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RESUME

Cette ¢tude a porté sur I’évaluation de 1’activité antifongique des huiles essentielles de
Croton hirtus et Cymbopogon giganteus, vis-a-vis de souches fongiques phytopathogenes
(Lasiodiplodia theobromae et Paracercospora fijiensis) et une souche zoopathogene (Candida

albicans).

Ainsi la présence des groupes phytochimiques majeurs en occurrence les terpenes et

stérols a été remarquée.

Aprés avoir confirmé la présence des terpenes et stérols, nous avons procédé a
I’hydrodistillation afin d’extraire les huiles essentielles de nos deux plantes cités ci-dessus. Les
feuilles séchées de C. hirtus et celles de C. giganteus ont donné des rendements différents en huile
essentielle de 1’ordre de 0,041 % pour les feuilles séchées de C. hirtus et 0,19 % pour les feuilles

séchées de C. giganteus.

La chromatographie sur couche mince a été la méthode utilisée pour séparer les
différentes fractions des huiles essentielles en utilisant une série de cinq systemes d’¢luants.
L’hexane et le mélange d’hexane et d’acétate d’éthyle (1:1) ainsi que le mélange d’hexane et
d’acétate d’éthyle (7:3) se sont révélés meilleurs éluants pour la séparation des différentes fractions
des huiles essentielles de C. hirtus car ces trois systemes ont donné comme spots des valeurs de
rapport frontal 0,063 ; 0,198 ; 0,791 et 0,088 ; 0,265 ; 0,405 ; 0,822 et 0,196 ; 0,613 ; 0,810 et le
mélange d’hexane et d’acétate d’éthyle (1:1) et acétate d’éthyle seul se sont révélés meilleurs
éluants pour la separation des différentes fractions de les huiles essentielles de C. giganteus car
ces deux systemes ont donné pour chacun deux spots des valeurs de rapport frontal 0,050 ; 0,303
et 0,215 ; 0,240.

Les huiles essentielles de C. hirtus et celles de C. giganteus ont présenté des capacités

différentes a inhiber la croissance mycélienne des souches de L. theobromae et P. fijiensis.

L’huile essentielles de C. hirtus a été peu efficace sur la souche de L. theobromae
soient 5 et 24,3 mm pendant 24 et 48 heures d’incubation, alors que celle de C. giganteus a montré
une efficacité énorme a inhiber la croissance mycélienne soit 0 mm de diamétre sur cette souche
apres 48 heures d’observation. Cependant la croissance mycélienne sur la souche de P. fijiensis

était de 0 ; 0,8 et 1 mm sur I’huile de C. hirtus respectivement apres 24, 48 et 72 heures
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d’incubation, tandis qu’il n’y avait aucune croissance mycélienne sur la souche de P. fijiensis sur

I’huile essentielle de C. giganteus soit 0 mm aprés 72 heures d’observation.

En terme de PI, pour la souche de L. theobromae sur I’huile essentielle de C. hirtus a
présenté un faible Pl par rapport a celle de C. giganteus soient 64,28 et 51,4 % respectivement
apres 24 et 48 heures d’incubation alors que 100 et 100 % pour C. giganteus. Par ailleurs pour la
souche de P. fijensis le Pl était de 75 % apres 72h d’incubation pour les huiles essentielles de C.

hirtus et 100% pour les huiles essentielles de C. giganteus.

Les huiles essentielles de C. hirtus et de C. giganteus ont présentées aussi des actions

inhibitrices différentes sur la souche de C. albicans.

Il'y a eu un peu de résistance de la souche de C. albicans sur nos deux huiles
essentielles avec des diameétres d’inhibitions allant de 3,33 et 8,16 mm respectivement sur C. hirtus

et C. giganteus.



ABSTRACT

This study evaluated the antifungal activity of essential oils of Croton hirtus and Cymbopogon
giganteus, against phytopathogenic fungal strains (Lasiodiplodia theobromae and Paracercospora

fijiensis) and a zoopathogenic strain (Candida albicans).

Thus the presence of the major phytochemical groups, in this case the terpenes and
sterols, has been noted.

After confirming the presence of terpenes and sterols, we proceeded to
hydrodistillation in order to extract the essential oils from our two plants mentioned above. Dried
leaves of C. hirtus and those of C. giganteus gave different essential oil yields of around 0.041%

for dried leaves of C. hirtus and 0.19% for dried leaves of C. giganteus.

Thin layer chromatography was the method used to separate the different fractions of
essential oils using a series of five eluent systems. Hexane and the mixture of hexane and ethyl
acetate (1: 1) as well as the mixture of hexane and ethyl acetate (7: 3) were found to be the best
eluents for the separation of the different C. hirtus essential oil fractions because these three
systems gave as spots values of frontal ratio 0.063; 0.198; 0.791 and 0.088; 0.265; 0.405; 0.822
and 0.196; 0.613; 0.810 and the mixture of hexane and ethyl acetate (1: 1) and ethyl acetate alone
proved to be better eluents for the separation of the different fractions of the essential oils of C.
giganteus because these two systems gave for each two spots, frontal ratio values 0.050; 0.303 and
0.215; 0.240.

The essential oils of C. hirtus and those of C. giganteus showed different abilities to

inhibit mycelial growth of strains of L. theobromae and P. fijiensis.

The essential oil of C. hirtus was not very effective on the strain of L. theobromae,
namely 5 and 24.3 mm during 24 and 48 hours of incubation, while that of C. giganteus showed
enormous effectiveness in inhibiting the mycelial growth, ie 0 mm in diameter on this strain after
48 hours of observation. However the mycelial growth on the P. fijiensis strain was 0; 0.8 and 1
mm on the oil of C. hirtus after 24, 48 and 72 hours of incubation, respectively, while there was
no mycelial growth on the strain of P. fijiensis on the essential oil of C. giganteus or 0 mm after

72 hours of observation.

In terms of P, for the strain of L. theobromae on the essential oil of C. hirtus presented

a low Pl compared to that of C. giganteus, i.e. 64.28 and 51.4% respectively after 24 and 48 hours
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of incubation while 100 and 100% for C. giganteus. Furthermore, for the P. fijensis strain, the PI
was 75% after 72 hours of incubation for the essential oils of C. hirtus and 100% for the essential

oils of C. giganteus.

The essential oils of C. hirtus and C. giganteus also exhibited different inhibitory

actions on the strain of C. albicans.

There was some resistance from the C. albicans strain on our two essential oils with

inhibition diameters ranging from 3.33 and 8.16 mm respectively on C. hirtus and C. giganteus.
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LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS
AFNOR : Association Francaise De Normalisation ;
C.C.M : chromatographie sur couche mince ;
C. giganteus : cymbopogon giganteus ;
C. hirtus: croton hirtus ;
C.P.G: chromatographie en phase gazeuse ;
DM : diamétre d’inhibition ;
L. theobromae: Lasiodiplodia theobromae;
MRN: maladie de rein noire
PDA: Potato dextrose agar;
P. fijiensis : paracercospora fijiensis ;
Pl : pourcentage d’inhibition.
Rf: rapport front ;

Rdt : rendement.
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INTRODUCTION
1. PROBLEMATIQUE

Plusieurs données sur les plantes médicinales ont permis d’une part d’expliquer leur
action thérapeutique et d’autre part de confirmer leurs utilisations en médicine traditionnelle.
Comme les compostions chimiques des huiles essentielles de nombreuses plantes ont jusque-la été
réalisées. Cependant, trés peu de données existent sur leurs propriétés biologiques. Or, les huiles
essentielles sont connues pour leurs nombreuses propriétés biologiques, plus particuliérement

leurs activités antifongiques (Toure, 2015).

Les candidoses representent les infections fongiques les plus fréquentes en pathologie
humaine, et ont vu leur localisation se diversifier. C. albicans reste I’espéce la plus fréquemment
rencontrée. Bien qu’on dispose aujourd’hui de médicaments antifongiques, le traitement des
mycoses reste difficile d’une part du fait du nombre limité de principes actifs reellement efficaces
et de leur colt trés €levé et d’autre part li¢é a 1’émergence de souches résistantes a certains

antimycosiques usuels (Khalid, 2013).

La pourriture brune des cabosses est I’une des maladies la plus répandue chez les
espéces T. cacao. Elle provoque des pertes des productions importantes estimées a 30 % a 1’échelle
mondiale (Lass, 1985). La pourriture brune des cabosses, curieusement dénommée «black pod»
par les auteurs anglophones est la plus répandue de toutes les maladies du cacaoyer (Ploetz, 2016).
Les agents responsables sont du genre Phytophthora, qui peuvent infecter tous les organes du

cacaoyer (Acebo-Guerrero et al., 2011).

Dans la ville de Kisangani, la banane est le 3eme produit consommé apres le riz et le
manioc. Cependant la culture de bananiers plantains et autres bananiers (doux, textiles) est
menacée par les attaques des champignons notamment la cercosporiose noire ou la maladie des
raies noires(MRN) (Meredith et Lawrence, 1970 ; Jones, 2000) qui est causée par le champignon
ascomyceéte appelé P. fijiensis (Carlier, 2000).

Ces différentes difficultés ont suscité notre intérét d’utiliser les substances naturelles
extraites des plantes aromatiques et médicinales, en ’occurrence les huiles essentielles pour

évaluer leurs activités antifongiques.

Face a cette problématique, quelques questions méritent d’€étre posées :
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Ces plantes Contiendraient-elles certains groupes phytochimiques majeurs tels que les
terpénes et stérols ?

Quelles seraient les profils physico-chimiques des huiles essentielles de ces plantes ?

Les huiles essentielles de ces plantes, posséderaient-elles une activité antifongique ?
HYPOTHESES

Etant donné que les plantes étudiées sont utilisées dans la médecine traditionnelle, nous
supposons qu’elles contiendraient certains groupes phytochimiques majeurs notamment les
terpenes et stérols ;

Les huiles essentielles extraites de ces plantes auraient des qualités physico-chimiques
différentes ;

Ces huiles essentielles posséderaient des activités antifongiques phytopathogenes et
zoopathogenes.

OBJECTIFS

Objectif général

Le présent travail a pour objectif principal de contribuer a I’étude chimique des huiles

essentielles de Croton hirtus et Cymbopogon giganteus plantes a activités antifongiques utilisées
dans la région de Kisangani (R.D. CONGO).

7
A X4

Objectifs spécifiques

Pour y parvenir tout au long de notre travail, les objectifs spécifiques suivants ont été assignés :

>
>

Déterminer les groupes phytochimiques majeurs des plantes étudiées;

Extraire et évaluer les parameétres physico-chimiques des huiles essentielles contenues
dans ces plantes;

Evaluer I’activité antifongique des huiles essentielles des plantes étudiées sur les souches
phytopathogénes et zoopathogenes.

INTERET DU TRAVAIL

Ce présent travail trouve son intérét :

>

>
>

Sur le plan scientifique : approfondir les connaissances sur I’activité antifongique des
huiles essentielles ;
Sur le plan environnemental : valoriser les ressources de la biodiversité de la RDC ;

Sur le plan industriel ou cosmétique : utilisation des arémes naturelles a base des plantes ;
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Sur le plan pharmaceutique : les résultats de notre recherche vont constituer une voie
exploratoire pour les pharmaciens dans la découverte de nouvelles molécules aux vertus

curatives pouvant lutter contre les maladies fongiques.

TRAVAUX ANTERIEURS

LUKA (2000) : « Extraction et détermination de quelques paramétres physico- chimique
et groupe physico-chimiques de I’huile essentielle de Cananga Odorata (Ylang-Ylang).
M. TOURE Daouda (2014): Etudes chimique et biologique des huiles essentielles de quatre
plantes aromatiques médicinales de cote d’ivoire.

MOLISHO KATEMBO Merveil (2019): «Screening chimique, extraction et évaluation de
I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Zingiber officinale vendu sur le marché
de Kisangani».

MWAMBALI (2020) : «Contribution A L’étude Chimique Et Evaluation De L’activité
Antifongique Des Huiles Essentielles Sur La Souche De Lasiodiplodia Theobromae. Cas
De Ageratum Conyzoides Et Cymbopogon Citratus Dans La Ville De Kisangani (Rd
Congo) ».

SIBATU (2020) : Evaluation in vitro de I’activité antifongique des huiles essentielles sur

les souches de lasiodiplodia theobromae dans la région de Kisangani (R.D Congo)

SUBDIVIDISION DU TRAVAIL

A T’exception de I'introduction et conclusion, le présent travail comporte trois chapitres entre

autres :

>
>
>

Chapitre | : Revue de la littérature
Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Chapitre 111 : Résultats et discussion.
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CHAPITRE I: REVUE DE LA LITTERATURE
l.1. PLANTES MEDICINALES

Depuis des siécles, I’homme a utilisé les plantes dans plusieurs domaines, tels que la
parfumerie, la pharmacologie et I’agroalimentaire, grace a leurs propriétés découvertes par hasard.
Les plantes produisent un grand nombre de composés, dont, il n'y a pas trés longtemps, on ne
connaissait pas le réle pour la plante. Ces composés ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultent de réactions chimiques ultérieures, d’ou le nom de métabolites

secondaires.

C’est apres le développement de la chimie que les huiles essentielles extraites de
plantes commencent a livrer leurs secrets et leurs composants principaux ont été identifiés.
Actuellement, plus de 100 000 substances sont connues. (N. Malo, 1991). Des recherches récentes
ont montré que bon nombre d'entre elles ont un réle défensif pour les plantes. (R. Anton et Al,
2005)

l.2. PHYTOTHERAPIE

La phytothérapie désigne le traitement therapeutique fondé sur les extraits de plantes

et les principes actifs naturels dans le but de guérir, soulager ou prévenir une maladie.

Il existe différents types de phytothérapie dans lesquels on peut citer :

» Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits aromatiques de plantes
(essences et ou huiles essentielles), ce sont des produits complexes a utiliser souvent a
travers la peau.

» Gemmothérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits alcooliques des tissus
embryonnaires végétaux en croissance tel que jeunes pousses, bourgeons et les radicelles.

> Herboristerie : consiste dans la préparation et la commercialisation de plantes médicinales
ou de préparations derivees. La préparation repose sur des méthodes simples, le plus
souvent & base d'eau : décoction, infusion, macération.

» Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthyliqgue ou un autre solvant. Apres
transformation chimique, les plantes sont vendues sous forme de tisanes, de liquide, de

sachets, ou de gélules (in Kadilu, 2019).



1.3. PRINCIPES PHYTOCHIMIQUES
1.3.1. Définition d’un principe actif

Le ou les principes actifs d'une plante sont des composants naturellement présents dans
cette plante ; ils lui conférent son activité thérapeutique. De nombreux médicaments renferment
des principes actifs extraits des plantes (BOKOTA, 2012).

1.3.2. Types des principes actifs

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les anthocyanes, les bases puriques, les colorants, les coumarines, les enzymes, les
flavonoides, les hétérosides anthracéniques (anthracénosides), les hétérosides cardiotoniques,
huiles essentielles, les mucilages, les oligo-éléments, les pectines, les pigments, les

polysaccharides, les saponosides, les stéroides, les tannins, les vitamines, (BOKOTA, 2012).

1.3.2.1. Alcaloides

Ce sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale (il n’en existe
que des rares représentants dans le régne animal), éventuellement reproductibles par syntheése,
azotées, de réactions alcalines plus ou moins prononcées et douées a faible dose de propriétés
pharmacodynamiques marquées. Leurs noms se terminent toujours par « ine » (Bruneton, 2009).
Les alcaloides sont généralement extraits de plantes et appartiennent a quatre familles botaniques
(Bruneton, 2009):

> Papavéracées
> Papilionacés
> Renonculacées
> Solanacées

1.3.2.2. Tanins

Ces sont des composés phénoliques hydrosolubles qui présentent, a cause de réaction
classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines
(Makambo, 2007). Le tanin est le nom générique des substances végétales de nature colloidale,
d’odeur spéciale, de saveur astringente, possédant la propriété de précipiter I’albumine de ses
solutions, ainsi que divers alcaloides, de membre imputrescibles les peaux (tonnage,

transformation en cuir).
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IIs sont classiquement répartis en deux groupes :

» Les tanins condensés ou catéchiques. Ils sont trés résistants a 1’hydrolyse et forment un
groupe important de composés phénoliques provenant de la condensation de

molécules de flavonoides.

> Les tanins hydrolysables ou tanins de type pyrogallol est un type de tanin qui, lors d'un

chauffage avec des acides chlorhydriques ou sulfuriques, donne des acides galliques

(Makambo, 2007).

HO

HO
OH
HO

Figure 1. Structure de I’acide gallique

11.3.2.3. Terpénes

IIs constituent entre autres le principe odoriférant des végétaux. Cette odeur est due a
la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones. Extraites, ces
molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme parfum (rose, lavande). Nombre
d'entre eux possedent des propriétés antiseptiques, d'ou divers emplois dont I'embaument qui est

resté dans le terme balsamique donné aux plantes et aux huiles qui en sont tirées (Bruneton, 2009).

=

Figure 2. Structure de I’isopréne

1.3.2.4. Stéroides.

Abondant dans les végétaux et les animaux, ils comportent généralement des méthyles
en C-10 et C-13 et souvent une chaine alkylée en C-17 dans leurs structures. Les Stérols
comportent un hydroxyle en position C-3. Comme exemple on peut citer : Le cholestérol et les
hormones stéroidiques (testostérone, Progestérone, Estrone, Cortisone) (Bruneton, 2009).



HO

Figure 3. Structure du cholestérol.

1.3.2.5. Saponines

On entend par saponines ou saponosides (lat. sapon, savon -saponaire, I’herbe a savon
; le réglisse ; le bouillon blanc ; le modéne), des hétérosides naturels dont la matiére est un composé
soluble a I’eau qui la rend moussante comme une eau de savon. Ils modifient la tension
superficielle de I’eau. On les emploie pour la fabrication d’émulsions, dans lesquelles une

substance insoluble est mise en dispersion (Bruneton, 2009).

1.3.2.6. Flavonoides

IIs entrent dans la composition de nombreux pigments végétaux et en particulier les
pigments jaune et orange (calendula) et aussi dans les pigments bleus (le bleuet, grand
antispasmodique de la face et surtout des yeux). Les plantes qui contiennent des flavonoides sont

souvent liées a la fonction antispasmodique (Bruneton, 2009).
1

Figure 4. Structure de flavonoide

1.3.2.7. Quinones

Ce sont des compositions oxygénées aromatiques obtenus par oxydation des
diphénols aromatiques. Ici deux hydrogenes du noyau sont substitués par deux atomes

d’oxygene. On distingue 2 types de quinones :



8

a) Quinone nono cyclique : qui se trouve a 1’¢état stable que sous forme de para ou ortho —

Benzol quinone.

Figure 5. Structure de de 1,2-Benzol quinone

b) Quinone di cyclique qui porte souvent de groupements phénols et sont représentés par

plusieurs types de principes actifs.

O

o

Figure 6. Structure chimique de la 1,4-naphtol quinone.

1.4. DESCRIPTIONS DES PLANTES ETUDIEES

1.4.1. CROTON HIRTUS

Plusieurs espéces du genre Croton sont utilisées en médecine traditionnelle Africaine,
Américaine et Sud-Ameéricaine dans le traitement de nombreuses pathologies (Salatino et al,
2007). Contrairement a d’autres espéces du genre croton qui ont fait I’objet de nombreux travaux,

Croton hirtus est I'une des especes les moins étudiées.

1.4.1.1. Etude botanique

» Nom scientifique : C. hirtus ;
Famille : Euphorbiaceae ;
Ordre : Malpighiales ;
Classe : Magnoliopsida ;

Genre : Croton ;

YV V V V V

Espéce : C. hirtus ;
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» Noms vernaculaires : mayani ya cowbell.

Le genre Croton appartient a la famille des Euphorbiaceae. Il est constitué¢ d’environ
18.000 especes variant des arbustes aux grands arbres et aux lianes qui se développent dans les
écosystemes les plus variables (Secco, 1992). C. hirtus est une herbacée, de croissance verticale
jusqu'a 1 m de haut. La plante entiére est recouverte de poils. Les feuilles sont a peu pres en forme
d'ceuf dans les grandes lignes, de 2,5-7,5 cm de long et 1-5 cm de large et sont disposées en
alternance. Les fleurs sont disposées en grappes spiciformes (grappes) de 4 cm de long a I'extrémité
des rameaux (Henty & Pitchard , 1973; Waterhouse & Mitchell ,1998; Welzen & Chayamarit,
2007).

Figure 7 : Image de la plante de C. hirtus

1.4.1.2.Distribution par Habitat

Croton hirtus est originaire des Antilles, de I’Amérique centrale et du Sud. Elle est
ensuite devenue une mauvaise herbe en Asie tropicale et en Afrique. En Inde, elle a été rapportée
de Tirunelveli Hills de Ghats occidentaux (Kottaimuthu et al, 2012).

1.4.1.3.Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle

Plusieurs especes appartenant au genre Croton sont utilisées en médicine traditionnelle
dans le traitement du diabéte, de I’hyper cholestérolémie, de la diarrhée (Campos et al, 2002), des
troubles hépatiques ou encore comme amaigrissant (Grassi-Kassisse et al., 2003), anti-
inflammatoire et analgésique (Suarez et al., 2003). D’autres espéces sont utilisées dans le

traitement de diverses maladies digestive, hypotensive, et sont utilisés pour traiter les bronchites,
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les diarrhées et les dysenteries. De nombreuses autres espéces sont également utilisées comme
fébrifuge et antipaludique (Vigor, 2001).

1.4.2. CYMBOPOGON GIGANTEUS
1.4.2.1. Etude botanique

» Nom scientifique : C. giganteus ;
Famille : Poaceae ;

Ordre : Cyperales ;

Genre : cymbopogon ;

Espéce : C. giganteus ;

YV V. V VYV V

Nom vernaculaire : Mayani ya tshai.

C. giganteus appartient a la famille de Poaceae. C. giganteus est une plante quiala
3 m de hauteur, cette plante pérenne regroupée en touffe possede des feuilles en forme de fer de

lance (lancéolées) de 15 a 60 cm de langueur et 8 a 30 mm de largeur.

Figure 8 : Image de la plante de C. giganteus

1.4.2.2. Distribution par habitant

On la trouve en Afrique notamment au Kenya, en Tanzanie et en Ouganda, en
Madagascar mais aussi en Amérique du Nord, en Amérique du Sud.
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1.4.2.3. Utilisation thérapeutique en médecine traditionnelle

C. giganteus est une plante tropicale de savane réputée dans la médecine traditionnelle
pour ses activités antihypertensives et antifongiques. La tige et les feuilles sont utilisées contre la
bronchite, pour traiter la stomatie vasculaire. Les racines soignent les maux de dents et les plaies
buccales.

1.5. HUILES ESSENTIELLES
1.5.1. Définition

Les huiles essentielles sont les liquides concentrés et hydrophobes des composes
aromatiques (odoriférants) volatils d’une plante. Elles se forment dans un grand nombre de plantes
comme produits du métabolisme secondaire (A.Sanon et al, 2002). Les huiles essentielles sont des
mélanges liquides trés complexes. Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers
et ont donné naissance d’une branche nouvelle de la phytothérapie : 1’aromathérapie (AFNOR

1986).

1.5.2. Intérét thérapeutique, écologique et économique des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires (J. Pellecuer et
al., 1980) ou au niveau de la microflore vaginale (C. Viollon, J.P. et al 1993) et d’origine fongique
contre les dermatophytes (J.P. Chaumont, et al., 1989).

Cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques (A. Sivropoulou, et
al., 1996) qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents

antimicrobiens a large spectre.

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes (A. Zambonelli, et al., 2004) et les microorganismes envahissant

les denrées alimentaires (T. Mangena, 1999).

Les huiles essentielles jouent un rdle écologique dans les interactions végetales,
végétale-animales et pourraient méme constituer des supports de communication par des transferts

de messages biologiques sélectifs (H. Robert et al., 1993).
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En effet, elles contribuent a I'équilibre des écosystemes, attirent les abeilles et des
insectes responsables de la pollinisation, protegent les végétaux contre les herbivores et les
rongeurs, possedent des propriétes antifongiques, antibactériennes, allopathiques dans les régions
arides et peuvent servir de solvants bioactifs des composés lipophiles. (B.G. Kurt Torssell, 1983
et R. Croteau, 1987).

1.5.3. Composition Chimique des huiles essentielles

Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en
général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouvertes
d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles, écorces, bois,

racines, rhizomes, fruits ou graines (J.Brunetton, 2009).

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes (mono et
sesquiterpenes), prépondérants dans la plupart des essences, et des composés aromatiques derives
du phénylpropane (V. A. Kurkin, 2003).

1.5.4. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Bien que plusieurs méthodes d’extraction peuvent étre utilisées pour 1’obtention
d’huile essentielle notamment : I’extraction par les solvants organique, I’extraction par ultra-sons

etc. dans ce travail, nous avons procédé par la méthode de 1’hydrodistillation.

1.5.5. Identification et analyses chromatographiques

Comme pour les matieres premicres végétales, il est important d’identifier les

constituants des huiles essentielles pour éviter les éventuelles falsifications.

L’évaluation de la qualité d’une huiles essentielles se fait par le biais de mesure

d’indices et d’analyses chromatographiques tels que :

» Des indices physiques comme la densité relative, I’indice de réfraction, la solubilité dans
’alcool

» Des indices chimiques comme I’indice d’acide, I’indice d’esters ou de peroxydes

> Des analyses chromatographiques comme la chromatographie sur couche mince, la
chromatographie en phase liquide a haute performance ou encore la chromatographie en
phase gazeuse. Les méthodes chromatographiques permettent de détecter les différents

composants d’une huile essentielle, d’établir la carte d’identité de celle-ci et donc de
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garantir sa qualité ou non. C’est la chromatographie en phase gazeuse qui est celle dite de

référence (V.Vangelder, 2017).

1.5.6. Caracteres physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont solubles dans les solvants organiques comme 1’alcool,
1”¢éther et les huiles fixées elles sont insolubles dans I’eau. Elles sont généralement jaune pale. Les
essences sont liquides & température ambiante. Elles ont une densité inferieur a celle de 1’eau a
I’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et vétiver). Les huiles essentielles sont
extrémement volatiles et sensibles a 1’oxydation. Elles ont tendance a se polymériser en donnant
lieu a la formation de produits résineux ce qui conduit a la perte de leurs propriétés (Baser et
Buchbauer, 2010).

1.6. TYPE DES MICROORGANISMES CIBLES

Un autre parametre important déterminant 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles est le type des microorganismes ciblés. En général, les différents microorganismes
n’ont pas une sensibilité similaire vis a vis des huiles essentielles. Parmi les microorganismes, L.
theobromae et P. fijiensis, qui sont des champignons phytopathogenes et enfin C. albicans
(Levures) est le champignon zoopathogéne ont été les plus étudiés. Les champignons montrent
généralement une sensibilité supérieure par rapport aux bactéries et parmi les bactéries, les Gram
négatif apparaissent plus résistants que les Gram positif vis-a-vis des huiles essentielles (Cox et
al., 2000 ; Amaral et al., 1998). De méme, certains champignons sont plus résistants vis-a-vis de
I’huile de genévrier que les bactéries (Chao et al., 2000). Enfin, une sensibilité supérieure des
bactéries anaérobies a été observée quel que soit les huiles essentielles par rapport a celles vivant
en aérobiose (Amaral et al.,1998 ; Juven et al., 1994).

1.6.1. Microorganisme zoopathogene

0,

% Candida albicans
1. Epidémiologie
Les candidoses sont les mycoses humaines les plus fréquentes. L’espéce la plus
fréquente, C. albicans, est un saprophyte du tube digestif, alors qu’une dizaine d’autres espéces de
Candida (C. tropicalis, C. kefyr, C. guilliermondii, C. krusei, etc.) peuvent se retrouver sur la peau
ou dans le tube digestif. Devenant pathogénes sous I’influence de divers facteurs favorisants, leur

dissémination est généralement d’origine endogene et se fait a partir du tube digestif par contiguité
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vers les voies genitales, respiratoires, ou la peau, ou par voie hématogéne vers les organes profonds
(DATRY, 1989).

2. Aspects cliniques
Les Candida sont des levures filamenteuses responsables de mycoses cutanées, mais
aussi des mycoses des muqueuses, des mycoses unguéales, des mycoses digestives (candidoses
oropharyngées et oesophagiennes au cours du SIDA), des mycoses broncho-pulmonaires, des
mycoses Viscérales (abces, cérébraux, rénaux, pleuraux, etc.). On observe depuis quelques années
un accroissement des infections a Candida, notamment des infections candidosiques profondes
d’origine nosocomiale (SCHWAB, 1995 ; JOFFIN, 2003)

1.6.2. Microorganismes phytopathogénes
1.6.2.1. Lasiodiplodia theobromae
a. Origine et distribution

La pourriture brune ou simplement la pourriture des cabosses de cacao est une maladie
qui se déclare frequemment dans les cacaoyers. Elle sévit dans les régions de grande production.
En Afrique de I’ouest, la Cote d’Ivoire et le Ghana, respectivement premier et second producteurs
mondiaux, sont les plus touchés. Les pertes annuelles dues a la pourriture brune des cabosses sont
estimées a 30 % de la récolte mondiale, ce qui représente une perte d'environ 3,8 milliards de dollar

américains par an pour les producteurs de cacao du monde entier. (Guest, 2007 : Ploetz, 2016).

b. Symptémes et épidémiologie
Le premier symptdme pour toutes les especes du genre Phytophtora sur les cabosses

de cacaoyer est I’apparition de petites taches translucides.

Cette apparition des taches intervient entre deux et trois jours apres I’infection pour se manifester.

Les taches deviennent alors brunes et finissent par s’assombrir.

En période d’humidité, les taches se propagent rapidement pour couvrir toute la cabosse entre sept
et quatorze jours apres l’infection d’un feutrage de mycélium blanc qui révele la présence du
champignon. Apres une dizaine de jours, les fruits affectés sont totalement détruits (Coulibaly et
al., 2017). En fin d’évolution, les fruits restent attachés sur 1’arbre sous forme momifiée (Akrofi,

2015 ; Bailley et al., 2016).
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1.6.2.2. La cercosporiose noire

La cercosporiose noire (ou Sigatoka noir) est une maladie foliaire du bananier causée
par le champignon ascomycete Paracercospora (Mycosphaerella) fijiensis. Les plantes ayant leurs
feuilles endommagées par la maladie peuvent avoir un rendement atteignant 50 % en moins de
fruits. Le Sigatoka noir, a été nommé ainsi pour sa ressemblance avec le Sigatoka jaune
(cercosporiose jaune) causé par paracercospora musicola (Mulder), d'aprés le nom de la vallée de
Sigatoka aux Fidji, ou une éruption de cette maladie a atteint des proportions épidémiques de 1912
a1923(Jones, 2000).

a. Origine et distribution

En République Démocratique du Congo (RDC), (Sebasigari et Stover, 1988) avaient
signalé la présence de la MRN dans la région montagneuse de I'Est du pays. Classiquement, dans
les zones de basses altitudes ou est déja présente I'espéce P. fijiensis.

b. Agent pathogene

Paracercospora fijiensis est un champignon hétérothallique qui se reproduit de fagon
sexuée et asexuée (Fahlesonet al, 2009). La forme asexuée (anamorphe) est appelée P. fijiensis
(Crous et Mourichon, 2002 ; Crous et al., 2009). Le cycle sexuel joue un rdle épidémiologique
important pour la survie et la dispersion des populations fongiques. Le géne Mat, déterminant le
type de croisement de 1’espéce, a été caractérisé récemment chez cette espéce (Conde-Ferraez et
al., 2007).
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CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

I1.1. MILIEU D’ETUDE

Cette ¢tude s’est effectuée dans la ville de Kisangani, chef-lieu de la province de la
Tshopo (Figure 9). Elle est une ville, qui est située dans la cuvette centrale congolaise, a 0° 31’ 00”
Nord et 25° 11" 00” Est. Son altitude moyenne est de 396 m (Nyakabwa, 1982). Sur le plan
administratif, Kisangani est constitué de 6 communes : Kisangani, Makiso, Mangobo, Kabondo,

Tshopo et Lubunga, couvrant une superficie totale de 1.910 km? (Etobo, 2012).

\v

Kisangani 2
P48

Figure 9. Carte géographique de la ville de Kisangani.

«+ Sites de récolte

Les plantes qui ont fait I’objet de notre étude ont été récoltées dans la ville de Kisangani
plus précisément dans la commune Makiso, Kisangani et Kabondo. Les organes qui ont fait 1’objet

de notre étude sont constitués uniquement des feuilles.
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1.2. MATERIEL
11.2.1. Plantes utilisées
Le matériel végétal qui fait ’objet de notre travail est constitué de Croton hirtus et
Cymbopogon giganteus.
11.2.2. Souches fongiques utilisées

Deux natures des souches fongiques ont été utilisées a savoir souche fongique
zoopathogene (Candida albicans) et souches fongiques phytopathogénes (Lasiodiplodia

theobromae et Paracercospora fijiensis.
11.3. METHODES

11.3.1. Screening chimique

La détection des groupements phytochimiques était effectuée selon la méthode
universellement connue, ¢’est ainsi que nous avons fait le screening chimique qui est une méthode
d’analyse chimique qui consiste a mettre en évidence les groupes phytochimiques contenus dans

une plante donnée.

11.3.1.1. Détection des alcaloides

a. Réactifs:

» HCI 1%

» Le Réactif de MAYER.

b. Matériels : Matériel : Bécher, tube a essai, seringue, entonnoir, papier-filtre.
c. Mode opératoire

1g de matiére végétale séche finement broyée laissé en macération dans 10 ml d’acide
chlorhydrique 1% pendant 24heures. Le mélange filtré. A 3ml du filtrat auquel on a ajouté
quelques gouttes de réactif de MAYER ou de DRAGENDORFF. La présence d’alcaloides se
traduit par un précité blanc avec réactif de MEYER et rouge avec réactif d¢ DRAGENDORFF.
(Mabika, 1983).

11.3.1.2. Détection des saponines

a. Matériels : Tube a essai, bécher, entonnoir et papier filtre.

b. Mode opératoire
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Faire une décoction de 1g de poudre végétale dans I’eau distillée et filtrée placée 10ml
du filtrat dans un tube a essai, agiter et laisser reposer pendant 10minutes, une mousse persistante

apres ce temps indique la présence de saponine.

11.3. 1.3. Détection des flavonoides

Réactifs :

Ethanol 95%;

Eau distillée ;

HCI concentre;

Coupeaux de magnésium et

Alcool isoamylique

S V V Vv Vv Vv &

Matériels : Tube a essai, pipettes graduées, seringue, bécher, entonnoir et papier filtre.

c. Mode opératoire :

59 de matériel végétal en morceaux ou grossement broyé sont infusés pendant
30minutes dans 50ml d’eau distillée bouillante. Aprés filtration a Sml du filtrat, on ajoute 5ml
d’éthanol 95%, 2ml d’eau distillée, 2ml d’acide chlorhydrique, 0.5 g de coupeaux de magnésium
et 5 gouttes d’alcool isoamylique (Weast Et Robert, 1970).

11.3.1.4. Détection des anthocyanes

Réactifs :

HCI concentreé ;

NHsOH 25%

Matériels : tube & essai et verre de montre

o Vv v P

Principe :

Les anthocyanes sont des pigments dérivés de I'ion flavinium. 1ls sont mis en évidence

par leur coloration qui varie sensiblement en fonction du pH:
Rouge a pH =4, Bleu a pH compris entre 4 et 6, Incolore apH =7
c. Mode opératoire :

Dans un tube a essai, a 1mL de solution aqueuse présentant une coloration plus ou

moins foncée, ajoutez 1ml de HCI concentreé puis 1mL de NH4OH 25%. Si la coloration s'accentue
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par acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique, on peut conclure a la présence

d'anthocyanes.

11.3.1.5. Détection des tanins

S Vv v &

o

Réactifs :

FeClI3 1%

Eau distillée.

Materiels : Tube a essali, pipettes graduées, seringue, bécher, entonnoir et papier filtre.

Mode opératoire :

A 5ml de I'infusé obtenu dans le test des flavonoides, on ajoute 5 gouttes d’une

solution de FeCl3 1%. L’apparition d’un précipité montre que le test est positif (Weast Et Robert,
1982 In Folo, 2014)

11.3.1.6. Détection des quinones

S Vv v v ®

o

Réactifs

HCI

Chloroforme

Ether diéthylique.

Materiels : fiole, papier filtre.

Mode opératoire

5 g de matiere végétale grossierement broyée, imbibée de quelques gouttes de HCI au

sont mis en macération dans 30 ml du mélange chloroforme- éther (1/1) dans une fiole bouchée

pendant 24 heures. Apres filtration 2ml du filtrat sont agités avec 2ml de la solution de soude au

1/10. La présence de quinone est traduite par le virement de la coloration du rouge au violet de la

phase aqueuse (Fournet, 1979).

11.3.1.7. Détection des stérols et terpenes

vV VvV VvV &

Réactifs :
Ether diéthylique [(C2Hs)20];
Anhydride acétique [(CH3C0).0];

Acide sulfurique concentré H2SOa.

Materiels : Fiole, pipette graduée, seringue et verre de montre.
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c. Mode opératoire :

1g de matiére végétale grossiérement broyé et mis en macération pendant 24 heures
dans une fiole contenant 20 mL d’éther. Quelques gouttes de la solution en macération sont
évaporées sur un verre de montre. Les résidus sont repris par deux gouttes d’anhydride acétique.
L’addition d’une goutte d’acide sulfurique concentré donne en présence de composés stéroliques
ou terpéniques, une coloration move virant au vert, si non le test est négatif. (Weast Et Robert,
1982).

11.3.2. Hydrodistillation

11.3.2.1. Principe d'hydrodistillation des plantes aromatiques

Pour cette étude, nous avons extrait les huiles essentielles par la technique
d’hydrodistillation (Figure 10), selon le montage de type C levenger (Soumahoro, 2016). Cette
technique consiste a chauffer le matériel végétal en présence de 1’eau jusqu'a 1’ébullition, ainsi, les
cellules végétales éclatent et liberent les molécules odorantes lesquelles sont entrainées par la
vapeur d’eau vers le réfrigérant ou elles se condensent. Puis, on recueille un liquide qui est formé
de deux phases : la phase aqueuse (la plus abondante) et la phase organique constitué des huiles

essentielles (Bruneton, 1999).

Figure 10. Dispositif de I’hydrodistillation.
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De 1040 g de poudre d'échantillon de C. giganteus qui ont été obtenu, cette quantité a
¢été divisée par deux pour I’hydrodistillation. Ainsi, 520 g ont été mis dans un ballon a fond rond,
puis nous y avons ajouté 7 litres d'eau et I’ensemble a été porté a 1’ébullition. Les vapeurs d’eau
entrainant les molécules des huiles essentielles ont été ensuite condensées dans le réfrigérant fixé
par un support approprié¢ a position inclinée li¢ au ballon pour faciliter I’écoulement du distillat.

L’extraction a duré¢ environ 4 heures du temps.

Le distillat obtenu a été récupéré dans un petit ballon & fond rond. Le mélange a été
laissé au repos pendant quelques minutes. Deux phases ont été observées : une phase organique et
une phase aqueuse. L’huile essentielle obtenue a été gardée dans un flacon en verre

hermétiquement fermé et gardés au réfrigérateur (Touré ,2015).

11.3.2.2. Détermination du rendement d’extraction

Selon (AFNOR ,1986), le rendement en huiles essentielles est défini comme étant le
rapport entre la masse de I’huile essenticlle obtenue apres extraction (M) et la masse de la matiere

végétale utilisée (M). La relation permettant de calculer le rendement en huiles essentielles est :
Rdt= 2> 100
M

Rdt : rendement en huiles essentielles s’exprimant en % ;
M’ : masse de I’huile essenticlle obtenue en gramme;

M : masse de la matiére végétale utilisée en gramme.
11.2.3.3. Qualités organoleptiques des huiles essentielles

Les différentes caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles ont été

appréciées en termes d’aspect, couleur et odeur.

11.3.3. Chromatographie sur couche mince

Nous avons employé la méthode de chromatographie sur couche mince pour la
séparation des composants majoritaires des huiles essentielles dans deux types de solvants dont un
solvant apolaire, le hexane qui, disponible et I’autre polaire, I’acétate d’éthyle mais non disponible.
Ainsi, vu I’indisponibilité de ce dernier, il a été nécessaire de procéder a sa synthése organique au

laboratoire.



22

11.3.3.1 Principe

L’huile essentielle est fixée sur un support appelé phase stationnaire (un gel de silice
déposé en couche mince sur une plaque d'aluminium). Elle est entrainée par un solvant approprié
(phase mobile ou éluant) qui migre par capillarité sur la plaque. Les composes majoritaires de
I’huile essentielle se séparent par migration différentielle : chacun d'eux est d'autant plus entrainé
par I'éluant qu'il est plus soluble dans celui-ci et moins adsorbé sur la phase stationnaire. Aprés

élution, les spots ont été révélés par rayonnement UV a 230nm (Blogger, 2016).

11.3.3.2. Mode opératoire
a. Préparation de la cuve
La cuve a été bien fermée pendant 1’expérience pour maintenir son atmospheére
saturée en vapeur d'éluant.
b. Plaques de CCM
Repérer a I’avance 1’emplacement ou seront effectués les dépdts. Pour cela, tracer une
ligne parallele au bord inférieur de la plaque a une distance de 1Cm. Déposer une goutte
d’échantillon d’huile sur cette ligne. Une autre ligne aussi a été tracée a 1’extrémité supérieure de
la plaque, pour servir de limite de séparation (correspond a la distance parcourue par 1’¢luant) et
de signe pour arréter I’¢lution.

< Elution

Disposer la plaque dans la cuve, le dépot doit étre au-dessus du niveau de I'éluant.
Eviter de déplacer la cuve ou de la faire vibrer pendant I'élution.

Quand le front de I'éluant arrive a ligne supérieure, retirer doucement la plaque.

YV V VYV V

Sécher la plaque a l'air ou éventuellement au séche-cheveux pour évaporer entiérement
I'éluant.

% Présentation du matériel et éluant

Les matériels suivants ont été utilisés : Cuve et couvercle ; Plaque de CCM,
% Eluants:

Premier type d’éluant : 100% en volume de I’acétate d’éthyle.

Deuxieme type d’¢luant: 100% en volume d’éthanol.

Troisieme type d’éluant : 100% en volume d’exane.

Quatrieme type d’éluant: Mélange de hexane et acétate d’éthyle (1:1).



23

Cinquie¢me type d’¢luant : Mélange de hexane et acétate d’éthyle (3:7).

X/
L X4

Rapport frontal (RF)

Mesurer les hauteurs (h) de migration des différents spots ainsi que la celle parcourue

par 1’éluant (H). Le calcul de RF est effectué par la formule ci-apres :

Rf= I

R/
L X4

H

Synthése de ’acétate d’éthyle ou préparation de I’éthanoate d’éthyle

Mode opératoire :

>

>

11.3.4.

Dans un ballon de 250 mL verser successivement 50 mL d’éthanol 60 mL d’acide acétique
pur 5 mL d’acide sulfurique Adapter un réfrigérant a flux, et chauffer ainsi pendant au
moins 30 minutes.

Enlever le reflux et mettre le matériel nécessaire a une distillation fractionnée. Distiller et
recueillir les fractions dont le point d’ébullition est inférieur a 100°C.

Transvaser le distillat dans une ampoule a décanter. Ajouter 50 mL d’une solution saturée
de chlorure de sodium, agiter, décanter. Eliminer la phase aqueuse.

Laver la phase organique avec une solution d’hydrogénocarbonate de sodium a 50 g.L°
jusqu’a neutralisation. Eliminer la phase aqueuse

Recueillir la phase organique dans un erlenmeyer de 100 mL contenant du sulfate de
sodium anhydre. Bien agiter, laisser reposer environ 20 minutes.

Filtrer, peser ou mesurer le volume.

Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles

11.3.4.1. Evaluation de Pactivité antifongique phytopathogéne

a.

Obtention des souches de L. theobromae

L’isolement de souche a été fait a partir des fragments prélevés sur le cacao malade en

provenance de Bengamisa, préalablement taillés avec une scarpelle et ensuite désinfectés a I’ecau

de javel pendant deux minutes puis rincer dans I’eau distillé stériles. A 1’aide d’une pince les

morceaux ont été ensemenceés sur le milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA, 39¢/l) déja

solidifiés dans les boites de Pétri. Ces boites ont été scotchés par le parafilm puis incubés) 25°.
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Fig. 11. Souche de L. theobromae sur une boite Pétri, face supérieure (A) et face inférieure (B).

b. Obtention des souches de P. fijiensis

Les souches de P. fijensis (Figure 12) utilisées ont été obtenues a partir de bananier
récoltées a la Faculté des Sciences de 1’Université de Kisangani en RD. Congo ; I’isolement a été
réalisé par la technique de décharge des ascospores sur le milieu gélosé (H20), puis mise en culture
déchargée sur le milieu PDA (Carlier et al., 2003).

Pour la mise en décharge, les morceaux des feuilles nécrosés ont été d’abord découpés,
ensuite trempés dans I’eau distillée stérile pendant 20 minutes, puis déposés sur les couvercles de
boites de Pétri inversés contenant un gel d’agar a 3%, la face inférieure de la feuille dirigée vers
le milieu de culture. Les boites ont été incubées a 25°C sous 1’obscurité et les ascospores étaient

déchargées pendant la nuit, puis repiquées sur le milieu PDA (39g/1L).

Le repiquage mono ascospore s’est fait par observation au microscope inverse, marque
MOTIC AE21. Les souches mono ascospores ont été conservées a 25°C sous la lumiere blanche

permanente (Onautshu, 2013)
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Figure 12. Souche de P. fijensis sur une boite Pétri, face supérieure (A) et face inférieure (B).

+* Interprétation de la sensibilité aux huiles essentielles

L’¢évaluation de I’activité antifongique in vitro des huiles essentielles a été réalisée en
six répétitions. La croissance mycélienne des souches est exprimée sur base de pourcentage
d'inhibition (PI). En effet, 420 uL (0.42 ml) du mélange constitué des huiles essentielles et de la
solution a 5 % de Tween 80 (de proportion 1 :1), ajouté 41580 uL (41.58 ml) de PDA refroidi a

45 °C apres stérilisation.

Ainsi 7000 uL (7 mL) de ce mélange homogénéisé ont été coulés dans chaque boite
de Pétri de 50 mm de diameétre. Un explantant mycélien de 5 mm de diameétre obtenu apres
perforation a I’aide d’un emporte-piéce a été pose sur le milieu de culture dans chaque boite de
Pétri. Le diamétre mycélien (DM) été mesuré apres 24, 48 et 72 heures. Le témoin été réalisé dans
les mémes conditions, mais sans huile essentielle et Tween 80 ( Burt, 2004).

La formule suivante a servi pour le calcul de PI :

B (DM Témoin — DM Huile essentielle)X 100

PI
DM Témoin

Le Tween 80 (CessH124026) ou monolaurate de polyoxyéthyléne (80) sorbitan est un tensioactif qui

permet de solubiliser les huiles essentielles dans I’eau.
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Nous avions ensemence au total 24 boites de pétri avec la souche de L. theobromae dont 6 boites
avec C. hirtus ; 6 boites avec C. giganteus ; 6 boites avec Tween 80 et 6 boites pour témoin négatif.
L’incubation a été faite a 25 °C. Cette méme procédure a été répétée pour la souche de P. fijensis.

11.3.4.2. Evaluation de Pactivité antifongique zoopathogéne

% Obtention de souche de C. albicans
La souche de C. albicans nous a été fournie par le laboratoire provincial de santé publique.

Il existe plusieurs protocoles pour 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne mais nous avons
utilisé la méthode de diffusion sur disque parce qu’elle est relativement rapide, peu coliteuse et

n’exige pas 1’équipement de laboratoire sophistiqué.

a. Principe

La méthode d’aromatogramme repose sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles dont on
impregne les disques de papier, sur un milieu solide, inoculé de la souche microbienne, a I’intérieur

d’une boite de Pétri. Elle permet de mettre en évidence 1’effet antibactérien de 1’huile essentielle.
b. Protocole

La souche de C. albicans a tester est ensemencée dans des tubes a essai contenant la gélose
nutritive et incubées pendant 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune de la levure. Les disques
sont fabriqués a partir du Wattman N°40, avec un diamétre de 7 mm par un perforateur. Apres
stérilisation, les disques sont placés dans un tube a essai contant 0,5 ml d’huile essentielle (le tube

a essai est hermétiquement fermé).

Dans des conditions aseptiques, vingt-cinq millilitres de 1’agar de Mueller Hinton (38g/L) en
surfusion sont coulés dans des boites de pétri. Apres solidification du milieu de culture, 100 uL de
la suspension a tester sont étalés en surface a 1’aide d’un écouvillon. A I’aide d’une pince stérile,
des disques de papier imbibés des huiles sont déposés sur 1’agar, précédemment inoculé avec le

microorganisme choisi.

Les boites sont maintenues a 4°C pendant 1 heure pour que 1’huile essentielle puisse diffuser

ensuite elles sont incubées a I’étuve a 37°C pendant 24 heures.
c. Expressions des résultats

A la sortie de I’étuve, 1’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide
autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diameétre d’inhibition est mesuré a ’aide

d’une latte graduée en mm.
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CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

111.1. SCREENING CHIMIQUE

Le tableau ci-dessous illustre les résultats de la détection des groupes phytochimiques de nos deux

échantillons.

Tableau 1. Détection des groupes phytochimiques de nos deux échantillons.

Alcaloides  Terpénes et Quinones Saponines Tanins Flavonoides
stérols
C. hirtus - + + + + -
C. giganteus - + + + + +
Légende :
+: Présence
- 1 Absence

Il ressort de ce tableau que certains groupes phytochimiques en 1’occurrence terpénes et stérols
sont présents dans nos deux plantes étudiées. Une absence des alcaloides dans C. hirtus et C.

giganteus. Mais aussi I’absence des flavonoides remarquée dans 1’espéce C. hirtus.

En comparant nos résultats de C. giganteus avec ceux trouvés par Tika Achaotema C. en 2018, il
est a remarque que du point de vu phytochimique, il n’y a pas une différence significative. Cette
ressemblance pourrait €tre justifiée par le fait que c’est une méme espéce de la plante étudice et

dans une méme région.
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111.2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle des feuilles des plantes étudiées est illustré par la
figure 13 ci-dessous

0,19

0,15

0,041

Rendement en %

0,05

C. hirtus C. giganteus

Plantes étudiées

Figure 13. Rendements en huile essentielle des feuilles des plantes étudiées.

Il ressort de ce graphique que le rendement en huile essentielle est plus élevé pour les
feuilles séchées de C. giganteus, soit 0,19% et le plus faible est celui de C. hirtus avec un
rendement de 0,041%.

Les résultats de Daouda ont montré que les feuilles de C. hirtus de Cote d’Ivoire ont
présenté le rendement en huile essentielle avec une valeur de 0,60%. Cette différence avec notre
échantillon pourrait étre due par plusieurs facteurs : situation géographique, méthode d’extraction,

de la période de récolte mais aussi préparation de 1’échantillon.

Comparativement aux résultats trouvés par Kadilu (2019), cet auteur a eu le rendement
en huile essentielle de 0,2% pour Ageratum conyzoides et 0,8% pour Newbouldia. Cette

divergence se justifierait du fait qu’on a utilisé les plantes différentes.



29

111.3. Organoléptiques des huiles essentielles

Les Caractéristiques organoleptiques des huile essentielle sont données par le tableau
2 et fig. 14 ci-dessous
Tableau 2 : Qualités organoleptiques des huiles essentielles

Plantes Aspect Couleur Odeur
C. hirtus Liquide Jaune pale Caractéristique
C. giganteus Liquide Jaune verdatre Caractéristique

Figure 14 : huile essentielle de C. hirtus a gauche et de C. giganteus a droite.

Les extractions par hydrodistillation des feuilles des plantes médicinales ont fourni des
huiles essentielles ayant des colorations variables allant du jaune pale (C. hirtus) au jaune verdatre

(C. giganteus) avec de fortes odeurs.

0,

«» Caractérisation de ’acétate d’éthyle synthétisé pour la CCM

L’acétate d’éthyle synthétisé a révélé des quelques caractéristiques repris par le Tableau 3 ci-

dessous :

Tableau 3: Quelques propriétés de I’acétate d’éthyle synthétisé

Résultat Densité T° ébullition (°C) pH

Acétate d'éthyle synthétisé 0,936 77 5,74

Acétate d'éthyle standard 0,925 77,1 -
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Comparativement au standard qui est d’aspect liquide incolore, de densité de 0,925 (a 20°C) et de
température d’ébullition 77,1°C, I’acétate d’éthyle synthétisé¢ au laboratoire de chimie a présenté
les valeurs de densité et température d’ébullition beaucoup plus proches que celles du standard,

soit 0,936 et 77°C. Cela nous confirme que la synthese a abouti a un résultat favorable.

111.4. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

111.4.1. Les Rf des CCM des huiles essentielles

Les différentes valeurs de RF obtenues sont présentées dans les tableaux 4, 5, 6, 7 et 9 suivants:

> Eluant : acétate d’éthyle 100%

Tableau 4 : Valeurs Rf obtenues de la CCM avec 1’¢luant acétate d’éthyle 100%

C. hirtus C. giganteus

Spot | 1 I I

Rf 0,139 0,189 0,215 0,240

» Eluant : éthanol 100%

Tableau 5 : Valeurs Rf obtenues de la CCM avec I’éluant éthanol 100%

C. hirtus C. giganteus

Spot I I

Rf 0,708 0,873

> Eluant : hexane 100%

Tableau 6 : Valeurs Rf obtenues de la CCM avec 1’éluant hexane 100%

C. hirtus C. giganteus

Spot I I i I
Rf 0,063 0,198 0,791 0,189

» Eluant : hexane et acétate d’éthyle (1:1)
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Tableau 7: Valeurs Rf obtenues de la CCM avec I’éluant hexane et acétate d’éthyle (1:1)

C. hirtus

C. giganteus

Spot I

Rf 0,050

0,303

» Eluant : hexane et acétate (7:3)

Tableau 8 : Valeurs Rf obtenues de la CCM avec 1’éluant hexane et acétate d’éthyle (7:3)

C. hirtus

C. giganteus

Spot | 1

Rf 0,196 0,613

0,810

0,272

En comparant les résultats des Rf dans les tableaux ci-haut, on peut déduire que :

» L’hexane 100% et le mélange d’hexane et acétate d’éthyle (1:1) ainsi que le mélange

d’hexane et acétate d’éthyle (7:3) sont des solvants appropriés pour 1’huile essentielle des

feuilles séchées de C. hirtus en raison de plusieurs spots qui apparaissent pour les trois
éluants dans cette huile ayant respectivement des Rf : 0,063 ; 0,198 ; 0,791 et 0,088 ; 0,265 ;

0,405 ; 0,822 et 0,196 ; 0,613 ; 0,810.

» L’acétate d’éthyle et le mélange d’hexane et acétate d’éthyle (1:1) sont des solvants

appropriés pour 1’huile essentielles de C. giganteus en raison de nombre de spots qui

apparaissent pour les deux éluants ayant respectivement des Rf : 0,215 ; 0,240 et 0,050 ;

0,303.

IIL.5. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIFONGIQUE DES HUILES ESSENTIELLES

Les résultats de notre recherche portant sur la sensibilité des souches de L.

Theobromae, P. fijiensis ainsi que C. albicans aux huiles essentielles de deux plantes médicinales

(C. hirtus et C. giganteus) sont illustrés respectivement par les figures 15, 16, 17 et 18 :

La croissance mycélienne des souches de L. theobromae sur le milieu de culture PDA

incorporé d’huile essentielle de C. hirtus est illustrée par la figure 16 ci-dessous.
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Figure 15 : Croissance mycélienne des souches de L. theobromae sur I’huile essentielle de C.
hirtus. Les valeurs contenues dans le graphique ne tiennent pas compte du diametre initial de

I’explantant mycélien (5 mm).

Il ressort de cette figure qu’aprés 24 h d’incubation, la croissance mycélienne des
souches de L. theobromae sur I’huile essentielle a augmenté de 5 mm de diamétre tandis qu’apres
28 h, la croissance mycélienne des souches sur I’huile essentielle a augmenté de 24,3 mm

diametre.
Au premier jour d’incubation PI égale 64,28% et au deuxiéme jour PI égale a 51,4%.

La croissance myceélienne des souches de L. theobromae sur le milieu de culture PDA

incorporé d’huile essentielle de C. giganteus est illustrée par la figure 16 ci-dessous.
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Figure 16 : Croissance mycélienne des souches de L. theobromae sur I’huile essentielle de C.
giganteus. Les valeurs contenues dans le graphique ne tiennent pas compte du diametre initial de
I’explantant mycélien (5 mm).

Il ressort de cette figure qu’aprés 48 h d’incubation, la croissance mycélienne de
souche de L. theobromae sur I’huile essentielle de C. giganteus n’a pas augmenté (0 mm) de
diametre.

Nos résultats renforcent ceux de Sibatu (2020) qui a testé I’efficacité des huiles
essentielles de C. citratus sur les souches de L. theobromae. Cet auteur a mesuré le diamétre

mycélien et a trouvé 0 mm de diamétre
Le Pl donne 100% apres 48h d’incubation.

La croissance mycelienne des souches de P. fijiensis sur le milieu de culture PDA incorporé d’huile

essentielle de C. hirtus est illustrée par la figure 17 ci-dessous.
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Figure 17 : Croissance mycélienne des souches de P. fijiensis sur I’huile essentielle de C. hirtus.
Les valeurs contenues dans le graphique ne tiennent pas compte du diametre initial de I’explantant

mycélien (5 mm).

Il ressort de cette figure qu’aprés 24 h d’incubation, la croissance mycélienne de la
souche de P. fijiensis sur I’huile essentielle n’a pas augmenté (0 mm) de diamétre tandis que alors
qu’aprés 48 h d’incubation, la croissance mycélienne de souche de P. fijiensis sur 1’huile
essentielle a augmenté de 0,8 mm de diametre et apres 72 h d’incubation, la croissance mycélienne

de souche de P. fijiensis sur I’huile essentielle a augmenté de 1 mm de diamétre.
Apres 72h d’incubation, le PI égale a 75%.

La croissance mycélienne des souches de P. fijiensis sur le milieu de culture PDA

incorporé d’huile essentielle de C. giganteus est illustrée par la figure 18 ci-dessous.
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Figure 18 : Croissance mycélienne des souches de P. fijiensis sur I’huile essentielle de C.
giganteus. Les valeurs contenues dans le graphique ne tiennent pas compte du diameétre initial de

I’explantant mycélien (5 mm).

Il ressort de cette figure qu’apres 72 h d’incubation, pour la souche de P. fijiensis, nos

extraits ont montré une croissance mycélienne nulle comme montre la figure 18 ci-haut.

En comparant nos résultats avec ceux trouvés par Mukendi (2011), qui a travaillé
avec les extraits de deux plantes (Zingiber officinale et Tephrosia vogelii) séparément plus le
mélange de deux plantes avec PDA avait trouvé apres deux semaines une croissance mycélienne
des souches de P. fijensis soient 0 cm et 1,2 cm pour premiere et deuxieme plante. Cette différence

pourrait s’expliquer par les extraits des plantes utilisées.

Apres 72h d’incubation, le PI égale a 100%.

Diamétre d’inhibition des huiles essentielles de C. hirtus et C. giganteus sur la souche

de C. albicans est illustré par la figure 19 ci-dessous.
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Figure 19 : Diamétre d’inhibition des huiles essentielles de C. hirtus et C. giganteus sur la souche
de C. albicans. Les valeurs contenues dans le graphique ne tiennent pas compte du diamétre initial

de I’explantant mycélien (7 mm).

Il ressort dans cette figure que la souche de C. albicans montre un peu de résistance
sur nos huiles essentielles de C. hirtus et C. giganteus, elles ont montré le diamétre d’inhibition
des valeurs respectives de 3,33 et 8,16 mm. Il est a noter que les activités de nos huiles varient
selon la composition chimique (Kouamé Raphaél Oussou at al., 2004). Mais signalons que cette
valeur est de loin inférieure que la force qu’a présenté les antibiotiques, soient 32 mm et 34.6 mm

de diamétre d’inhibition respectivement pour Ciproxin et Chloramphénicol.

Comparativement aux résultats obtenus par Touré (2015), en Cote d’ivoire qui a testé
la sensibilité de 14 souches bactériennes sur 1’huile essentielle de la méme plante dont C. hirtus.
Cet auteur a mesuré¢ le diamétre d’inhibition allant respectivement de 7,71 a 10,0 mm de diametre

en moyenne pour toutes les souches utilisées. Cette différence serait due aux souches utilisées.
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Nos résultats sont aussi comparés avec ceux trouvés par Kwiva (2020). Cet auteur a
utilisé 1’huile essentielle de C. citratus sur les souches bactériennes (S. typhi, E. coli, et S. aureus)
et a trouvé les diamétres d’inhibition suivants 6,5 ; 0,5 et 17,5 mm de diamétre respectivement

pour les souches de Salmonella typhi, Escherichia coli et Staphylococcus aureus aprés incubation.
Cette différence pourrait étre due aux especes et souches utilisées.
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CONLCUSION ET SUGGESTIONS

Cette étude a porté sur 1’évaluation de 1’activité antifongique des huiles essentielles de
Croton hirtus et Cymbopogon giganteus, vis-a-vis de souches fongiques phytopathogenes
(Lasiodiplodia theobromae et Paracercospora fijiensis) et une souche zoopathogéne (Candida
albicans).

Ainsi la présence des groupes phytochimiques majeurs en occurrence les terpenes et
stérols a été remarquée

Apres avoir confirmé la présence des terpenes et stérols, il a été nécessaire de procéder
a I’hydrodistillation afin d’extraire les huiles essentielles de nos deux plantes. Les feuilles séchées
de C. hirtus et celles de C. giganteus ont donné des rendements différents en huile essentielle de
I’ordre de 0,041 % pour les feuilles séchées de C. hirtus et 0,19 % pour les feuilles séchées de C.

giganteus.

La chromatographie sur couche mince a été la méthode utilisée pour séparer les
différentes fractions des huiles essentielles en utilisant une série de cinq systémes d’¢luants.
L’hexane et le mélange d’hexane et d’acétate d’éthyle (1:1) ainsi que le mélange d’hexane et
d’acétate d’éthyle (7:3) se sont révélés meilleurs éluants pour la séparation des différentes fractions
des huiles essentielles de C. hirtus car ces trois systemes ont donné comme spots des valeurs de
rapport frontal 0,063 ; 0,198 ; 0,791 et 0,088 ; 0,265 ; 0,405 ; 0,822 et 0,196 ; 0,613 ; 0,810 et le
mélange d’hexane et d’acétate d’éthyle (1:1) et acétate d’éthyle seul se sont révélés meilleurs
éluants pour la séparation des différentes fractions de les huiles essentielles de C. giganteus car
ces deux systemes ont donné pour chacun deux spots des valeurs de rapport frontal 0,050 ; 0,303
et 0,215 ; 0,240.

L’activité antifongique des huiles essentielles sur les souches L. theobromae et P.
fijiensis a été réalisée par la méthode d’inhibition de la croissance mycélienne sur boite de Pétri
en milieu solide PDA. Les huiles essentielles de C. hirtus et celles de C. giganteus ont présenté
des capacités différentes a inhiber la croissance mycélienne des souches de L. theobromae et P.

fijiensis.

L’huile essentielle de C. hirtus a été peu efficace sur la souche de L. theobromae soient
5 et 24,3 mm pendant 24 et 48 heures d’incubation, alors que celle de C. giganteus a montré une

efficacité énorme a inhiber la croissance mycélienne soit 0 mm de diamétre sur cette souche apres
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48 heures d’observation. Cependant la croissance myceélienne sur la souche de P. fijiensis était de
0; 0,8 et 1 mm de diamétre sur 1’ huile essentielle de C. hirtus respectivement apres 24, 48 et 72
heures d’incubation, tandis qu’il n’y avait aucune croissance mycélienne sur la souche de P.
fijiensis sur 1’huile essentielle de C. giganteus soit 0 mm de diamétre aprés 72 heures

d’observation.

En termes de PI, pour la souche de L. theobromae sur I’huile essentielle de C. hirtus a
présenté un faible Pl par rapport & celle de C. giganteus soient 64,28 % et 51,4 % apres
respectivement 24 et 48 heures d’incubation (C. hirtus) alors que 100 % et 100 % apres 24 et 48
heures d’incubation (C. giganteus); Par ailleurs pour la souche de P. fijensis le PI était de 100 %

aprés 72h d’incubation pour les huiles essentielles des deux plantes utilisées.

Les huiles essentielles de C. hirtus et de C. giganteus ont présentées aussi des actions

inhibitrices différentes sur la souche de C. albicans.

Il 'y a eu un peu de résistance de la souche de C. albicans sur nos deux huiles
essentielles avec des diamétres d’inhibitions allant de 3,33 et 8,16 mm respectivement sur C. hirtus

et C. giganteus.

D’apres les résultats obtenus in vitro, on peut conclure que les huiles essentielles des
feuilles séchées C. hirtus et C. giganteus ont une forte activité a inhiber la croissance des souches

fongiques du coté phytopathogéenes que zoopathogéne.

Par conséquent, toutes nos hypothéses émises au motif de notre étude sont confirmeées

suite aux résultats obtenus.

Loin de prétendre que nous avons épuisé les études sur ce domaine, nous suggérons

aux futurs chercheurs de:

» Continuer les études sur 1’activité antifongique des huiles essentielles d’autres plantes sur
les souches de L. theobromae et P. fijiensis ;

» Déterminer d’autres proprietés physicochimiques de ces huiles essentielles telles I’indice
de réfraction, température de fusion et d’ébullition, viscosité, le pouvoir rotatoire, pH et les
différentes spectroscopies ;

» Déterminer la composition chimique de ces huiles essentielles et la structure des molécules
responsables de leur activité antifongique ;

> Deéterminer la concentration minimale inhibitrice de chaque fraction.
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ANNEXES

Annexe 1 : Rendement

Plantes Poudres (g) d’huile essentielle  Rdt (%0) Masse d’huile essentielle
(mL) (9)
C. hirtus 5000 2 0,041 2,04
C. giganteus 1040 1,98 0,19 1,98

Annexe 2 : Révélation aux UV

Annexe 3 : Les Rf des CCM des huiles essentielles

» Les valeurs de Rf de la CCM avec éluant acétate d’éthyle 100%

Premier systeme C. hirtus C. giganteus
Spot | Spot 11 Spot | Spot 11
Hauteur spot (cm) 11 15 17 19
Hauteur éluant (cm) 79 79 79 79
Rf 0,139 0,189 0,215 0,240

» Les valeurs de Rf de la CCM avec éluant éthanol 100%o

Deuxieme systéme C. hirtus C. giganteus
Spot Spot
Hauteur spot (cm) 56 69
Hauteur éluant (cm) 79 79

Rf 0,708 0,873




> Les valeurs de Rf de la CCM avec éluant hexanel100%

Troisieme systéeme C. hirtus C. giganteus
Spot | Spot 11 Spot 11 Spot
Hauteur spot (cm) 5 15 62,5 15
Hauteur éluant 79 79 79 79
(cm)
Rf 0,063 0,189 0,791 0,189

> Les valeurs de Rf de la CCM avec mélange d’hexane et acétate d’éthyle (1:1)

Quatriéme systéme C. hirtus C. giganteus
Spotl Spotll  Spotlll SpotlV Spot | Spot 11
Hauteur spot (cm) 7 21 32 65
Hauteur éluant (cm) 79 79 79 79 79 79
Rf 0,088 0,265 0,405 0,882 0,050 0,303

> Les valeurs de Rf de la CCM avec mélange d’hexane et acétate d’éthyle (7:3)

Troisiéme systeme C. hirtus C. giganteus
Spot | Spot 11 Spot 11 Spot
Hauteur spot (cm) 15,5 48,5 64 21,5
Hauteur éluant (cm) 79 79 79 79
Rf 0,196 0,613 0,810 0,272

Annexes 4 : Comportement de souche de L. theobromae aprés 24 heures d’incubation.

Nombre de répétition ~ C. hirtus  C. giganteus  Teémoin négatif =~ Témoin avec Tween 80

1 5 0 15 12
2 5 0 13 15
3 5 0 15 15
4 5 0 15 15
5 2 0 12 11
6 8 0 14 14
Moyenne 5 0 14 13,6




Annexe 5 : Comportement de souche de L. theobromae apres 48 heures d’incubation

Nombre de répétition  C. hirtus C. giganteus  Témoin négatif = Témoin avec Tween 80

1 24 0 50 50
2 25 0 50 50
3 24 0 50 50
4 21 0 50 50
5 27 0 50 50
6 25 0 50 50
Moyenne 24,3 0 50 50

Annexes 6 : Comportement de souche de P. fijensis aprés 24 heures d’incubation

Nombre de répétition  C. hirtus C. giganteus  Témoin négatif = Témoin avec Tween 80

1 0 0 3 3
2 0 0 3 2
3 0 0 3 2
4 0 0 3 2
5 0 0 3 3
6 0 0 2 2
Moyenne 0 0 2,8 2,3

Annexe 7 : Comportement de souche de P. fijensis apres 48 heures d’incubation

Nombre de répétition  C. hirtus  C. giganteus  Témoin négatif  Témoin avec Tween 80

1 1 0 3 3
2 1 0 3 3
3 1 0 3 3
4 0,5 0 3 3
5 1 0 4 3
6 0,5 0 2 2
Moyenne 0,8 0 3 2,8




Annexe 8 : Comportement de souche de P. fijensis aprés 72 heures d’incubation

Nombre de répétition  C. hirtus  C. giganteus  Témoin négatif ~ Témoin avec Tween 80

1 1 0 4 4
2 1 0 4 4
3 1 0 4 4
4 1 0 4 3
5 1 0 4 3
6 1 0 4 4
Moyenne 1 0 4 3,6

Annexe 9 : Comportement de souche de C. albicans apreés 24 heures d’incubation

Huiles essentielles

Souche C. hirtus C. giganteus CIPROXIN CHRORAMPHENICOL
4 7 32 38
4 13 25 34
4 5 33 36
C. albicans 2 8 34 34
3 8 36 33
3 8 32 33
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Moyenne 3, 32 34,66




