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Résumeé

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation des activités biologiques
(antimicrobiennes et antioxydante) d’une plante médicinales (la Cardamome)Elettaria
Cardamomum. Les résultats obtenus montrent que notre huile essentielle présente un effet
antimicrobien sur quatre souches différentes (Escherchia coli, Staphylococcus
aureu,Candidatropicalis, Saccharomyces cerevisiae) et exhibe un effet antioxydant similaire
a celui du BHT (antioxydant témoin).

Abstract

The present work is part of the evaluation of biological activities (antimicrobial and
antioxidant) of a medicinal plant (Cardamome)ElettariaCardamomum. The results obtained
show that our essential oil has an antimicrobial effect on four different stumps of bacteria
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae) and

exhibits an antioxidant effect similar to that of BHT (antioxidant reference).
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Liste des abréviations

AA : Acide Aminé
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DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
EAG : Echantillon d’Acide Gallique
ED : Eau Distillée

EOR : Espéces Oxygeénées Réactives
HD : hydro-distillation

HE : Huile Essentielle

IC50 : Concentration inhibitrice 50

MV : Masse volumique

PAM : Plantes Aromatiques et Médicinales
ROS :Reactiveoxygenspecies

V BHT : Volume du BHT
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Présentation du lieu de stage

Mon modeste stage de fin d’étude en licence biologie appliquées en santé a été réalisé au
sein du Laboratoire de Physiologie et Nutrition, situé a la faculté de Médecine et Pharmacie,
Université Sidi Mohamed Ben Abdellah, Fés.

)] Laboratoire de Physiologie et Nutrition

Le laboratoire de « Nutrition, Agroalimentaire et Environnement » fait partie du

Laboratoire de recherche en « Pathologie Humaine, Biomédecine et Environnement »

1)  Structure du Laboratoire de Recherche Biologigue

Les différentes equipes dont se compose le laboratoire de recherche Pathologie Humaine,

biomédecine et Environnement est au nombre de 6 :

e Anatomie Pathologique

e Microorganismes et Facteur oncogenes
e Physiopathologie et Nutrition

e Génomique et Santé

e Maladic de I’appareil digestif

e Les éléments traces Métalliques

INIVERSITE S1DI MOHAMMET
BEN ABDELLAH
FES

I11) Equipement du Laboratoire

Le laboratoire est équipé d’un appareillage de pointes qui permet de faire le dosage
aussi bien qualitatif que quantitatif du micro et macronutriments, extraction des huiles
essentiels et la caractérisation de la qualité microbiologique et physico-chimique de

I’eau et des aliments.
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Introduction général

Les plantes aromatiques et médicinales connues sous I’abréviation PAM ont été
longuement utilisées, tant dans le domaine culinaire que dans la médecine traditionnelles ou

en cosmétique.
Les Plantes aromatiques et médicinales sont utilisées en :

« Médecine : comme agents antimicrobiens. La résistance des microorganismes aux
antibiotiques révelée par de nombreux travaux scientifiques, exemple staphylococcus aureus,
germe pathogene responsable de nombreuses infections nosocomiales a orienté la recherche

vers des molécules ayant des activités biologiques tel que I’activité antimicrobienne.

 Agroalimentaire : Pour leur activité antioxydante, les molécules d’origine végétale sont
utilisées afin d’inhiber la production des EOR (espéces oxygénées réactives) et les neutraliser,

au lieu des antioxydants synthétiques couramment utilisés dans 1’industrie alimentaire.

La majorité des travaux portés sur les PAM sont effectués sur les produits de distillation

(extraits aqueux, huile essentielle...)

Les huiles essentielles, ou essence végétale (du latin essentia, « nature d'une chose »), sont
selon la définition adoptée par la commission de la pharmacopée Européenne et qui est tres
proche de celle de la norme ISO 9235 « Produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’une matiére premiere végétale botaniquement définie, soit par
entrailnement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
approprié¢ sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse

par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (8).

Notre travail a pour but d’étudier I’activité antimicrobienne et antioxydante de I’huile

essentielle extraite de la cardamome Elettaria Cardamomum.

Elettaria Cardamomum Page 1
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I. Plantes médicinales

De nos jours, ’'Homme a commencé a utiliser de plus en plus les plantes médicinales
comme remeéde contre diverses maladies, en particulier suite a l'augmentation des effets
secondaires des médicaments synthétiques (1). L'inventaire des plantes médicinales comprend
un grand nombre d’utilisation en herboristerie, cette large étendue de plantes médicinales a
aidé a la découverte de leurs propriétés thérapeutiques (2). Il y a un large éventail de structure
chimique et activités biologiques, bien que leurs compositions ne soient pas toujours
compléetement décrites (3). Les plantes médicinales possédant de nombreux composants
bioactifs, ils ont été largement utilisés dans le développement et la synthése de médicaments
tels que Il'aspirine (4). La chimie des produits naturels a été développée globalement dans le
but de découvrir de plus en plus de médicaments efficaces et rentables avec des effets

secondaires mineurs (5) (6).
1. Huiles Essentielles
1. GENERALITES

Une huile essentielle (HE) aussi appelé essence végétale est un extrait tiré de végétaux
aromatiques. Cette substance est hautement volatile et fortement odorante. C’est un produit
complexe obtenu d’une matiere premiere végétale bien définie.
L’AFNOR (7) a défini les huiles essentielles comme étant des produits obtenus soit a partir
d’une matiére premiére par hydro-distillation / entrainement a la vapeur d’eau, soit par d’autre
procédés mécanique ou 1’ont obtient 2 phases bien distinctes, ce qui exclut tous produit
obtenu a partir d’une technique d’extraction utilisant des solvants non aqueux oOu

I’enfleurage(8).

2. ORIGINE ET LOCALISATION

L’origine des huiles essentielles dans sa plante a longuement été le sujet de plusieurs
hypotheses dont celle d’EMDE (9) qui avance que les huiles essentielles résultent d’un

processus physiologique initié a partir des sucres présent dans la plante.

L’¢énergie produite au niveau des chloroplastes (glucides, NADPH, ATP) suite a la
photosynthese contribue au développement de la plante d’un coté, mais aussi a la biosynthése
de composés secondaires, notamment les huiles essentielles. Selon BOYOM (10) les huiles

essentielles sont des résidus du métabolisme des sucres, des protéines ou de certains AA.

Elettaria Cardamomum Page 3
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Ces HE n’existent pratiquement que chez les végétaux supérieurs, elles sont produites au
niveau du cytoplasme des différentes cellules sécrétrices, ces derniere se situent dans des
poiles  sécréteurs ou trichomes (Lamiaceae), dans des canaux secréteurs

(Apiacieae/Asteracea) ou dans des poches sécrétrices (Myrtaceae/Rutaceae).
Les huiles essentielles peuvent étre extraites de différentes parties de la plante :

- Fleurs (pétales de rose),

- Ecorces de fruits (citron, bergamote, orange),
- Graines (anis),

- Feuilles (eucalyptus),

- Baies (genévrier),

- Boutons floraux (clou de girofle),

- Fruits (persil),

- Bois (santal, ecorce de quinquina).

Les HE peuvent se trouver, chez une méme espece, simultanément dans des organes

différents, sa composition peut aussi varier d’un organe a un autre (11).

I1l. Meéthodes d’extraction

Afin d’avoir des résultats quantitatifs et qualitatifs le protocole standard pour les huiles
essentielles commence par une extraction, différentes techniques sont employees.

Ces techniques on été développées dans le cadre de diminuer le temps d’extraction et la
quantité du solvant utilisé mais aussi d’accélérer la cinétique d’extraction (12). Parmi les

méthodes d’extraction nous citons :

1. Ladistillation

La distillation est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée parmi toutes les méthodes
d’extractions, les différents procédés utilisant le principe de la distillation selon Piochon (11)
sont : hydrodistillation, hydrodiffusion et entrainement a la vapeur d’eau.

1.1Hvdrodistillation (HD)

Le principe de I’'HD correspond a une distillation hétérogéne. Ce procéd¢é consiste a

immerger la matiere premicre végétale dans de 1’eau, la plante utilisé peut flotter ou étre
immergée, le mélange est ensuite porté a ébullition généralement a une  pression
atmosphérique.

La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules volatils (HE) contenues dans les

cellules végétales.

Elettaria Cardamomum Page 4
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1.2 Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est I'une des méthodes officielles pour I’obtention des
huiles essentielles. A la différence de ’'HD, cette technique ne met pas en contact direct I’eau
et la matiere végétale a traiter, la vapeur est produite par une chaudiere qui apres son injection

fait éclater les cellules et entraine les molécules odorantes (HE).

La vapeur d’eau saturée en composés volatils se condense aprés son passage dans un
réfrigérant, en un mélange hétérogéne d’hydrolat et d’HE. La phase aqueuse comporte aussi
un faible taux de composés aromatiques, nommée eau florale. Les produits sont séparés par

une simple décantation (13).

2. Enfleurage

Contrairement a la distillation, la principale qualité de ’enfleurage est sa capacité a traiter

les fleurs les plus fragiles (14).
Son principe réside dans la capacité des corps gras a s’imprégner et a conserver les odeurs.

e L’enfleurage a froid : les plantes d’intérét sont posées (a T° ambiante)
sur I’huile végétale ou la graisse animale, cette derniére capte
progressivement les odeurs.

e L’enfleurage a chaud: cette fois ci les végétaux et I’huile sont
mélanges dans une cuve chauffée, I’huile se charge alors de I’odeur des

plantes.

3. Pression a froid

Réservée uniguement aux agrumes, ne nécessitant pas de chauffage, cette technique a pour
principe de conduire a la rupture des péricarpes riches en huiles essentielles qui sont libérées
et entrainés par un courant d’eau. L’huile est tout simplement récupérée par simple

décantation (15).

4. Extraction assistée par microondes

De nombreuses techniques d’extraction utilisent la technologie microondes :

La toute premiére technique d’extraction des HE sous chauffage microondes, a été
proposée par Craveiro (16) en 1989 sous le nom de I’entrainement a I’air assiste par micro-

ondes « Compressed Air Microwave Distillation (CAMD) », puis Stashenko (17) a développé
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en 2004 I’hydrodistillation assistée par micro-ondes « Microwave Assisted Hydrodistillation
(MAHD) », en 2008 I’hydrodiffusion assistée par micro-ondes et gravité « Microwave
Hydrodiffusion and Gravity (MHG) » est brevetée par Chemat et al (18) .

Ces techniques sont utilisées pour divers avantages dont :

% Qualitativement : les composés oxygénés sont d’une proportion plus élevée dans les
HE (19).

% Quantitativement : les rendements sont semblables voir meilleurs que ceux obtenus
par les méthodes classiques (20).

% Temps d’extraction : le temps d’extraction est tres court.

% Economiquement : vu que le temps d’extraction est réduit, le procédé est donc plus
économique en énergie, en temps et en co(t.

% Environnementale : les techniques assistée par micro-ondes n’utilisent ni solvant

organique ni eau (21).

5. Extraction assistée par ultrasons

Cette méthode, surtout développée pour I’extraction de molécules ayant un intérét
thérapeutique a été également utilisée pour I’extraction des huiles essenticlles. Dans cette
méthode la matiére végétale est immergée dans un solvant ou dans de 1’eau et est soumise a

’action des ultrasons (22).

6. Extraction par solvants volatiles

Les solvants utilisés sont non aqueux, cette technique d’extraction consiste a placer un
solvant volatil et la matiére premiére dans un extracteur (Soxhlet). Suite a des lavages
successifs, le solvant se chargera en molécules aromatiques, puis envoyé au concentrateur
pour une distillation a pression atmosphérique. Cette méthode est la plus pratiquée, et les
solvants utilisés sont ’Hexane, le Cyclohexane, 1’Ethanol, le Méthanol, le Dichlorométhane et
I’acétone (23). Le pouvoir d’extraction de ces solvants est plus élevé que ’eau, si bien que les
extraits ne contiennent pas uniquement les composés aromatiques mais aussi d’autres
composés tels que des cires, des acides gras, des pigments et bien d’autres substances non

volatils.
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IVV. Propriétés physicochimiques

1. Propriétés physiques

On peut résumer les propriétés physiques des HE en leurs indices, viscosité, densité,
pouvoir rotatoire, solubilité dans 1’alcool, point d’¢bullition et congélation. Ces HE sont
souvent incolores ou jaune pale, liquides a une T° ambiante et insolubles dans 1’eau grace a
leurs nature huileuse qui les rend liposolubles. Toutefois elles le sont dans des solvants
organiques apolaires, les alcools et les huiles grasses (24).

Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et sensibles a 1’oxydation et ont un
indice de réfraction élevé. Elles ont tendance a se polymériser, et a perdre leurs propriétés
suite a la formation de produits résineux. A I’exception des huiles essentielles de sassafras, de

girofle ou de cannelle, leur densité et généralement inferieure a celle de 1’eau (24).

2. Propriétés chimiques

Les HE sont souvent constitué¢es d’une centaine de composés organiques de fonctions et de
structures chimiques différentes. Ces composés sont genéralement classés en deux groupes
d’origines biogénétiques spécifiques : Les derives du phenylpropane (composés aromatiques)

et les hydrocarbures terpeniques (25).

2.1 Les terpenes

Les HE sont généralement constituées d’un certain nombre de composés terpéniques, aussi
nommeés isoprénoides ou terpénoides (ensemble des terpenes oxygénés et non oxygénés) vu
que le terme « terpéne » ne tient pas compte de la présence de 1‘'oxygéne. Ces composes sont
souvent les plus volatils vu leurs poids moléculaire faible, et ont pour source I’isopréne de

formule générale (CsHs)n (24).

Selon le nombre de carbone on distingue : Les monoterpénes (C10) Les sesquiterpenes
(C15) les diterpénes (C20), les triterpenes (C30) et les tétraterpenes (C40).

2.2 Composés aromatiques

Les huiles essentielles renferment souvent, selon le mode d’extraction utilisé, d’autres
composés chimiques, de faible masse moléculaire tel que : Les acides (de C3 a C6), les
alcools, les hydrocarbures (linéaires et ramifiés, saturés ou non saturés), les aldéhydes, les

cétones, les esters acycliques, les coumarines et les lactones (26). Généralement ce sont des
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composés aromatiques ou phénoliques dérivés du phénylpropane (C6-C3) et caractérisés par

un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle, souvent un allyl ou un propénylphenols.

V. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

L’Homme a, depuis la nuit des temps, utilisé les huiles essentielles dans sont quotidien.
Actuellement ces HE sont utilisées dans plusieurs domaines tel que I’industrie alimentaire, la

médecine, I’industrie cosmétique...

1. Industrie agroalimentaire

Les HE sont souvent utilisées dans les aliments sous formes d’épices, d’aromates ou de
condiments : Ocimuns (basilics), zingiber officinalis (gingembre), Petroselium crispum

(persil), Piper (poivre), des extraits de Citrus (27).

2. Industrie médicale

Les huiles essentielles sont largement utilisées dans le domaine médicale grace a leurs

propriétés pharmacodynamiques diverses et souvent marquees (27).

3. Industrie cosmétigue

L’industrie cosmétique est le plus grand consommateur de molécules odorantes, afin
d’avoir de nouvelles sensations, tout en ¢élaborant des gammes de produits bien diversifiés
comme pour les produit de toilettes (parfums, savons, laits, shampooings, dentifrices, pates et
poudres...) (27) .

V1. Activités biologiques et pharmacologigues des huiles essentielles

1. Activités Antimicrobienne

Il existe trois types d’activités biologiques a savoir :

A.1l Activités antibacterienne

Le pouvoir antibactérien de certaines essences a été démontré sur une large palette de
micro-organismes, y compris les bactéries résistantes aux antibiotiques : Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enterica,
Shigelladysenteria, Staphylococcus aureus, Staphylococcus camorum, Proteus mirabilis. Par

contre le mécanisme d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes et fongiques
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reste toujours difficile a cerner, vu la composition complexe des huiles volatiles (28). En effet,
les caracteristiques des huiles essentielles sont attribuées aux dérives terpénoides et
phénylpropanoides dont elles sont constituées. L’activité de ces molécules bioactives dépend,
a la fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile de
leurs groupements fonctionnels (29). Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer
la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne induisant ainsi sa
rupture. Le contenu cytoplasmique est déversé vers I’extérieur de la cellule impliquant sa
destruction (30); (31). Egalement, une perturbation chémo-osmotique et une fuite de
potassium intra-cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques, de
I’ATP, et du phosphate inorganique (31); (32). D’autre recherches ont également suggeérer que
la synthése de ’ADN, I’ARN, des protéines et des polysaccharides peuvent étre inhibés par
les huiles essentielles (33).

A.2 Activités antifongique

Les essences sont connues pour agir sur un large spectre de levures et moisissures
(Aspergillus flavus, Aspergilus sulphurens, Aspergillus fumigatus, Micor fragilus) en inhibant
la germination des spores, la croissance des levures, 1’elongation du mycelium, la sporulation
et la production de toxine chez les moisissures. Ce pouvoir antifongique est da a la présence
de certaines fonctions chimiques dans la composition des HE notamment la fonction aldehyde
qui en agissant avec le groupement thiol des AA impliqués dans la division cellulaire inhibe la

croissance (34).

A.3 Activités antioxydante

Il existe trois types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes de
réparation et les antioxydants non enzymatiques dont les HE. Cette activité peut étre primaire
ou préventive, elle peut retarder I’oxydation par des mécanismes indirects (la réduction
d’oxygéne) (35) ou direct (I’oxygene radicalaire est piégé par un électron empéchant ainsi la
destruction des structures biologiques). Ils peuvent donc agir comme agents réducteurs
capables de passer leurs électrons aux ROS (Reactive oxygen species) et les éliminer (36).
Certaines huiles essentielles se sont avérées plus efficaces que les antioxydants synthétiques
(37). Cet effet est principalement di a la présence des groupes hydroxyles dans leurs

structures chimique (38).
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VII. Description de la Cardamome (plante a huile essentielle)

1. Systématique

Reégne : Plante

Sous-régne : Tracheobionté

Division: Magnoliophyte

Classe : Liliopsidée

Embranchement : Spermaphytes
Ordre : Zingiberales

Famille : Zingibéracées

Genre : Elettaria

Espéce : Elettaria Cardamomum (42).

Figures 1: Elettaria Cardamomum

2. Description

En francais : cardamome, cardamomier, cardamone.
En anglais : cardamom, small cardamom, cardamon.
En arabe : Heil, Hab el Hal, hab hab, Hhabbahan (41).

La cardamome Elettaria Cardamomum est une plante de montagne qui a besoin d’ombre
et d’humidité pour se développer correctement et nécessite un sol riche en humus. La plante,
qui peut étre productive pendant 20 a 40 années, donnera sa premiere récolte au bout de deux
ou trois ans. Vivace herbacée sauvage, rhizomateuse et aromatique. Non rustique, elle ne
supporte pas les températures inférieures a 3°C, ses feuilles sont persistantes, longues,
lancéolées, duveteuses et vertes. Elle a pour origine 1’Inde, les Malabar, le Sri Lanka, ou la

Malaisie.
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3. Composition chimique

Les travaux concernant la composition chimique de la cardamome ont révélé sa richesse en
plusieurs constituants, leur teneur differe selon les conditions climatiques et géographiques, et

aussi selon les méthodes d’extraction.

Tableau 1 : Composition globale de la Cardamome (39)

Famille de constituants %
Huile Essentielle 3-8
Huile Grasse 1-4
Amidon 20-45
Eau 20
Protéine 10
de fibres (31% de la capsule) 20

de cendres 6

Tableau 2 : Composition chimigue de la Cardamome (39)

Constituants de I’huile essentielle %
e 1,8-Cineole [maj odeur] 2-60
e q-terpinéol 1-2
e acetate d' a -terpinyle [maj odeur] 20-53
e acetate de linalyle 3-6
e linalol [maj odeur] 0.4-4.5
e apinene 0-1.5
e sabinene 2-5
e limonene 214
e menthone <6
e linalyl acetate [maj odeur] ;'6'7'7
o pheIIandr.ene 0.7-2.1
e  beta terpineol
e traces de myrcene, p-cymene, geraniol, nerol, i

nerolidol, borneol, 2-methylhept-2-en-6-one )
e Hydrocinnamic acid derivés

Constituants de I’huile grasse %
e  Palmitique 28-38%
e oleique 43-44%
e linoleique 2-16%
e stearique chez certain cultivar -

4. Utilisation médicale

En pharmacologie, la cardamome est connue pour ses vertus qui traite efficacement de
nombreux troubles digestifs comme les indigestions, les coliques, les gastrites et les
gastralgies, la diarrhée, la colopathie fonctionnelle, la maladie de Crohn ainsi que les spasmes
digestifs. L'huile essentielle de cardamome est reconnue pour ses propriétés anti-

inflammatoires, antispasmodiques et analgésiques.
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Les deux principes actifs principaux de la cardamome et de son huile essentielle sont:
I’acétate d'alpha-terpényle (a hauteur de 45%) et I'oxyde terpénique (28%). L'acétate d'alpha-
terpényle fait partie de la famille moléculaire des esters monoterpéniques, et c'est lui qui
confere a la cardamome ses vertus antispasmodiques et toniques. Il est aussi connu pour agir
comme équilibrant psychique. L’oxyde terpénique, quant a lui, lui apporte ses vertus
respiratoires et anti-inflammatoires. On retrouve également dans la cardamome des dérivés de
I'acide hydroxycinnamique, ainsi que des diarylnonadoides et des lignanes (40). La
composition de la plante differe selon les conditions ou elle est cultivée.
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I.  Matériel Biologique
D. Préparation du matériel végétal

La cardamome a bien été nettoyée a 1’eau du robinet, séchée a T° ambiante et a 1’obscurité,

puis elle a été broyée et conservée dans des pots hermétiquement fermés.
> Extraction par Hydrodistillation

Les huiles Essentielles sont extraites par la méthode d’hydrodistilation et ce grace a
I’appareil de type Clevenger. Le matériel végétal est immergé dans de I’eau distillée, le tout
est ensuite porté a ébullition. La vapeur saturée d’¢léments volatils traverse un réfrigérant ou
elle se condense pour donner deux phases : I’eau florale et I’huile essentielle. (Fig : 2)

50g de la matiere végétale ont été mises dans un ballon rodé de 400ml d’ED, puis
I’installation est montée et le chauffe-ballon est mis en marche. L’Hydrodistillation dure
3h.Les HE sont entrainées par les vapeurs d’eau et sont récupérées par simple décantation et
conservees dans des eppendorfs hermétiquement fermés puis stockés dans un endroit a I’abri
de la lumiere et frais (4°C).

—»Réfrigérant

and & 7
Ballon (matériel - 5 4

végétale +ED) < “ - »HE+Fauflorale

Chauffe-ballon

Figure 2 : Montage de ’hydrodistillation

» Rendement en huile essentielle

Le rendement de I’HE est défini comme le rapport entre la masse d’HE obtenue et la masse du
matériel végétal utilisé (7). Le rendement est exprimé en pourcentage et est calculé grace a la
relation suivante :
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mHE

R(%) = x100

MHE : Masse d’huile essentielle en g

m : Masse de la matiére végétale seche broyée en g

E. Microorganismes testés

Les microorganismes testés sont au nombre de quatre :
Escherichia Coli et une bactérie Staphylococcus aureus)

e Deux souches bactériennes : Escherchia coli Gram-, Staphylococcus aureus Gram+.
e Deux souches de levures : Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae.

Notre choix s’est porté sur ces souches car elles sont les plus utilisées, elles proviennent de la
collection du laboratoire de la Facultés des Sciences et Techniques de Feés.

II. Mesure de I’activité Antimicrobienne :
F. Préparation de ’inoculum:

Ensemencement : dans le cas des bactéries 1’ensemencement est réalisé dans le milieu LB.
Dans le cas des levures, celles-ci sont ensemenceées en milieu YPG (la constitution des
milieux de cultures est donnée en annexe).

Apres 24H d’incubation, une colonie de chaque souche (bactéries et levures) est prélevée a
I’aide d’une anse stérile, et mise dans une suspension dans des tubes contenant 10ml d’eau
physiologique stérile.

> Evaluation de Dactivité antimicrobienne

L’étude de Tl’activité antimicrobienne est réalisé par étalement de 100ul de chaque
suspension microbienne (2 levures,2 bactéries) dans une boite de pétri préparer préalablement
la veille avec le milieu de culture (YPG et LB) mélanger avec I’HE de cardamome avec
différentes concentrations (20, 40, 60 et 80ul).Un témoin positif contenant uniquement la
suspension bactérienne est également réaliser pour chaque milieu. Les boites sont ensuite
incubées a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 30°C pendant 48h pour les levures, la

lecture est realisée apres 1’incubation.

I11.  Activité Antioxydante

1. Principe

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des huiles essentielles de la

cardamome a été réalisée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH (Effet scavenger
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du radical DPPH), qui fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation

structure activité antioxydante (41).

Le DPPH (2,2 -diphenyl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant un électron
non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la polymérisation du
composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a température ambiante. Ainsi,
cet état induit I’apparition d’une couleur bleue foncée caractéristique de la solution DPPH.
Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit, passant au jaune
pale. L'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents.

NO, NO,

Figure 3: Mécanisme réactionnel du test DPPH entre I’espéce radicalaire DPPH et un
antioxydant (AH).

2. Mode Opératoire

Le pouvoir antiradicalaire a été testé en employant la méthode dictée par Brand-Williams
(43).

La méthode consiste a peser 40mg de DPPH et le solubiliser dans 100ml de méthanol
absolue, le produit est agité pendant 30min et mis a I’obscurité pendant 3h. La conservation
est a 4°C a I’abri de la lumiére.

Une série de dilution du produit est effectuée (20ul, 40pul, 60ul, 80ul, 100ul) avec du
méthanol, puis 100ul de chaque concentration est ajouté a 1ml du réactif DPPH. Les tubes
sont agités et incubés a I’obscurité durant 30min. L’absorbance a été déterminée au
spectrophotometre a 517nm.

L’activité anti radicalaire (AAR) est estimée en pourcentage grace a la formule :

0% AAR = D.O.controle — D.O.échantillon <100

D.O.controle

La réalisation de la cinétique de cette activité a permis de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50% d’inhibition (IC50), la valeur d’IC50 la plus faible correspond a
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I’efficacit¢ de I’échantillon la plus élevé. La valeur d’IC50 est exprimée en mg/ml (mg
équivalent Hydroxytoluéne butylé (BHT) par ml).

IVV. Dosages Biochimique

Pour les dosages des sucres réducteurs, protéines et polyphénols une gamme d’étalonnage
correspondante a été préparée.

» Sucres réducteurs (Mayer)

Le dosage est effectué par une solution DNS préparé comme suite :

e 2gde DNS dans 40ml d’ED,

e +3.2¢ de NaOH dans 30ml d’ED,
e +60g de tartrate Na*K",

e Qsp pour 200ml.

1ml de cette solution est ajouter a 1ml de I’extrait de plante dilué, une cascade de dilution est
effectué puis les tubes sont placés au bain marie a 100°C pendant 20min,4ml d’ED sont

ajoutés avant la lecture au spectrophotometre a 540nm.

> Protéines (Biuret)

Pour 1ml d’échantillon on ajoute 4ml du réactif Gornall

e 1,59 de sulfate de cuivre,

e +6( de tartrate Na"K",

e +30g d’hydroxyde de sodium,
e + 1g d’iodure de potassium,

e Qsp pour 1000ml.

On effectue une série de trois répétitions puis on incube pendant 30min, la lecture de la DO se
fait a 540nm.

» Polyphénol (Li et al.2007)

On ajoute 0,5ml du réactif Folin-Ciocalteu a un Iml de 1’échantillon, puis 2,5ml d’une
solution de carbonate de sodium (20%), une série de trois répétitions est effectuée, le mélange
est ensuite homogénéisé et placé dans I’obscurité pendant 40min, ’absorbance est mesurée a

une longueur d’ondes de 760nm.
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I. Dosage biochimigues

» Sucres réducteurs (Mayer)

La Cardamome est faible en sucres réducteurs, cela pourrait étre dd a I'amidon qui n'est pas
digéré. La plante contiendrait une faible activité amylasique.

Tableau 3 : Concentrations de sucres réducteurs

., 19, o; = £y =

i I ¥ Dilution Do nm C g/l
10° 0,052 0,012
10* 0,052 0,012
103 0,083 0,056
102 0,132 0,127
101 0,155 0,161

Fiqure 4: dosage des sucres réducteurs de la cardamome

DO(nm) Glucose

1.6 -
1.4 +

1.2 4 y = 0.6898x + 0.0442
1 A *

0.8 - .

0.6 -

0.4 -

0.2 -

O ‘ T T T T 1
0 05 1 1.5 2 2.5 Cle/)

R*=0,985

Courbe 3 : Gamme d’étalonnage des sucres réducteurs
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» Protéines (Biuret)

La Cardamome a une concentration en protéines de 0,032 g/l.ces résultats sont en accord
avec 1’étude faite par Hussain (39) qui explique que la cardamome ne contient que 10% de
protéines, valeur qui varie selon 1’espéce, 1’origine de la plante et la méthode d‘extraction.
Elle dépend aussi d‘un certain nombre de facteurs intrinséques (génétique) et extrinséques (le

climat, la période de récolte et les conditions de stockage).

Fiqure 5: dosage des protéines de la cardamome

0,089 -0,059
C= - = 0,032 g/l
0,933
0,089 : La moyenne des DO

DO (nm)
1.2 +
1
0.8 - y =0.9333x + 0.0595

0.6 - R?=0,984

0.4 -

0 e - - - C(g/1)
0 0.5 1 1.5

Courbe 4 : Gamme d’étalonnage des Protéines
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» Polyphénol (Li et a/.2007)

La cardamome est une plante riche en polyphénols, 241 ,85g/l. Une étude faite par Bhatti
et al. (44) montre que les teneurs en polyphénols totaux d‘extraits méthanoliques des fruits
d‘E.cardamomum est d‘ordre de 166 + 0,05 g EAG/1 .Ces teneurs restent inférieures a nos
résultats qui sont plus élevées. Les travaux réalisés par Sharafati-chaleshtor et Sharafati-
Chaleshtori (45) sur 1‘extrait éthanolique et Kandikattua et al. (46) sur 1‘extrait héxanique des
fruits d‘E.cardamomum donnent des valeurs de 192,7 + 0,02 mg EAG/I et 240 + 1,88 mg
EAG/I en polyphénols totaux. Les teneurs en composes phénoliques varient qualitativement et
quantitativement dans la méme plante ainsi d‘une plante a une autre, cela peut étre expliquée
par 1‘origine de la plante et la méthode d‘extraction(47), Elle dépend aussi d‘un certain
nombre de facteurs intrinseques (génétique) et extrinseques (le climat, la période de récolte et
les conditions de stockage) (48).

Fiqure 6: dosage des polyphénols de la cardamome

1.616-0.077
o= —— = 241,85 gl

DO(nm)

0.8 -
0.7 - y = 0.0076x - 0.0772
0.6 -
0.5 -
0.4 -
03 -
0.2 -
0.1 -

0 . . - Clg/)
0 50 100 150

R=0,994

Courbe 5 : Gamme d’étalonnage des polyphénols
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I1. Activités antimicrobienne

L’évaluation de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Cardamome a été

réalisée sur (deux levures et deux bactéries) est regroupé dans les tableaux suivant :

Les résultats de cette activité antimicrobienne sont enregistrés dans les tableaux 2, 3 et 4.
D’aprés les valeurs, il ressort que les levures présentent une sensibilité a cette huile
essentielle, alors que les bactéries sont plutét résistantes. Le diametre des UFC ainsi que leurs
nombre diminue en augmentant la concentration de ’'HE pour les levures, contrairement aux

bactéries le tapis est relativement moins dense mais la charge est toujours aussi importante.

D’aprés nos résultats, I’huile essenticlle de Cardamome exercerait un effet antimicrobien
important sur les levures, mais trés faibles ou presque absent sur les bactéries. Ces résultats
sont en accord avec I’étude faites par K.R.Aneja et Radhika Joshi (49) qui démontre que la
cardamome a un effet antimicrobien sur les souches (Staphylococcus aureus, Candida
albicans et Saccharomyces cerevisiae).

Tableau 4 : Activité antimicrobienne sur les bactéries des huiles essentielles de

Cardamome
Souches Temoin 20yl 40ul 60ul 80ul
E.Coli
S.aureus
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Tableau 5 : Activité antimicrobienne sur les levures des huiles essentielles de

Cardamome

C.tropicalis

S.cerevisiae

k

Tableau 6 : Etude quantitative de P’activité antimicrobienne

Souches | T 20ul 40 ul 60 ul 80 ul
Diamétre Nombre Diamétre Nombre | Diamétre Nombre | Diamétre Nombre | Diamétre Nombre
UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
C.tropicalis | 3mm 135 3mm 123 | 2mm | 114 |1,5mm | 47 0,5mm |1
S.cerevisiae 3,2mm | 62 25mm |55 1,5mm | 59 1mm 37 0,7mm | 20
E.coli Tapis Tapis Tapis Tapis Tapis
S.aureus Tapis Tapis Tapis Tapis Tapis

1.  Activités anti-oxydante

Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel de piégeage de nos

huiles essentielles grace a sa sensibilité a détecter les composants actifs a des basses

concentrations. L’activité anti radicalaire a été estimée par spectrophotométrie en suivant la

réduction du DPPH & 517nm. Les figures 7 et 8 illustrent I’efficacité des huiles essentielles et

du BHT a piéger le radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des

différentes concentrations. D’apres les résultats, ’évolution de I’activité anti radicalaire est

dose-dépendante, car elle augmente avec I’augmentation des concentrations des huiles

essentielles dans le milieu réactionnel.
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IC50
Opl 20pl 40pl 60l 80pl 100pl
V HE (ul)

Figure 7 : activité anti-oxydante de ’HE de Cardamome

IC 50 (mg/ml) HE 0,045z 0,03

AAO %
80 -

70 -

50 ~
40 -
30 A
20 ~
10 -

€50 . CBHT

0 107-4 107-3 107-2 107-1 1

Figure 8 : Activité anti-oxydante de BHT

(Chague valeur représente la moyenne de trois essais)

IC 50 (mg/ml) BHT 0.12+ 0,02
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A partir des courbes des taux d’inhibition, nous avons pu déduire graphiquement
les valeurs d’IC50 du BHT et de I’'HE. La valeur de L’IC50 est inversement proportionnelle a
la capacité antioxydante (taux d’inhibition 1%) d'un composé, car elle reflete la quantité
d'antioxydant requise pour neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le
milieu. Plus la valeur d’IC50 est faible, plus l'activité antiradicalaire d'un composé est

appréciable.

Le potentiel antiradicalaire global de 1’huile essentielle, de ’ordre de 45+0,03 pg/ml est
inférieur a celui du BHT dont I’'IC50 est de I’ordre de 120£0,02 pg/ml.

Ces résultats sont proches de ceux obtenus par Sultana et al. (50) ou I’IC50 est de 217,431
pug/mL pour l‘exrait méthanolique. L‘activité antioxydante des extraits est relativement

dépendante de la teneur en composés phénoliques (50).
Conclusion

Le choix de notre plante Cardamome : S’est bas¢ surtout sur son utilisation fréquente en
oncologie. Notre étude a visé a découvrir les effets, son activite antioxidante et

antimicrobienne et la composition chimique de cette plante.

Apres avoir effectuer ces différents tests, nous avons pu conclure que la Cardamome
Elettaria Cardamomum est une plante qui est faible en sucres réducteurs et en proteines mais
riche en polyphénols, il s’avére aussi que cette plante a une faible action antimicrobienne
contre les souches utilisé (Escherchia coli, Staphylococcus aureus) contrairement aux

levures(Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae) ou I’activité est nettement visible.

L’activité anti-oxydante de la Cardamome est trop elevée c’est d’ailleurs la raison pour la

quelle cette plante est souvent utilisé pour les traitements contre les cancers.
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Annexe

Préparation des milieux YPG et LB (1L) :

% Milieu YPG
v" 10g d’extrait de Levures
v’ 10g de Peptone
v’ 20g de Glucose
v 17g d’Agar

% Milieu LB
v’ 5g d’extrait de Levure
v’ 1g de Peptone
v 1g NaCl
v 17g d’Agar
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