zeylanicum
L’efficacit¢ d’une HE dépend de sa richesse en composés bioactive, plus I’HE est

riche en substances actives, plus son activité est importante. Elle est aussi liée a sa

composition chimique, aux groupements fonctionnels des composés majoritaires (alcools,

phénols, les composés terpéniques) [75,76].

1.3..71 Activité antiseptique

C’est le pouvoir d'empécher le développement des bactéries ou des virus.
Nombreuses études ont été mises en ceuvre qui considerent la cannelle de Ceylan comme
une plante majeure dans le domaine infectieux pour ses propriétés antiseptiques et anti
putrescibles aussi bien pour son huile essentielle d'écorce que pour celle de ses feuilles,

elle entre dans les formulations de diverses spécialités [70].

1.3.7.2 Activité antispasmodique

L’activité antispasmodique est le pouvoir de lutter contre les spasmes musculaires.

L’utilisation de I’HE de C. zeylanicum contre les troubles digestifs tels que ballonnement
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épigastrique, lenteur a la digestion, éructation, flatulence ; dans les asthénies fonctionnelles

; et pour faciliter la prise de poids [56].
1.3.7.3 Activité antimicrobienne
1.3.7.3.1 Activité antimicrobienne qualitative

L’activité antibactérienne de I’HE de C. zeylanicum a été étudiée contre 178 souches
globalement, elle a inhibé tous les types de souches bactériennes testees, a I'exception de
Salmonella para typhi B, présentant un effet antibactérien de 99,4% [78]. Alors qu’une
autre étude faite par Iserin P, Moulard F (2002) [79] contre la croissance de plusieurs
bactéries, cette huile, présentaient des zones inhibitrices assez intéressantes sur E.coli,
P.fluorescens, S.aureus, de 30 mm 22 mm, 20mm respectivement. Cette activité semble
due au fort taux d'eugénol (85%). En outre, cette huile a exercé un effet antibactérien contre
21 bactéries et 4 espéces de Candida et a donné des diameétres allant de 20 a 33 mm, un
effet inhibiteur significatif contre P. aeruginosa (33,3 mm), B. subtilis (29,9 mm), P.
vulgaris (29,4 mm), K. pneumoniae (27,5 mm) et S. aureus (20,8 mm) [80]. De plus
I’efficacité de I’HE de C. Zeylanicum a été étudiée sur la croissance de certaines bactéries,
elle a montré une activité antibactérienne élevée contre Streptococcus oralis et
Streptococcus sanguis (23 mm), Micrococcus roseus (21 mm), Streptococcus intermedius

(20 mm) et Streptococcus mutans (17 mm) [68].
1.3.7.3.2 L’activité antimicrobienne quantitative :

De nombreuses études ont été effectués sur I'activité antibactérienne de HE de C.
zeylanicum, les CMI ont été évaluées par rapport a cinq bactéries pathogenes d'origine
alimentaire courantes (B.cereus, L.monocytogenes, S.aureus, E.coli et S.anatum), varies
entre 0.06 et 0.12 mg/ml, cette étude suggere que I’HE de C. zeylanicum et ses composants
bioactifs peuvent étre utilisés comme agents de conservation naturels [81]. Par ailleurs,
selon Kam S et Wang, H (2006) [82] I’HEs a montré une bonne efficacité sur la croissance
des bactéries a Gram positif S.aureus, et des bactéries a Gram négatif (E. coli, E.aerogenes,
P.vulgaris, P.aeruginosa, V.cholerae, V. parahaemolyticus et S. typhymurium), leurs CMI

ont varié de 75 pg/ml a 600 pg/ml.
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Une autre étude été effectuée par Nikolic M et Glamoclija (2014) [83] sur cette huile
contre 8 souches de bactéries, dont (E.coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S. aureus, S.
epidermidis, K. pneumoniae, Salmonella sp), les résultats des tests antibactériens avaient
un excellent effet inhibiteur, les CMI ont varie de 250 pg/ml 500 pg/ml.

En revanche, le potentiel antifongique de I’HE de C. Zeylanicum a été étudié contre
differents champignons y compris les levures (quatre especes de Candida : C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata et C. krusei), des moisissures filamenteuses (4 isolats, 3 asperges
spp et un Fusarium sp) et des dermatophytes (trois isolats, M. gypseum, T. rubrum et T.
mentagraphytes). Leurs CMI ont varié de 100 pg/ml a 450 pg/ml pour les levures de
candida de 75 pg/ml a 150 pg/ml pour les moisissures filamenteuses et 18,8 pg/ ml a 37,5
pg/ml) pour les dermatophytes [84].

1.4 Test d’association

En raison de [l'utilisation intensive d'antibiotiques, la propagation de souches
bactériennes multi résistantes constitue lI'une des menaces les plus préoccupantes pour la
santé publique [85].
En conséquence, il a été lancé pour rechercher un nouvel antibiotique meilleur et abordable,
dérivé d'une plante médicinale, en tant que traitement de substitution ou complémentaire
de la résistance microbienne, y compris des bactéries. Et pour cela les chercheures se sont
lancées dans de différentes combinaisons :
1.4.1 La combinaison entre antibiotique et composes bioactive

A la suite de différentes substances composes bioactive telles que les coumarines, les
flavonoides, les phénoliques, les saponines alcaloides, les tanins, les terpénoides, les
quinones, les anthraquinones, les glycosides cardiaques et d'autres se trouvent dans des
concentrations différentes [86,87]. De nombreuses études ont montré que la combinaison
de composés bioactive et d'antibiotiques sélectionnés avait pour résultat des inhibiteurs de
la biosynthese des feuilles, des inhibiteurs de la synthese ADN / protéine et des inhibiteurs
de permeabilité cellulaire / paroi de la paroi [88-90].
Par exemple, Les effets combinés des antibiotiques modernes (ciprofloxacine, ceftazidime
et tétracycline) et de six composés bioactive (acide protocatéchique, acide gallique, acide

ellagique, rutine, berbérine et myricétine) ont montré qu’il avait inhibé la croissance de P.
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aeruginosa. Cette combinaison d'antibiotiques modernes et de composés naturels s'est
révelé plus d'effet antibactérien qu'un seul composé [91].
1.4.2 La combinaison entre Huile essentielle et composé bioactive

La combinaison des huiles essentielles avec un autre composé pourrait modifier leur
I'activité antimicrobienne. Ces composes peuvent étre une bactériocine comme la nisine,
un autre HE ou méme un autre composé. Nitrite, etc. L’effet de ces interactions sur
I’activité antimicrobienne des HE pourrait étre synergique, additionnel ou antagoniste.
Ainsi, Lacroix (2007) [92] a rapporté que le sodium les chlorures, les sucres et les acides

organiques pourraient avoir un effet synergique avec les HEs.

1.4.3 La combinaison entre huile essentielle et huile essentielle

Les effets synergiques des huiles essentielles peuvent constituer un traitement
efficace contre les bactéries multirésistantes [86]. Avec cette notion, une interaction in vitro
entre I'antimicrobien testé pour 11 huiles essentielles a montré un effet prometteur contre
la résistance aux médicaments : S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et des

souches cliniquement isolées [94,95].

De plus, Eshetu Gadisa et al (2019) [96] ont évalués I’effet antibactérien combiné des
huiles essentielles de B. cuspidata et B. ogadensis contre la bactérie multirésistante. Cette
étude pourrait servir de données de base pour étudier de nouvelles substances bioactives
provenant d'huiles essentielles et déterminer la justification scientifique des effets
combinés des plantes médicinales traditionnelles non exploitées utilisées par différentes
sociétés.

Ces combinaisons synergiques sont évaluées par des méthodes classées en deux catégories

: les méthodes en "point final" et les méthodes cinétiques.

1.4.4 Les méthodes en "point final"

1.4.4.1 Test de I’échiquier de micro dilution
Le procedé de micro dilution en damier utilise le plus souvent frequemment des

associations antimicrobiennes invasives. En utilisant ces méthodes, on peut reconnaitre des
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effets synergiques, additifs, interactions indifférentes ou antagonistes avec les agents
testés.

Par cette méthode, une concentration inhibitrice fractionnaire (CIF) est calculée en
comparant la CMI de chaque agent seul a sa CMI en combinaison avec le deuxiéme agent.
A partir du CIF observé pour chacune des huiles, la fraction inhibitrice moyenne des

indices de concentration (ICIF) ont été calculés comme suit :
ICIF=CIFA+CIFB

Ensuite, les résultats des fractions inhibitrice moyenne des indices de concentration ont été

classés comme synergisme, addition, I’indifférence ou I’antagonisme [97,98].

v Synergie est généralement définie comme une diminution de 4 fois la CMI des agents
en combinaison par comparaison avec les antibiotiques testés uniqguement : CIF < 0.5
v"Indifférence est définie 2 0.5 < CIF <4

<\

Antagonisme est défini comme CIF > 4

v" Certains chercheurs considerent les composés comme additifs quand 0.5 < CIF <1

1.4.5 Les méthodes cinétiques

Elles permettent d'explorer dans le temps le devenir d'une population bactérienne en
présence de plusieurs concentrations d'antibiotiques utilisées seules ou en association. La
synergie se définie par un pourcentage de survivants 100 fois plus faible (-2 logl0) en
présence de 1'association par rapport I'antibiotique le plus actif et l'antagonisme par un
pourcentage de survivants 100 fois plus grand. Cette méthode permet d'étudier la phase
précoce de bactéricidie (jusqu'a la 6 heures) appréciant ainsi la vitesse de bactéricidie et la
phase tardive qui explore I'effet de I'association sur les phénoménes de croissance

bactérienne en particulier I'émergence de mutants résistants [99].
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Chapitre 11 : Etude chimique de I’huile essentielle

1.1 Matériels et méthodes expérimentales
11.1.1 Extraction des huiles essentielles

11.1.1.1 Matériels végétales

Le matériel végétal dans la présente étude est représenté par deux espéces qu’appartient a
la famille des Apiaceées et Lauracées, qui sont les graines de C. cyminum et I’¢corce de C.
zeylanicum. Ces derniéres ont été achetées sous forme séchée, chez un herboriste en Mars
2019 de la ville d’Oued-Souf dans la wilaya d'EI Oued. Cette ville située dans le nord-est
du Sahara algérien et au sud du Chott Melrhir, a 79 km a I'est-nord-est de Touggourt, a
212 km au nord-est de Ouargla et a 512 km au sud-est d'Alger.
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Figure 1.1 : Carte géographique de la région d’Oued Souf [100]
Le climat du Souf est de type désertique. Il n'y a pratiquement aucune précipitation toute
I'année dans la région. De plus, il affiche une température annuelle moyenne de 21.8 °C.
Les épices sont conservées dans des boites propres pour servir ultérieurement a I’extraction

des huiles essentielles.
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Figure 11.2 : Photo des épices sélectionnés (a gauche : C. cyminum et a droite:C.

zeylanicum)

11.1.1.2 Protocole expérimental d’extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par la méthode d’hydrodistillation au
moyen d’un dispositif d’extraction type Clevenger figure 11.3. Au niveau du laboratoire de
chimie, département de chimie, faculté des sciences de I’université de Saad Dahlab Blidal.
L’hydrodistillation du matériel végétal séchées et pulvérisées a été menée pendant 3 heures
a partir du début d’ébullition selon le protocole opératoire suivant, une masse végetale (100
g) a été introduite dans un ballon en verre de (1000 ml), puis on ajouter une quantité

suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon.

Figure 11.3 : Dispositif d’extraction Clevenger
Le mélange est porté a ébullition a I’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou

aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli
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auparavant d’eau distillée. L’HE de faible densité par rapport a 1’eau, surnage a la surface
de cette derniére.

Le distillat (huile + eau) recueilli est transvasé dans une ampoule a décanter. Un relargage
est réalisé en ajoutant une spatule de chlorure de sodium et on rajoute environ 40 ml d’éther
diéthylique pour la séparation du mélange par différence de densite.

La phase organique contenant I’HE ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un
déshydratant, le sulfate de magnésium, pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été
retenue dans la phase. Cette deuxiéme phase est recueillie dans un ballon qu’on passe a
I’évaporateur rotatif pour se débarrasser du solvant a une température voisine de 40°C. Et

enfin conservée dans des flacons opaques bien scellés a température basse (4-5 C°).

A‘P.

Figure 1.4 : Huiles essentielles extraites (A : huile de C. cyminumum et B : huile de C.
Zeylanicum)

11.1.2 Caractérisation organoleptique des huiles essentielles
Les huiles essentielles doivent répondre aux caractéristiques analytiques établies par les
commissions d'experts nationales et internationales. Pour savoir que la qualité de I'huile
essentielle de cumin a été étudiée, des tests organoleptiques (couleur, odeur et apparence)
ont été réalisés et comparables a ceux de la norme AFNOR 1990 [101].
11.1.3 Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle (R™ (%)), est défini comme étant le rapport entre la
masse de I’huile essentielle obtenue aprés extraction (M(H.E)) et la masse de la matiere

végétale utilisée (M(MV)). 1l est donne par la formule suivante :
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R% (%) = (M(H.E)/M(MV) %100
Ou:

RY (%) : rendement en huile essentielle (en g) pour 100g de matiére séche.

M(H.E) : masse de I’huile essentielle obtenue (g).

M(MV) : masse de matiére seche utilisée en (Q).
11.1.4 Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse

L'analyse de la composition des huiles essentielles a été effectuée par la technique de la

chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrophotométrie de masse Perkin
Elmer GC 680 - MS-SQ8T, (figure 11.5). L’identification des différents composés des
huiles essentielle est effectuée en se basant sur les banques des données spectrales NIST

avec un taux de similitude supérieure ou égal a 90%.

Figure 11.5 : Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplée a une

spectrophotométrie de masse
Dans les conditions suivantes :
¢+ Une colonne capillaire de type RTX5ms (30 m x 250 pum d.i ; épaisseur du film de
phase stationnaire : 0,25 pm)
+« Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique de 70 eV.
+ La quantité injectée est de 1 pL se fait par mode split.

7

% Le gaz vecteur utilisé est I’hélium d’un débit de 1 ml/mn,
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%+ La programmation du four :

250°C(10)
3°C/ min
80°C (5 min)
% Les échantillons des huiles essentielles sont dilués dans I’hexane (1:100) (v/v).
11.2 Résultats et discussions de I’étude chimique
I11.2.1 Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles Cinnamomum
Zeylanicum et Cuminum cyminum
Les propriétés organoleptiques des huiles essentielles Cinnamomum Zeylanicum et
Cuminum cyminum sont regroupé dans le tableau 11.1.
Tableau 11.1: Propriétés organoleptiques des huiles essentielles Cinnamomum

Zeylanicum et Cuminum cyminum

Caractéristiques organoleptiques

Aspect Couleur Odeur
_ ) Odeur chaude et
C. Zeylanicum Huileux Jaune pale o
épicé
_ o Odeur puissante et
C. cyminum Limpide Jaune pale

épicé

11.2.2 Rendement de I'extraction

Nous rappelons que les huiles essentielles de C. cyminum et de la C. zeylanicum récoltée
dans la région d’Oued Souf, ont été extraites par hydro-distillation pendant 4 heures dans
un appareil de Clevenger.

En effet, ’extraction a révele une valeur de rendement de I’ordre de 1,67% et 1,72% pour
les espéces C. cyminum et C. zeylanicum respectivement, ces valeurs représentent la
moyenne de 12 manipulations.

Des rendements en huiles essentielles des écotypes des especes étudiées ont été rapportés
par différents chercheurs, les différents résultats sont résumer dans les figures 11.6 et 11.7.
D’aprés les figures, le rendement d’HE de C. cyminum bulgare (5.3%) est
significativement plus éleve que ceux des autres origines [20], par conséquent les
rendement trouveés en Inde (2,0%) [103], en Chine était de (3,80%) [104], respectivement.
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Des rendements plus faibles ont été trouvés en Algérie dans la région de Boumerdes (1.8%)
[105]. En revanche, notre rendement est du méme ordre que le résultat trouvez en Tunisie
par Rebey (1.6%) [29].
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Figure 11.6 : Variation du rendement en huile essentielle de C. Cyminum dans quelques
pays

En ce qui concerne la C. zeylanicum, les résultats restent en accord avec ceux citées dans
la littérature (1.3% - 2.8%).

Du fait, le rendement en HE de la C. zeylanicum qu’on a obtenus semble plus important
que celui mentionné par la Chine (1.54%) [106], I’ Algérie (Setif) (1.54%) [107] et I’Tran
(1.3%) [108]. Par contre, les rendements en huile les plus élevés ont été trouvés dans les
espéces de la Malaisie (1.8%) [101] et celle de Madagascar (2.8%) [109].
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Figure 11.7 : Variation du rendement en huile essentielle de C.zZeylanicum dans quelques
pays
Cette nette différence dans les rendements en huiles essentielles est probablement reliée a
plusieurs facteurs telle-que :
e L’origine du I’espéce végétale.
e Lapériode de récolte et la maniere de séchage de I’espéce végétale.
e Leclimat, la région et la nature du sol

e Laméthode et la durée d’extraction des huiles essentielles.

11.2.3 Identification de la composition chimique des huiles essentielles par CG/SM
Les compositions chimiques des huiles essentielles sont présentées dans les tableaux 11.2
et 11.3. 16 et 22 composés ont éte identifiés dans les huiles essentielles de C. cyminum et C

Zeylanicum, respectivement a 1’aide des spectres de masse, des temps de rétention comparé

a la banque de données spectrales NIST (Annexe 2).
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Tableau I1.2 : Constituants de I’huile essentielle de C. cyminum

N° | Tr(min) Nom de produit Formule chimique %
1 5.12 O-cymene CioH14 5.42
2 6.16 ¥- Terpinene CioH1s6 17.01
3 10.67 Terpinen-4-ol C10H180 0.17
4 13.31 Cuminaldéhyde C10H120 53.31
5 15.12 2-Caren-10-al C10H140 21.42
6 16.92 p-Mentha-1.4-dien-7-al C10H140 0.76
7 17.21 Safranal C10H140 0.12
8 19.04 a-Elemene CisH24 0.14
9 20.66 Cis-caryophyllene C10H140 0.07
10 21.33 (Z.E)-a-Farnesene CisHa4 0.03
11 22.21 Cis — B Farnesene CisH24 0.10
12 22.82 B-Cubebene CisH24 0.06
13 22.94 Acoradiene CisHa4 0.11
14 24.12 4-epi-Cubedol C15H260 0.02
15 24.39 B-Bisabolene CisH24 0.02
16 27.90 Carotol C15H260 0.08

Le tableau I1.2 montre les composants identifiés par CG/SM dans I'huile essentielle ; 16
composants ont éte caractérisés, représentant 98,84 % de la composition totale de I'HE,
qui est formée d'un grand nombre de monoterpenes oxygénés et hydrocarboné.

Les principaux composants identifiés dans cette huile étaient le cuminaldéhyde (53,31%),
2-Caren-10-al (21,42%), »- Terpinéne (17,01%) et O-cymene (5,42%). Les composés
oxygenés identifiés contenaient environ 76,06% de la composition totale de I'huile. Les

sesquiterpénes étaient présents dans I'huile essentielle a I'état de traces, représentant 0.54%
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de I'huile totale, y compris du a-Elemene (0.14%), Acoradiene (0.11%), Cis—p Farnesene
(0.1%), (Z.E)-a-Farnesene (0.03%), B-Cubebene (0.06%), B-Bisabolene (0.02%) etc.
Plusieurs études sur I’'HE de cette espéce ont été réalisé a travers le monde, car c¢’est une
plante trés utilisée en médecine traditionnelle et en cuisine, d’ou la nécessité de découvrir
la composition d’HE responsable de son aréme fort et caractéristique. Toutes ces études
ainsi que la présente, se rejoignent de la richesse de cette espéce en cuminaldéehyde a des
pourcentages différents dus généralement aux différences climatiques entre les zones
d’étude.
Par exemple, Les HEs riches en cuminaldéhyde ont été trouvées au Maroc (84.1%) [110],
en Chine (36.31%) [104], en Bulgarie (36%) [20] et en Egypte (35.25%) [111].
L’espece Algérienne a fait I’objet de quelques études.
19 composants représentant 92,33% de I'HE ont été caractérisés par 1’étude de R. Mekaoui
et F. Benkaciali (2012) [112] les monoterpenes oxygenés (85,4%) étaient la classe
prédominante avec cuminaldéhyde (19.4%), p-Cyméne (19.17%), y-Terpinéne (18.75%) et
le B-pinéne (14.2%) comme constituants majeurs.
Tandis que 1’étude de variabilité dans la région de Boumerdés rapporté par A. Benrejdal
et al en 2011 [113] un autre type a été identifié dont les composants majoritaires sont le
cuminaldéhyde et a 1-phenyl-1,2-ethanediol des concentrations de (33.3%) et (27.1%)
respectivement.
En revanche, I’HE de C. cyminum originaire de la région nord de I'lran se distingue des
autres espéces par I’absence du cuminaldéhyde. Elle est caractérisée par le a-Pinene (30%)
et le limonene (21%) [114-117].
De plus, la présence B-pinene dans plusieurs HES a été prouve dans la littérature [20, 104,
111, 118] avec des quantités appréciables alors que le B-pinéne est complétement absent
dans la présente analyse.

Sahana.K et Nagarajan (2011) [24] a prélevé 11 échantillons dans différentes région,
située au nord-est de I'lran, qui ont révélé la présence safranal (16.8%-29.0%) et y-
terpinene-7-al (13.5%-25.5%), en tant que composants principaux de I'huile essentielle de

C. cyminum.

Tableau Il. 3 : Les constituants d’huile essentielle de C zeylanicum
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N° | Tr (min) Nom de produit Formule chimique %
1 5.16 O-cymene CioH14 0,22
2 5.36 Eucalyptol C10H180 1,22
3 6.15 y-Terpinene CioHis 0,15
4 7.52 Linalol C10H180 0,11
5 9.87 Benzenepropanal CoH100 2,02
6 10.67 Terpinen-4-ol C10H180 0,38
7 11.26 a-Terpineol C10H180 0,64
8 14.70 Cinnamaldéhyde C10H180 80,12
9 15.06 Borneol acétate C12H2002 1,35
10 18.90 A-Copaene CisHa4 2,10
11 | 20.67 Caryophyllene CisHa4 1,03
12 21.12 Coumarin CoHsO 0,44
13 | 21.78 Cinnamy!l Acetate C1uH1202 1,34
14 | 22.14 Humulene CisHaa 0,12
15 | 23.00 ¥y-Muurolene CisHaa 0,46
16 | 23.97 A -Muurolene CisHaa 5,53
17 | 24.76 A-Cadinene CisHaa 0,83
18 | 27.10 Caryophyllene Oxide C15H240 0,06
19 | 28.15 6-Epi-Shyobunol C15H260 0,02
20 28.91 Cubedol Ci1sH260 0,14
21 | 29.53 Tau-Cadinol C15H260 0,21
22 | 30.56 Cadalene CisH1s 0,09
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Dans cette analyse, 22 composés ont été identifiés, représentant 98.58% de la composition
totale d’HE. D’aprés le chromatogramme, 1’huile est dominée par le cinnamaldéhyde
(80,12%) et le a-muurolene (5,53%). D’autres monoterpénes oxygénés sont présents a des
teneurs appréciables : benzenepropanal (2.02%), borneol acetate (1.35%), cinnamyle
acetate (1.34%) et I’eucalyptol (1.22%). La fraction des sesquiterpenes était représentée
par le caryophyllene (1.03%) ainsi que I’a-copaene (2.10%). Le x-muurolene, le
caryophyllene 1’oxide, le A-cadinene et I’humulene ont été identifiés a une teneur faible de
0.02-0.83%.

Les résultats de I’analyse chimique montrent que I’HE de C. zeylanicum contient de
cinnamaldéhyde (56.8%) comme constituant majoritaire, qui peuvent étre rencontré dans
la plus part des huiles essentielles de cette espéce de provenance de différentes régions,
citons : la Turquie (99.54%) [119], I’'Inde (87%) [120] et la Malaisie (86,67%) [110] .
Notamment Kamaliroosta et al, (2011) [107] ont identifiés et quantifiés 19 composés dans
I’HE de C. zeylanicum obtenue en Iran, I'aldéhyde cinnamique (62,09%), suivi par
I'aldéhyde para-méthoxy cinnamique (11,56%), l'alpha-copaéne (6,98%) et l'alpha-
muuroléne (4,32%) étaient les principaux constituants d’huile.

En plus, on peut constater la présence du caryophyllene (1 a 4%), cinnamyle acetate (1 a
8%) et coumarin (0.5%) a des teneurs supérieures a ce qu’on a enregistré dans la présente
huile [121].

L’eugénol n'a pas été détecté parmi les constituants de C. zeylanicum alors qu’il été cité
dans la majorité des études a des quantités appréciables de 70-75% en Indonésie [122]. En
Egypte, le trans-caryophyllene et I’eugénol ont été observé comme composés majoritaires
17.78% et 14.67% respectivement [123]. Par ailleurs, la composition chimique de 1’huile
essentielle en Inde a été examiné les constituants majoritaires présentés été le
cinnamaldéhyde (52.42%), benzaldehyde (12.31%), 1’acide benzoique (8.20%) avec une
absence de 1’eugénol [120].
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Chapitre 111: Activité antibactérienne et testes de combinaison

I11.1 Matériels et méthodes

Afin d’évaluer I’effet antimicrobien des deux huiles essentielles, sur une sélection de 5
souches de référence bactérienne, nous avons adopté deux tests microbiologiques
I’aromatogramme (méthode de diffusion en milieu solide) pour tester la sensibilité des
bactéries vis-a-vis aux huiles, la méthode de dilution pour la détermination des CMI et la
méthode de I’échiquier. Ces derniers on était réalisée au niveau du laboratoire de Chimie

des substances naturelles et de biomolécules a ’université Saad Dahlab Blida.

I11.1.1 Microorganisme utilisés
Pour évaluer I’effet antimicrobien des deux HEs (C. cyminum et C. zeylanicum) sur une
sélection de 5 bactéries, ont été choisis pour leur pathogénicité et leur implication fréquente

dans la contamination des denrées alimentaires.

Des bactéries Gram-positif : S. aureus et L. monocytogenes et des bactéries Gram-négatif
: E. faecium, E. coli et E. cloacae. Ces souches bactériennes sont sous forme des lots
ATCC ; elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance

et ont été conserveés a une T° de réfrigération (4°C).

Tableau I11.1 : Généralités sur les souches bactériennes utilisées

Souches bactérienne testées Caracteres bactériologiques | Référence

Staphylococcus aureus Gram + ATCC 44300
Listeria monocytogenes Gram + ATCC 13932
Esherichia coli Gram - ATCC 25922
Enterococcus faecium Gram - ATCC 51559
Enterobacter cloacae Gram - ATCC 23355
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111.1.2 Repiquage

Les souches bactériennes ont été ensemenceées sur une boite pétrie de 90 mm contenant le
milieu MH solide a ’aide d’une pipette pasteur ou une anse de platine puis incubées dans

1I’étuve pendant 24h a 37°C.

111 1.3 L’aromatogramme (méthode de diffusion sur disque)
L’aromatogramme est une méthode qui se réalise in vitro, basée sur une technique
utilisée en bactériologie médicale, appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en

milieu gélosé ou encore méthode des disques [124].

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés de différentes substances
a tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une
suspension de la souche microbienne a étudier. Apres incubation, les colonies se
développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour des disques appelée
zone d’inhibition. Plus le diamétre de la zone d’inhibition est grand, plus la souche est
sensible a la substance testée, plus il est petit plus la souche est résistante. Cependant, on
peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diameétre de la zone d’inhibition

en millimétre, soit en traduisant en croix le degré d’activité [125].

Boite da Pétri

Scuches st

Milieu de cultwe gélosé
(Agar)

Disque imbibé
d'hulls
essentie kB

Ciolssance
micrchenre

Figure 111.1 : Tllustration de la méthode d’aromatogramme [105]
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111.1.3.1 Protocole expérimental
Les différentes souches bactériennes ont été repiquees par la méthode des stries, puis
incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des

colonies isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer I’inoculum [126]
» Préparation de Précultures

Les tests antimicrobiens doivent étre réalises a partir des cultures jeunes de (18 a 24
heures). La réactivation des souches est effectuée par ensemencement de la souche
microbienne dans un milieu liquide (Le bouillon nutritif LB). Les germes utilisés ont été
cultivés sur gélose nutritive, les boites ainsi ensemencées sont incubées a 37°C pendant 18
heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures pour les champignons.
» Ensemencement

La gélose de Muller Hinton fondue refroidie a 45°C. Elle a été coulée dans des boites pétri
aseptiqguement a raison a une épaisseur de 04 mm pour la solidification. Apres
solidification, un écouvillon stérile a été imbibé dans la suspension bactérienne et essorer
en le pressant fermement sur la paroi interne du tube sans oublier de faire pivoter, afin de
le décharger au maximum. La démarche suivante est d’étaler en frottant I’écouvillon sur la
totalité de la surface de la gélose de haut en bas en stries serrées a trois reprises, 1’opération
est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois en tournant I’écouvillon sur
lui-méme. A la fin de I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la

gélose, pour avoir une distribution égale de I’inoculum.
> Dépot des disques

Les disques stériles imprégnés des huiles essentielles ont été déposés a 1’aide d’une pince

sur la surface de la gélose.
» Incubation

Pour toutes les souches bactériennes testés les boites ont été préparées et incubées

(couvercle en bas) 24h a 37°C.
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> Expression des resultats

La lecture des résultats se fait par la mesure de la zone de diameétre qui est représentée par

une auréole formée autour de disque ou aucune croissance n’est observée.

D’aprés Celikel et Kavas (2007) [127] la sensibilité a 1’huile a été classée par le diamétre

des halos d'inhibition :
= Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm.
= Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14mm.
= Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 & 19mm.
» Extrémement sensible (+++) : diametre > 20mm.

111.1.4 Méthode de dilution en milieu liquide

Les méthodes de dilution sont les plus appropriées pour la détermination des valeurs de
CMI, car elles offrent la possibilité d’estimer la concentration de 1’agent antimicrobien
testé. La méthode de dilution en bouillon ou en gélose peut étre utilisée pour mesurer
quantitativement l'activité antimicrobienne in vitro contre bactéries et champignons. La
valeur CMI enregistrée est définie comme la plus basse concentration de I'agent
antimicrobien testé qui inhibe la croissance visible du microorganisme testé, et elle est
généralement exprimé en mg/ml ou en mg/L [128]. Cette méthode consiste a mettre une
suspension bactérienne standardisé au contact de concentrations croissantes de 1’agent
antimicrobien a testé. L’inoculum bactérien est distribué de fagon égale dans une série de
tubes (méthode de macro dilution) contenant un volume minimum de 2 ml. Apres
incubation, la CMI est indiquée par le tube qui contient la plus faible concentration de
I’agent ou aucune croissance n’est Visible. Pour les tests standards, nous considérons
qu’une HE, fraction ou molécule est active pour une souche donnée pour une CMI

inférieure a 1000 pg/ml [129,130].

11 est bien connu que la méthode de préparation et la taille de 1’inoculum, le type du milieu
de croissance, le temps d’incubation peut influencer les valeurs de CMI. Les normes les
plus reconnues sont fournies par le CLSI et le Européen Comité sur les tests de sensibilité
aux antimicrobiens (EUCAST) [131].
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111.1.4.1 Protocole expérimental
e Préparation des différentes concentrations des échantillons testées
Une série de 9 tubes stériles avec le milieu de culture liquide « ISP2 » a été préparé dont

le premier tube contenant 4 ml et les huit autres tubes remplis de 2 ml du milieu.

Deux séries de dilution ont été preparé pour les deux HEs a tester contre chaque souche

microbienne.

Une concentration de 10 ul/ml d’HE a été ajoutée dans chaque tube hormis le tube témoin

de la croissance de la souche a testé. Enfin une quantité de préculture (100 pl/ml) est

Souche Pré-culture
bactérienne

‘ 100 ul/mil

N 2 ml Zml 2ml
\'\\\’\ g - v :n v v v v v v
& = 4 i i) p)) i 4
Huile | ‘ ‘ ‘ ' | |
. A-ml 2ml [2ml (2ml | 2ml {2m]l | 2m]l | 2ml |2ml |
essentielle - - - -

ajoutées dans les 9 tubes. Puis incuber a 37°C pendant 24h.
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Figure 111.2 : Représentation de la méthode de macro dilution de matrices testées
e Lecture du résultat

La quantité de croissance dans les tubes contenant I'agent antimicrobien a été comparé a la
quantité de croissance dans les tubes de contréle de la croissance (sans agent antimicrobien)
utilisée dans chaque série d'essais lors de la détermination des parameétres de croissance.

I111.1.5 Etude de I’effet synergique des huiles essentielles de Cuminum Cyminum et
Cinnamomum Zeylanicum.

Pour I’évaluation de I’effet antimicrobien de 1’association des deux HEs réalisée par la
méthode échiquier dans lequel 2 agents antimicrobiens sont dilués en série dans une
maniere a inclure toutes les combinaisons dans une plage spécifiée cliniguement pertinente.
En utilisant ces méthodes, on peut reconnaitre des effets synergiques, additifs, interactions

indifférentes ou antagonistes avec les agents testés.

111.1.5.1 Protocol expérimental

La procédure échiquier décrite par White et ses collaborateurs (1996) [132] a été suivie

pour évaluer 1’action synergique des deux HEs (C. cyminum/C. zeylanicum).

o

» L'inoculum initial a été préparé comme décrit dans la méthode de I’aromatogramme.

o

» Une série de neuf dilutions des deux huiles ont été préparées suivant la méme
méthode utilisée pour évaluer la CMI.
% Préparation des dilutions des deux HEs: Les concentrations préparées

L)

représentaient 1/2, 1/4 et 1/8 de la valeur de CMI pour chaque huile.

o

» Les concentrations des huiles sont répartie de facon a doné 9 différentes dilutions

comme il est représenter dans le shéma suivant :
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A Dilution

Al B3 Al B2 AlB1
A2 B3 A2 B2 A2 Bl
A3 B3 A3 B2 A3 B1

B Dilution

Schéma I11. 1 : La répartition des concentrations des huiles essentielles obtenues a partir

des différentes dilutions.

D’ou:
Al=1/2 CMI B1=1/2 CMI
A2=1/4 CMI B2=1/4 CMI
A3=1/8 CMI B3=1/8 CMI

A : Huile essentielle du C. cyminum
B : Huile essentielle de C. zeylanicum

% Interprétation des résultats

Dans notre protocole expérimental, les combinaisons des huiles ont été analysées en

calculant I'indice ICIF comme suit [133]:

ICIF= CIF de I’agent A + CIF de I’agent B

CIF de I’agent A = CMI de I’agent A de la combination / CMI de 1’agent A seul
CIF de I’agent B= CMI de I’agent B de la combination / CMI de 1’agent B seul
ou:

v" ICIF = les indices de concentration inhibitrice fractionnaires
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v" CIFA et CIFB sont les concentrations minimales fractionnaires qui ont inhibé la
croissance bactérienne pour les echantillons d'huile A et B, respectivement.
v Combinaison CMIA = CMI de I'huile A en présence de I'huile B

v' Combinaison CMIB = CMI de I'huile B en présence de I'nuile A
v" CMIA seul = CMI d'un seul échantillon d'huile

v CMIB seul = CMI d'un autre échantillon d'huile

Ensuite, les résultats de FICI ont été classés comme synergisme, addition, I’indifférence

ou I’antagonisme. Suivant :

v" Synergie est généralement définie comme une diminution de 4 fois la CMI des agents
en combinaison par comparaison avec les antibiotiques testés uniqguement : CIF < 0.5

v"Indifférence est définie 2 0.5 < CIF <4

v Antagonisme est défini comme CIF >4

v" Certains chercheurs considérent les composés comme additifs quand 0.5 < CIF <1

111.2 résultats et discussion

111.2.1 Activité antibactérienne qualitative

Pour 1I’évaluation du potentiel antibactérien qualitative de nos huiles, nous avons opté de
les tester contre 5 microorganismes, Les mesures des diamétres d’inhibitions de nos HEs
ont été effectuées a I’aide d’une régle ; la souche est dite sensible, lorsqu’une zone
d’inhibition circulaire se forme autour du disque, si la souche est résistante, le diamétre de
cette zone sera trés faible jusqu’a une valeur nulle ou on peut remarquer une poussée de

germes entourant le disque.

Les images montrant les diamétres d’inhibition des tests, figurent en annexe 2 et 3 et les

différents diamétres sont présentés dans le tableau I11.2.
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Tableau I11.2 : Résultats de I’aromatogramme général de toutes les bactéries étudiées

Zone d’inhibition

H.E de C. zeylanicum | H.E de C. cyminum
Enterobacter cloacea 32 mm 27 mm
Escherichia coli 44 mm 24 mm
Enterococcus Faecium 43mm 21 mm
Listeria monocytogenes 44 mm 29 mm
Staphylococcus aureus 32 mm 21 mm

L’HE de C. cyminum et celle de C. zeylanicum se sont avérés trés actifs contre toutes les
souches testées. Pour les souches E. Faecium, E. coli et L. monocytogenes, on remarque la
présence d’une zone d’inhibition qui est trés importante dépassant les (40 mm) de diameétre

donc elle manifeste une sensibilité trés élevée.

e Ecloaceaet S aureus possedent un potentiel de résistance trés faible contre 1’action
antibactérienne de I’HE de C. zeylanicum avec une zone d’inhibition de (32 mm).

e Auregard de ces résultats, ’'HE de C. cyminum a montré un effet antbacterien plus
prononcé vis-a-vis a L monocytogenes (29 mm), E cloacea pour (27 mm) et E. coli
(24 mm).

e Quelques zones d’inhibition modérées avec I’HE de C. cyminum ont été

enregistrées avec E. Faecium (21 mm), S. aureus (21 mm).

D’apreés les zones d’inhibition générées par les HEs étudiées, I’HE de C. zeylanicum a
présenté la meilleure activité sur I’ensemble des souches testées.

Plusieurs auteurs ont ainsi rapporté dans leurs études un similaire résultat que le ndtre. En
effet, P. Iserin et F Moulard (2001) [79] ont rapporté que ’activité d’HE de C. zeylanicum
sur plusieurs bactéries, a présenté des zones inhibitrices assez intéressantes sur E. coli (d=

31 mm) et S. aureus (d=42mm), cette activité semble due au fort taux d'eugénol.
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Une autre étude montrant un fort effet inhibiteur de 1’huile essentielle de C. zeylanicum
Algérienne de la région de Sétif sur P aeruginosa, S aureus et E coli. La zone d'inhibition
était plus élevée chez la bactérie S aureus (d=50mm) et E coli (d=36 mm) [134].
De méme, pour un autre test en Algérie ou ils ont déduit de toutes les bactéries étudiées
une sensibilité significative contre E coli avec un diamétre de 44mm, suivie par S aureus a
un diameétre de 36 mm [135].
Par ailleurs, I’huile essentielle de C. cyminum a enregistré un effet inhibiteur moins
important que celui approuver par la littérature. Ainsi, une forte activit¢ de I’HE de C.
Cyminum sur E. coli dont le diameétre d'inhibition atteint 60 mm a était remarqué [136] .
En effet, selon Farag et al, Hinou et al [137,138] un composé manifeste une activité
inhibitrice généralement importante lorsqu'il présente l'une des structures chimiques
suivantes.

e Un groupement fonctionnel polaire greffé sur un noyau aromatique ex ; thymol

e Une isomérie B tel que le B pinéne.

e Une structure méthyl isopropyl d'une part, et une fonction cétone ou alcool

d'autre part.

Cette sensibilité est attribuée principalement a 1’activité antibactérienne des molécules
lipophiles capables de pénétrer la double couche phospholipidique, entrainant alors un
changement de conformation et un mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire
[139].

111.2.2 La détermination de la concentration minimale inhibitrice

En plus de I’activité antibactérienne qualitative, une étude quantitative de ces huiles a été
réalisée. D’autre terme, la détermination des concentrations minimales inhibitrices des
deux huiles vis-a-vis souches testées; Les HEs présentent un profil de sensibilité
important, vis-a-vis des agents oxydants. Elles peuvent étre démunies de leurs activités par
contact prolongé a ’air ambiant et a 1a lumiere, aussi elles doivent impérativement étre

conservées dans des conditions strictes a [’abri de I’air et de la lumiére.

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure suivante et les images en annexe 4 et 5:
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Figure 111.3 : Histogramme des résultats des CMI

Cet histogramme résume les résultats des CMI des HEs de C. cyminum et C. zeylanicum
qui varient de 0.156 pl/ml a 1.25 pl/ml.

D’apres les résultats obtenus, il apparait que les deux HEs inhibent la croissance des
souches avec des degrés de sensibilité différents. Selon les souches on constate, d’un coté
une trés grande sensibilité pour E. feacium et E. cloacea avec des CMI égalent a 0.156
pl/ml et 0.625 pl/ml, et de I’autre c6té une sensibilité inferieur de la part de E. coli, S.
aureus et L. monocytogenes avec des CMI qui varient entre 0.312 pl/ml et 1.25 pl/ml, mais
les deux HEs exercent toujours une inhibition notable.

L’activité inhibitrice des HEs s’exerce d’une maniere différente suivant le milieu solide ou
liquide, ce qui peut s’expliquer en termes de diffusion, de volatilité mais aussi d’oxydation.
En effet en milieu solide le principe actif se volatilise facilement vers I’extérieur de la boite
de Pétri, facilité par la température de I’étuve. En milieu liquide par contre le principe actif
est maintenu dans un milieu hermétique, ce qui limite aussi les phénoméenes d’oxydation.
Plusieurs auteurs ont ainsi rapporté dans leurs études 1’activit¢ d’HE de C. Zeylanicum,
particulierement sur E coli, d’ou Faid M., Kalalou | (2007) [138] ont confirmé I'activité de
cette I'huile qu’est qualifiée de bactéricide sur cette souche. En effet, sur diverses souches
de E. Coli (dont certaines souches sont pathogenes et provoquent une symptomatologie de

diarrhées), I'HE a montré une activité antibactérienne avec une CMI de 1.12 pl/ml plus
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élevée que la streptomycine (antibiotique-antituberculeux actif contre E coli ; utilisée
comme témoin) qu’elle a révélé une CMI de 0.2 pl/ml.

Par ailleurs, les résultats d’HE de C. Cyminum trouvé dans la littérature ; Gachkar et al.
(2007) [114] ont indiqué que cette huile iranienne présentait des activités antimicrobiennes
bonnes a modérées contre E. coli, S. aureus et L. monocytogenes testés. En fait, E. coli était
la bactérie la plus susceptible avec la plus faible valeur de CMI (1 ul / ml) et L.
monocytogenes nécessitait une concentration plus élevee en HEs (2 ul / ml) pour une

élimination complete avec une CMI de 0.8 pl / ml.
111.2.3 L’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode I’échiquier

Dans cette partie, nous avons élargie notre investigation aux tests des effets de 1’association
des deux huiles essentielles sur les 5 souches testés. Les résultats de ce test laissent voir
des combinaisons comparables, ils sont représentés dans la figure 111.4 et en annexe (6, 7,8

et 9) d’apres la figure on constate que

e Toutes les souches se sont montrées sensibles pour la combinaison des HEs du

C. cyminum/C. zeylanicum.

e L. monocytogenes se caractérise par une remarquable sensibilité du fais que les
CMlass obtenues sont nettement inférieur de 1/8 de les CMI obtenues pour les HES
seules de valeur égal a 0.156 pl/ml et 0.078 pl/ml respectivement.

e On constate pour cette combinaison que E cloacea et E. coli présente enfin une
sensibilité tres importante.

e |l en est de méme pour S. aureus et E. feacium la combinaison exerce une bonne
inhibition. Elles ont réduit la CMI de I’huile essentielle de C. zeylanicum a une

concentration de 50%.
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Figure I111.4 : Représentions en damier de 1’association des deux huiles essentielles. Les

cellules en noire montrent les combinaisons testées

La mesure de I’effet association C. cyminum/C. zeylanicum a été obtenue en calculant

I’Indice de Concentration Inhibitrice Fractionnaire (ICIF) selon la formule ci-dessous. Les

résultats de cette enquéte sont montrés dans le tableau I11.3.

ICIF=CIF c. cyminum + ClFc. zeylanicum

CMI de I,HEC_ Cyminum cn combinaison CMI de I,HEC, Zeylanicum en Combinaison

ICIF =

+

CMI de I,HEC. Cyminum SeUI CMI de I,HEC, Zeylanicum SeUI

Tableau 111.3 : L’indice de concentration inhibitrice fractionnelle (ICIF) de C. Cyminum

et de C. Zeylanicum

CIF c. cyminum CIF c. zeytanicum ICIF
E. feacium 0.5 0.499 1
S. aureus 0.249 0.5 0.749
E. cloacea 0.249 0.121 0.37
L. monocytogene 0.124 0.121 0.245
E. coli 0.249 0.121 0.37

Ces résultats nous permettent de conclure que :
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e Les deux huiles essentielles étudiées ont agi d’une maniére synergique sur les 3
souches E. cloacea, L. monocytogene et E. coli.

e Toutefois, I’association C. cyminum/C. zeylanicum a présenté un effet additif (0,5 <
CIF indice = 1 et 0.749 < 1) contre E. feacium et S. aureus.

e Pas d’effets d’indifférence ou d’antagonisme ont ét¢ détectés dans les combinaisons

des deux huiles contre les souches testées.

- L’analyse individuelle des souches montre que chacune des huiles utilisées présente un
tres bon pouvoir antibactérien avec des microorganismes-cibles différents. Mais dans
certains cas, notamment pour les souches résistantes, les associations d’huiles représentent

la meilleure alternative.

D’apres la littérature, les combinaisons des huiles essentielles sont plus efficaces que
lorsqu’ils sont utilisés séparément. Par exemple, une étude faite sur I’effet synergique des
huiles essentielles de C. cyminum et B. persicum avait montré une activité inhibitrice plus
élevée contre la plupart des bactéries pathogénes, comparé a I’utilisation de chaque huile
essentielle seule. Il y avait une activité synergique (CIFIndice < 0,9) contre les bactéries a
Gram positif, y compris S. aureus, B. cereus et L. monocytogenes. Des effets additifs (0,9
< CIFIndice <1,1) ont été observés contre les bactéries & Gram négatif, y compris E. coli
et S. Enteritidis [130].

Ainsi, Le cinnamaldéhyde fait partie des aldéhydes les plus actifs contre les bactéries a
Gram positives et a Gram négatives, y compris Clostridium, Pseudomonas, les levures et
les champignons [128]. Lors de I'application combinée de disques d'antibiotiques contenant
de I’HE et de la gentamicine, un effet synergique chez M. pyocyaneus et A. hydrophila a

également mis en évidence un effet antagoniste chez d'autres bactéries [30].

Notamment, il a été estimé que 1’activité antimicrobienne de certains HES pourrait étre
attribuée a la présence des composés mineurs présents a de faible taux non négligeables tel
que : le linalol et eucalyptol connus pour exhiber une activité antibactérienne impliqué dans
les phénomeénes de synergie entre les différents constituants qui peuvent étre a 1’origine
d’une activité antimicrobienne beaucoup plus prononcée que celle prévisible par les

composés majoritaires [21].
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En outre, I'utilisation d’inhibiteurs de la résistance aux antibiotiques pour une thérapie
combinée suscite un intérét croissant, L’HE de C. Zeylanicum a renforcé 1’activité
bactéricide de la clindamycine et diminué la concentration minimale inhibitrice de
clindamycine requise pour une souche toxicogéne de C. difficile, d’ou H. Monsef et F.
Tavasoli (2007) [68] ont testés des combinaisons de clindamycine et de trans-
cinnamaldéhyde pour déterminer 1’indice CIF. L’indice CIF de C. difficile s’est révélé étre
de 0,312, ce qui confirme les effets synergiques de la clindamycine et du trans-
cinnamaldéhyde. La présence de 20 pg / mL de trans-cinnamaldéhyde a diminué la CMI
de la clindamycine pour C. difficile 16 fois, de 4,0 a 0,25 pg / mL. Ces résultats signifient
que de faibles concentrations de trans cinnamaldéhyde augmentent I'action
antimicrobienne de la clindamycine, suggérant un bénéfice clinique éventuel de I'utilisation

de ces produits naturels en association a C. difficile.

47



Conclusion Générale

Le présent travail est consacré a I’extraction par hydrodistillation, 1’étude chimique par
I’analyse chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG/SM)
ainsi que la détermination des activités antibactérienne et I’association des huiles
essentielles C. zeylanicum et C. cyminum provenant de la région d’Oued souf (Algérie).
Le rendement moyen en huiles essentielles de C. zeylanicum et C. cyminum est de 1,72%
et 1,67% respectivement. L’analyse chimique par (CG/SM), a permet d’identifier 98% de
la composition globale des huiles. Les résultats d’analyse de I’huile C. cyminum ont
enregitrés comme principaux composés : le cuminaldéhyde (53,31%), 2-caren-10-al
(21.42%) et - terpinéne (17.01%). Le cinnamaldéhyde (80,12%) et le a-muurolene
(5.53%) sont les constituants majoritaires identifiés parmi les 22 composés caractérisés
pour C. zeylanicum.

Les résultats de I’effet antibactérien ont révélé une activité assez importante des deux huiles
contre les 5 souches bactériennes avec des CMI allant de 0.156 pl/ml a 1.25 pl/ml La
combinaison des deux HESs a enregistrer une activité synergique contre trois bactéries (E.
cloacea, L. monocytogene et E. coli.) et des effets d’addition ont été observés contre les
bactéries E. feacium et S. aureus. La composition des huiles essentielles, a un role tres
important dans ces activités, d’ou c’¢était nécessaire d’analyser nos échantillons, qui révele
des profils différents qu’apportés par la littérature.

D’aprés ces résultats, cette activité antimicrobienne intéressante, peut aussi nous ouvrir les
portes vers 1’évaluation in vivo et I’exploitation de ces huiles pour une future utilisation
dans I’industrie agro-alimentaire en substituant les additifs chimiques de conservation par
ces additifs naturels. En plus de 1’étude d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a

savoir les propriétés : anti-inflammatoire, antivirale, anti-lithiasique et autres.
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ANNEXE 1
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ANNEXE 3

Aromatogramme du C. cyminum contre S. Aromatogramme du C. cyminum contre L.
aureus monocytogenes

Aromatogramme du C. cyminum contre E. Aromatogramme du C. cyminum contre E
coli Faecium

Aromatogramme du C. cyminum contre E. cloacea



ANNEXE 4

Aromatogramme de la C. zeylanicum contre S.  Aromatogramme de la C. zeylanicum contre L.
aureus monocytogenes

Aromatogramme de la C. zeylanicum contre E.  Aromatogramme de la C. zeylanicum contre E
coli .Faecium

Aromatogramme de la C. zeylanicum contre E. cloacea
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CMI de la C. zeylanicum contre E.coli

CMI de la C. zeylanicum contre E.feacium



CMI de la C. zeylanicum contre E. cloacea
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CMI du C. cyminum contre E. cloacea



ANNEXE 7

CMI de combinaison pour E.cloacea
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CMI de combinaison pour L.monocytogene
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CMI de combinaison pour E.col
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CMI de combinaison pour E.feacium
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CMI de combinaison pour S. aureus






