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Résumé

Ce travail a pour but d’évaluer l'activité antifongique de I'huile essentielle et de I'extrait
éthanolique de Cinnamomum cassia contre des agents phytopathogénes isolés de quelques
fruits contaminés. L'huile essentielle a été obtenue par Hydrodistillation, tandis que l'extrait
éthanolique a été produit par macération de cannelle avec des rendements de 2,51% et 20,04%
respectivement. L'effet antifongique de [I'extrait éthanolique de cannelle augmente avec
l'augmentation des concentrations (1%, 2%, 3%,4% et 8%), montrant une meilleure inhibition
d'Alternaria alternata.En appliquant les méthodes de confrontation directe et de micro-
atmosphere, I'huile essentielle de Cinnamomum cassia a totalement inhibé la croissance
d'Alternaria alternata. Par ailleurs, des pourcentages d'inhibition de 79,18 % et 41,46 % ont
été obtenus respectivement contre A. niger. Les concentrations minimales inhibitrices et
fongicides de I’huile essentielle ont été déterminées par la méthode de macro-dilution. Les
résultats ont révélés une CMI de 2 pg/ml et une CMF de 16 pg/ml. Tandis que pour la souche
Alternaria alternata, la CMI était <0.5 pg/ml et la CMF est de 1 pg/ml.

En conclusion, I'huile essentielle et I'extrait éthanolique de Cinnamomum cassia démontrent
une activité antifongique significative, avec une efficacité particulierement élevee contre
Alternaria alternata, ce qui suggere leur potentiel en tant qu'agents naturels de lutte contre les
phytopathogeénes.

Les mots clés

Activité antifongique, Cinnamomum cassia, confrontation directe, extrait éthanolique, huile

essentielle, Hydrodistillation, micro-atmospheére.



Abstract

This study aims to evaluate the antifungal activity of essential oil and ethanolic extract of
Cinnamomum cassia against phytopathogenic agents isolated from some rotten fruits. The
essential oil was obtained by hydrodistillation, while the ethanolic extract was produced by
maceration with yields of 2.51% and 20.04% respectively. The antifungal effect of the
ethanolic extract of cinnamon increases with increasing concentrations (1%, 2%, 3%, 4% and
8%), showing better inhibition of Alternaria alternata. By applying the direct confrontation
and micro-atmosphere methods, the essential oil of Cinnamomum cassia completely inhibited
the growth of Alternaria alternata. Additionally, inhibition percentages of 79.18% and
41.46% were obtained against A. niger, respectively. The minimum inhibitory and fungicidal
concentrations of the essential oil were determined by the macro-dilution method. The results
revealed a MIC of 2ug/ml and an MFC of 16ug/ml. For the Alternaria alternata strain, the
MIC was <0.5pg/ml and the MFC was 1 pg/ml. In conclusion, the essential oil and ethanolic
extract of Cinnamomum cassia demonstrate significant antifungal activity, with particularly
high efficacy against Alternaria alternata, suggesting their potential as natural agents for
managing phytopathogens.

Keywords

Antifungal activity, Cinnamomum cassia, direct confrontation, ethanolic extract, essential oil,

hydrodistillation, micro-atmosphere.
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Introduction

I- Introduction

Les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques sont un défi majeur pour la
médecine et l'industrie alimentaire. Cela a conduit de nombreuses études a se
concentrer sur I'évaluation des produits naturels comme source de nouveaux
composés actifs en raison de la carence d'agents antimicrobiens efficaces pour traiter
les maladies infectieuses.

Au cours des deux dernieres décennies, il y a eu une attention croissante portée a
I'utilisation des plantes médicinales pour développer de nouveaux médicaments a base
de plantes ou des compléments alimentaires. Les médicaments a base de plantes sont
riches en molécules bioactives (par exemple, polyphénols, caroténoides et
flavonoides) aux effets thérapeutiques, tels que le retardement de I'apparition de
certaines maladies comme les troubles cardiovasculaires, le diabéte et le cancer
(Alizadeh et al., 2020).

Il existe de nombreuses plantes comestibles et médicinales aux effets antimicrobiens
élevés, telles que le thym (Thymus vulgaris L.), le thé (Camellia sinensis L.), l'ail
(Allium sativum L.), le curcuma (Curcuma longa L.), les baies appartenant a la famille
des Rosacées et la cannelle (espéces appartenant au genre Cinnamomum) (Nabavi et
al., 2015).

Le nom botanique "Cinnamomum" dérive du terme hébraique et arabe "amomon",
signifiant plante a épices parfumées. Le nom commun "cannelle" provient du mot
grec "kinamon", qui signifie vaguement "épice arabe". Il existe environ 250 espéces
du genre Cinnamomum, mais seules deux especes sont largement répandues dans
Iindustrie  : Cinnamomumverum (auparavant connue sous le nom de

Cinnamomumzeylanicum) et Cinnamomum cassia (Knauth et al., 2018).

La cannelle est utilisée depuis pres de 2800 avant J.-C., d'abord nommée "Kwai" en
chinois, et faisait partie de I'nuile d'onction utilisée par Moise dans la Bible. Les
Romains I'utilisaient pour des troubles digestifs et respiratoires, ainsi qu'a des fins
funéraires pour masquer les odeurs de cadavres. En Egypte, elle servait a
I'embaumement. Sa rareté a conduit a une exploration mondiale au XVe siecle,
motivant les voyages de Christophe Colomb vers le Nouveau Monde et de Vasco de
Gama en Inde du Sud et au Sri Lanka, ou la cannelle de Ceylan est originaire. Son
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contréle a été un enjeu majeur, les Portugais, puis les Néerlandais et les Britanniques,
dominant sa production. Aujourd'hui, elle est cultivée le long de la cote du Sri Lanka,

de Negombo a Matara (Kawatra et Rajagopalan, 2015).

Sur la base de I'apparence de la cannelle en baton, il est possible de distinguer la
cannelle de Ceylan des autres. Elle est plus douce et plus claire en couleur, et enroulée
en couches, tandis que les autres sont plus sombres, dures et creuses, et enroulées en
une seule couche. Bien que trés chere, la cannelle de Ceylan est préférée en raison de
son taux d'ultra-faible coumarine et de son godt délicat et doux. Selon I'Autorité
européenne de sécurité des aliments, la cannelle de casse a été la cause d'une
exposition a la coumarine, qui est hautement hépatotoxique et cancérigene. Une autre
alternative récemment disponible, contenant peu de coumarine, provient des feuilles
de Cinnamomumosmophloum de Taiwan (Abraham et al., 2010 ; Kowalska et al.,
2021).

L'écorce de cannelle est couramment utilisée comme épice. Elle est principalement
employée en cuisine comme condiment et agent aromatisant. La cannelle est utilisée
dans la production de chocolat, en particulier au Mexique, qui est le plus grand
importateur de véritable cannelle (C. zeylanicum L.).

Elle est également ajoutée a des desserts tels que la tarte aux pommes, les beignets et
les brioches a la cannelle, ainsi qu'a des bonbons épicés, du thé, du chocolat chaud et
des liqueurs. La veritable cannelle, et non la casse (C. cassia L.), est préférable pour
les plats sucrés. Au Moyen-Orient, elle est souvent utilisée dans des plats salés de
poulet et d'agneau. Aux Etats-Unis, la cannelle est souvent utilisée comme additif
pour aromatiser les céréales, les plats a base de pain et les fruits, en particulier les
pommes. Un mélange de cannelle et de sucre est également vendu dans les épiceries.
Une autre utilisation de la cannelle est dans le marinage (Kowalska et al., 2021).

La cannelle est utilisée aussi dans les industries des ardmes et des essences en raison
de son parfum, qui peut étre incorporé dans différentes variétés de produits

alimentaires, de parfums et de produits médicinaux (Rao et Gan, 2014).

Singh et al. (2007) ont rapporté que le godt épice et le parfum sont dus a la présence
de cinnamaldéhyde et surviennent en raison de l'absorption d'oxygeéne. Avec le
vieillissement de la cannelle, sa couleur s'assombrit, améliorant ainsi les composés

résineux (Singh et al., 2007 ; Rao et Gan, 2014). D'autres constituants de la cannelle

2
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comprennent l'alcool cinnamylique, la coumarine, les acides phénoliques, les
terpénes, les glucides et les tanins, du cinnamate, de l'acide cinnamique et de

nombreuses huiles essentielles (Singletary, 2008 ; Rao et Gan, 2014).

Gréace a la composition chimique des deux principales variétés de cannelle, la Ceylan
(C. verum) et la chinoise (C. cassia), plusieurs vertus pour la santé sont associées.
Ainsi, I'épice de cannelle est une source d'antioxydants naturels qui jouent un réle clé
dans le processus de vieillissement et les maladies. 1l a été montré que l'extrait de
I'écorce des especes de la cannelle contient des composés biologiquement actifs tels
que l'eugénol, le trans-cinnamaldéhyde et le linalol. Les phytonutriments ont été
étudiés pour la stabilisation de I'huile de palme. lls empéchent la formation d‘alcools,
de cétones, d'aldéhydes, d'acides et d'hydrocarbures. L'ajout d'antioxydants inhibe les
épisodes du processus d'oxydation de I'huile, réduisant ainsi la production de dérivés
oxydatifs dangereux et d'acides gras libres (Btaszczyk et al.,2021).

En raison de ses puissantes propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, des
rapports scientifiques ont montré que la cannelle possede des effets neuroprotecteurs,
hépatoprotecteurs, antidiabétiques, cardioprotecteurs et gastroprotecteurs.Son I'huile
essentielle peut également étre utilisée en aromathérapie. Un article de recherche
récent a montré les bienfaits de I'utilisation de I'huile de cannelle en massage pour
soulager les douleurs menstruelles (Nabavi et al., 2015).

En outre, la cannelle montre des effets bénéfiques sur la santé bucco-dentaire et pour
traiter I'acné et le mélasma. De plus, elle est utilisée pour le traitement des troubles
gastro-intestinaux et coliques. La cannelle a un effet coagulant et peut donc étre
utilisée contre les hémorragies. Elle augmente le flux sanguin dans l'utérus et améliore
la régénération des tissus.

De plus, elle posséde de puissantes propriétés, antitermites, larvicides, nématicides et
insecticides et antimicrobiennes (Nabavi et al., 2015).

L'huile essentielle de cannelle a montré un effet antibactérien contre les bactéries a
Gram positif (Bacillussp,Bacillus. cereus, Enterococcus. faecalis, Leuconostoc
sp.,Micrococcus. luteus, Staphylococcus. aureus, Streptococcussp., Listeria.
monocytogenes, Listeria. grayi) et les bactéries a Gram négatif (Escherichia. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Shigella dysenteriae,

Salmonella Typhimurium)(Lucas-Gonzalez et al., 2023).
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Récemment, Vasconcelos et al. (2018) ont démontré le mécanisme d'action
antibactérien de la cannelle. Il s’agit par: une altération de la membrane cellulaire et
de son profil lipidique, inhibition de I'ATPase, de la division cellulaire, des porines
membranaires, de la motilité et de la formation de biofilm, ainsi qu'un effet anti-
guorum sensing.

La concentration minimale inhibitrice et bactéricide de I'huile essentielle de cannelle
dépendent de facteurs tels que le type d'huile essentielle, la variété et la méthode
d'extraction (Cava-Roda et al., 2021).

Les huiles essentielles de plusieurs espéces de Cinnamomum ont démontré une
activité antifongique contre Candida albicans, C. glabrata ainsi que contre certains
dermatophytes tels que Microsporumcanis, Trichophyton mentagrophytes et T.
rubrumin vitro.

Bien que I'huile essentielle des feuilles de C. zeylanicum ait montré des propriétés
antifongiques modestes, une étude ultérieure a révélé que I'huile essentielle de cette
espéce présentait la plus forte activité antifongique comparée a d'autres especes contre
17 micromyceétes. Le trans-cinnamaldéhyde s'est avéré étre le composant le plus actif
dans l'huile de C. zeylanicum. Des recherches antérieures ont identifié l'aldéhyde
cinnamique comme le constituant actif fungitoxique de I'huile d'écorce de C.
zeylanicum, montrant une activité fungitoxique contre différents champignons
impliqués dans les infections des voies respiratoires. De plus, I'huile de cannelle a
démontré une activité inhibitrice contre plusieurs souches de champignons,
notamment Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, Fusariummoniliforme, F.
graminearum, F. proliferatum et Saccharomyces cerevisiae dans plusieurs études. En
outre, les huiles obtenues a partir de C. zeylanicum se sont révélées étre les plus
actives in vitro contre les souches de dermatophytes isolées de patients atteints de
dermatophytose, inhibant 80 % des souches testées. Dans le cas de la candidose
buccale, fréquente chez les patients infectés par le VIH, C. zeylanicum montre une
activité in vitro contre les isolats de Candida résistants et sensibles au fluconazole
(Gruenwald et al., 2010).

Outre leur capacité a combattre les microbes, les composés actifs de la cannelle ont
d'autres utilisations importantes dans l'industrie alimentaire. Par exemple, ils peuvent

servir d'alternative aux antibiotiques dans I'élevage de volailles, améliorer le go(t
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sucré des aliments ou prolonger leur durée de conservation.(Lucas-Gonzalez et al.,
2023).

Bien que la cannelle soit largement utilisée dans l'industrie alimentaire et cosmétique,
son ingestion orale ou son application cutanée n'est pas toujours recommandée en
raison de ses effets potentiels sur la santé. L'huile de cannelle doit étre diluée & moins
de 2% avant usage oral, et il est recommandé d'éviter son ingestion chez les personnes
souffrant de problemes hépatiques ou prenants du paracétamol, en raison de son
impact sur le glutathion. Cependant, I'écorce de cannelle semble slre en quantités
modérées et ne présente pas d'interactions médicamenteuses connues. Par ailleurs,
I'nuile de cannelle peut entrainer une dépression du systéme nerveux central et peut
conduire a une pneumonie par aspiration. En ce qui concerne les applications
cutanées, la cannelle peut provoquer des réactions cutanées telles que la dermatite de
contact, la stomatite et la gingivite. Les principaux responsables de ces réactions sont
le cinnamaldéhyde et I'acide cinnamique. La gravité des réactions dépend de la durée

du contact, mais les symptomes systémiques sont rares ((Nabavi et al., 2015).
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1. Matériel et Méthodes

I1.1. Matériel végétale

Afin d'étudier l'activité antifongique de I’extrait éthanolique et de I'huile essentielle de
Cinnamomum cassia contre certains champignons phytopathogenes, des écorces de

cannelle ont été achetées dans une épicerie a Bordj Bou Arreridj.

11.1.1. Les caractéristiques de cannelle

L’échantillon végétale est caractérisé par :

e Une forme de canne.
e Une couleur marron jaunatre.
e Une odeur trés distinctive.

e Une saveur brulant sucré.

11.1.2. La classification botanique (El atki, 2020)
Reégne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Laurales

Famille : Lauraceae

Genre :Cinnamomum

Espece : Cinnamomum cassia

11.1.3. Préparation de cannelle

Les écorces de cannelles sont lavées etséchées. Elles sont cassées en petits morceaux
pour extraire 1’huile essenticlle ou broyées finement pour obtenir son extrait

éthanolique (Fig.1).
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Figure 1. Cannelle en morceaux ou en poudre
11.2. Matériel fongique

11.2.1. Isolement et identification des champignons a partir de quelques fruits
contamines

Les champignons ont été isolés a partir de quelques fruits contaminés (pommes et
fraises) (Fig. 2). Ces fruits ont été découpés en petits fragments de moins de 15 mm
de diametre. Les fragments obtenus ont été placés de maniere aseptique dans des
boites de Pétri contenant du PDA (Potato Dextrose Agar), avec un a deux fragments
par boite. Ensuite, les boites ont été incubées pendant 7 jours a 28 °C (Bessadat et
al.,.2014).

g —

Figure 2. Pomme et fraise contaminées.

11.2.2. Identification des isolats fongiques

Les isolats fongiques obtenus ont été identifiés en se basant sur des caractéristiques

macroscopiques telles que la forme, la taille, la couleur et l'aspect, ainsi que des
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caractéristiques microscopiques. Pour l'examen microscopique, une méthode de
montage sur scotch a éteé utilisée, ou les échantillons ont été observés entre une lame
et un morceau de scotch. Cela a permis d'étudier les caractéristiques culturales telles
que l'aspect du mycélium et des spores (Compaore et al.,2016).

11.3. Préparation de I’extrait éthanolique

Pour obtenir I'extrait éthanolique de cannelle, 50 grammes de cannelle seche
(Cinnamomum cassia) sont broyés et melangés avec 160 ml d'éthanol. Le mélange est
ensuite laissé en macération pendant 72 heures, puis filtré en utilisant le papier
Wattman. Pour évaporer le filtrat, celui-ci est verse dans une boite de Pétri en verre et
placé dans une étuve pendant 72 heures. Le rendement de 1’extraction est calculé en
divisant le poids de I’extrait obtenu sur le poids de la poudre d’écorce de cannelle
(Mersil et Alifia, 2023) :

R (%) : P1/P2x100
R : le rendement en pourcentage %.
P1: Le poids de I’extrait sec de cannelle.

P2:le poids de la poudre de cannelle.

Figure 3. Etapes de I’extraction éthanolique de cannelle.
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11.4. Extraction de I’huile essentielle par Hydrodistillation

L'extraction de I'huile essentielle de Cinnamomum cassia a été réalisée par hydro-
distillation de 150 grammes de cannelle coupée en petits morceaux dans un appareil
de type Clevenger. Cette méthode implique I'immersion directe de la matiere végétale
coupée dans un ballon rempli de 750 ml d'eau distillée, surmonté d'une colonne reliée
a un réfrigérant. Le mélange est ensuite porté a ébullition pendant 4 heures. Les
vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide. Les vapeurs montantes
issues de I'alambic ou du réacteur progressent puis se condensent par refroidissement.
Le condensat est récupéré et I'huile est séparée de la phase aqueuse. L'huile essentielle
est conservée a 4°C dans un flacon ombreé hermétiquement fermé (Boungab et al.,
2014).

Figure 4. Extraction de I’huile essentielle de cannelle.

I1.5.Propriétés physicochimiques d’HE de cannelle

11.5.1. Le rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le

poids de la plante a traiter selon la formule suivante (Fekih,2014) :
Rd(%) = M/M°x100

R(%) : rendement en HE exeprimée en proucentage.

M : masse de I’HE (g).

M° : masse du matériel végétale (Q).
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11.5.1. Indice de réfraction

L’indice de réfraction a été estimé a 1’aide d’un réfractomeétre. Pour cela, deux gouttes
d’huile essentielle ont été placées au milieu du prisme. Apres, on a noté la valeur lue

sur I’appareil.

11.6. Activité antifongique de I’extrait éthanolique

Pour évaluer I’activité antifongique de 1’extrait éthanolique de cannelle a 1’encontre
des isolats fongiques, la méthode de diffusion sur la gélose PDA a été appliquée. Tout
d’abord, une suspension sporale a été préparée en ajoutant environ 10 ml de I’eau
distillée sterile a une boite qui contient le champignon de 7 jours de développement.
Ensuite, des boites contenant le milieu PDA ont été ensemencées par inondation
delml de chaque suspension sporale a une concentration d’environ 10° spores/ml
(DO : 0.12-0.17 a 525nm)avec élimination de ’excés. Ensuite, les boites ont été
séchées pendant 15minutes a une température ambiante. On teste des concentrations
de I’extrait éthanolique de cannelle variant de : 1%, 2%, 4%, 8% et on utilise le
DMSO comme diluant.

Des disques de papier Wattman stériles d’un diamétre de 6 mm ont été imprégnés
avec 20 pl d’extrait et placés au milieu de la boite de Pétri inoculée par chaque isolat
fongique. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque souche. Des disques imbibés
d’une solution aqueuse stérile ont été utilisé comme témoins négatifs. Les diametres
des zones d’inhibition entourant les disques contenant les différentes concentrations

de I’extrait éthanolique de cannelle ont été mesurés (Yala et al., 2016).

I1.7. Activité antifongique de ’HE de cannelle

11.7.1. Confrontation directe

La méthode de confrontation directe "Souche fongique / HE" impligue la diffusion de
I'nuile essentielle a travers des disques de papier Wattman de 6 mm de diamétre pour

inhiber la croissance fongique.

Tout d’abord, un disque mycélien de 6 mm de diamétre, découpé a partir d’une boite
contenant le champignon jeune (agé de 7 jours), a été placé sur la gélose PDA, a

environ 40 mm d’un disque de papier Wattman de 6 mm imprégné de 20 pl d'huile
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essentielle. Ensuite, des boites témoins négatives, préparées de la méme maniere mais
en utilisant de l'eau distillée stérile au lieu de I’huile essentielle, ont également été
préparées. Cette expérience a été répétée trois fois et les boites ont été incubées
pendant 7 jours a 28 °C (Malulek et al., 2022 ; Nacef et al. 2022). Aprés incubation,
les pourcentages d'inhibition ont été calculés selon la formule suivante :

P1%= (D — Di/D) x100
Pl (%) : pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
D: diamétre de croissance mycélienne dans un milieu sans 1’huile essentielle (témoin).
Di: diametre de croissance mycélienne en présence de 1’huile essentielle.
Le pourcentage d’inhibition a été classé en quatre catégories : (i) Pourcentage
d’inhibition<30% (faible activité), (ii) 30%<pourcentage d’inhibition<50% (activité
modérée), (iii) 50%<pourcentage d’inhibition<70% (activité élevée), (iv) Pourcentage

d’inhibition>70%(activité trés importante).

™

o

>
2

R,

1
L

Control plate (R,) Dual culture plate (R>)

Figure 5. Illustration de la méthode de confrontation directe (Champignon-HE)
(Nacef et al. 2022).

11.7.2. Mise en évidence du pouvoir antifongique volatile (méthode de

microatmosphere)

Dans cette méethode, un disque mycélien de 6 mm de diamétre a été découpé a partir
d’une boite contenant le champignon (7 jours) a tester puis déposé au centre d’une
boite contenant le milieu PDA. Ensuite, un disque en papier Wattman a été imprégné
avec 20pl de I’huile essentielle et déposé dans le couvercle d’une boite Pétri. Les
boites sont incubées a 28°C pendant 7 jours et I’expérience a €té répétée trois fois

pour chaque souche fongique testée. Le pourcentage d’inhibition de la croissance
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mycélienne a été calculé a partir du diamétre moyen des colonies (mm) en comparant

au témoin un milieu sans I’HE (témoin) (Anjum etAkhtar, 2012).
Pl = (D-Di/D) x 100.

Pl (%) : pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
D: diamétre de croissance mycélienne dans un milieu sans I’huile essentielle (témoin).

Di: diametre de croissance mycélienne en présence de ’huile essentielle.

11.7.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et fongicide

(CMF) de ’HE de cannelle en utilisant la méthode de macro dilution

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations fongicides
minimales (CMF) sont couramment utilisées pour évaluer la sensibilité des
champignons aux extraits de plantes, aux huiles essentielles et aux antibiotiques. Elles
permettent également de déterminer la concentration efficace de ces agents contre des
champignons spécifiques. Dans cette étude expérimentale, des dilutions en série des
HE ont été préparées dans 10 tubes stériles. A chaque tube, 1 ml de différentes
concentrations de 1’huile essentielle (0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ug/ml) préparé
dans le PDB (Potato Dextrose Broth) avec quelques gouttes de Tween 20 a été ajouté.
Ensuite, 1 ml de chaque suspension fongique a été ajouté a chaque tube. Un tube
contenant uniquement du milieu PDB et une suspension fongique sans extrait a été
utilisé comme témoin négatif. Tous les tubes sont ensuite incubés a 28 °C pendant 3
jours. Aprés incubation, le tube avec la concentration la plus faible ne présentant
aucune croissance visible du champignon a été considéré comme CMI. Ensuite, 100
ul du contenu de chaque tube transparent ne présentant aucune turbidité ont été
cultivés sur un milieu PDA. Apreés incubation a 28 °C pendant 7 jours, la premiéere
boite sans croissance fongique a été considérée comme le point de CMF. Tous les

tests ont été réalisés en trois exemplaires (Doudi et al., 2016).
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I11. Résultats et discussion

I11.1.1solement et identification des champignons a partir de quelques fruits

L’isolement et la purificationdes champignons des fruits contaminés aprés culture sur
PDAa permis d’obtenir deux souches fongiques pures. Elles ont été identifiées en se basant
sur des caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques).Il s’agit de :

- Souche 1 (Aspergillus niger)

L’isolat fongique a été identifié comme Aspergillus niger carses colonies sont initialement
blanches et deviennent rapidement noires lors de la production des conidies (Al). En
examinant le fond de la boite de Pétri (A2), les colonies apparaissent jaune pales et
présentent des plis radiaux pendant leur croissance. Les hyphes sont septés et hyalins, les
conidies sont globuleuses, et les conidiophoressont longs, avec une paroi lisse et

transparente (B1).

3

B1 (400X) B2
Figure 6.Caracteristiqgues macroscopiques et microscopiques de la souche fongique

(Aspergillus niger).

(A1, A2) colonies fongiques. B1 conidiphores (G : 40X), B2 image de référence (Mouria etal., 2012).
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Aspergillus niger est un champignon ascomyceéte appartenant a la famille des
Trichocomaceae (Tableau I). C’est un champignon caractérisé par un pedoncule fin avec
une téte conidienne ronde et noire composeée de spores ayant une forme caractéristique.
Ces spores se forment a partir du corps de 1’organisme dans le cadre d’une reproduction
asexuée. Il est considéré comme un saprophyte asexué cosmopolite, présent dans presque
tous les environnements aerobies. Les spores noires d'Aspergillus niger semblent offrir une
protection contre la lumiere du soleil et les rayons UV, conférant ainsi a ce champignon un
avantage concurrentiel par rapport aux autres micro-organismes présents dans ses habitats.
De plus, la production abondante de conidiospores dispersées dans l'air garantit sa présence
fréquente dans des environnements aux conditions difficiles (Lima et al., 2019).

Aspergillus niger est responsable d'une maladie des plantes connue sous le nom de «
moisissure noire » (Lima et al., 2019). C’est le champignon le plus commun causant la
détérioration des aliments et la biodégradation d'autres matériaux (Schuster et al., 2002).
De plus, ce dernier est considéré comme le micro-organisme le plus polyvalent pour la

fabrication d’acides, de protéines et d’enzymes a échelle industrielle (Lima et al., 2019).

Tableau I. Systématique d’Aspergillus niger (Abd mallick, 2019).

Régne Fungi

Phylum Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus
Espéce Aspergillus niger

- Souche 2 (Alternaria alternata)

Cette souche a été identifiée comme étant Alternaria alternata car sa colonie est plate avec
une texture douce et laineuse. Elle est recouverte de courts hyphes aériens grisatres qui

deviennent noir verdatre ou brun olive, avec une bordure plus claire (figure 7, C1). Le haut
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de la colonie est généralement brun et peut devenir noir en raison de la production d’un
pigment similaire a la mélanine (figure 7, C2). Les hyphes sont septés, les conidiphores
sont courts, septés. Ils ont un aspect plus ou moins sinueux, portant de grandes conidies
simples ou ramifiées, ovoides ou ellipsoides segmentées par des cloisons transversales et

longitudinales (figure 7, D1).

D1 (x400) D2

Figure 7. Caractéristiques macroscopiques et microscopiques de la souche fongique

(Alternaria alternata).
(C1, C2) colonie fongique, D1 les conidiphores (x40) et D2 photo de référence (Anuja et al., 2016).

Alternaria alternata est un champignon ascomycéte qui appartient a la famille des
Pleosporaceae (Tableau Il). Ce genre comprend de nombreuses espéces connues pour
leurs capacités saprophytes et pathogenes. 1l se développe sur les tissus sénescents ou
blessés et dans le sol. Ses colonies présentent une couleur variant du vert laitue au vert
olive, avec généralement une marge blanche proéminente lors de la croissance (Achetbi et
al., 2021). Les spores aéroportées d'Alternaria alternata se diffusent habituellement dans
de I’air chaud et sec (Ozdemir, 2015). Ce champignon est également considéré comme un
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agent pathogéne, provoquant des taches noires sur de nombreux fruits et légumes, une
maladie connue sous le nom de pourriture noire (Troncoso-Rojas et al., 2014). Alternaria
alternata est associé a des intoxications alimentaires dues a la production de mycotoxines,
telles que l'alternariol, lI'altenuéne, I'éther monométhylique d'alternariol, les altertoxines et

I'acide L-ténuazonique (Bautista-Bafios, 2014).

Tableau I1.Systématique d’Alternaria alternata (Achetbi et al., 2021).

Régne Fungi

Phylum Ascomycota
Classe Dothideomycetes)
Ordre Pleosporale
Famille Pleosporaceae
Genre Alternaria
Espéce Alternata

II1.2. Caractéristiques de I’extrait éthanolique de cannelle

111.2.1. Rendement

A partir de 50 grammes de cannelle en poudre, on a obtenu 10,02 g d'extrait avec un
rendement d'extraction de 20,04 %. Cette valeur est supérieure a celles mentionnées par
plusieurs auteurs : Bensaha et Guttuon (2016) (12,07 %), Amini et Hamdidouche (2016)
(6,70 %) et Reffas et Slimani (2019) (6,6 %).

Ces différences sont dues a de nombreux facteurs, Azwandi (2015) explique que tous les
¢léments influents (comme la température, les solvants, la vitesse d’agitation, etc.) peuvent
étre utilisés pour améliorer I’extraction. Amini et Hamdidouche (2016) ont indiqué que le
processus de maceération sur une période étendue (24h) et a température ambiante permet
d’extraire au maximum les divers composées de la poudre et de prévenir leur altération ou

modification probable due & une température élevee.
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111.2.2. Caractéres organoleptiques

L’extrait é¢thanolique obtenu est une poudre de couleur brune avec un gout épice et un

arome fort, caractéristique des écorces de cannelle.

Figure 8. Extrait éthanolique de cannelle.

I11.3. Caractéristiques de ’HE de cannelle

111.3.1. Rendement en HE

Apres I’hydro distillation de 150 g de Cinnamomum cassia, 3.7 g d’huile ont été obtenus
avec un rendement d’extraction de 2,51 %. Cette valeur se situe dans [’intervalle
mentionné par :Li et al. (2013) (0,72 a 3,08 %). Elle est proche de celles rapportées par
Tao et al. (2016) (2,50%) et Kara (2023) (2,27%).Elleest relativement plus élevée que
cellesmentionnées par plusieurs auteurs :Boungab (2014)(1,5 %), Djilaili et al. (2018)
(0,96%), Laaradj et al. (2018) (0.9%), Yahyaoui (2004) (0,5%) et Tebbouche et Menasria
(2023) (0,34%). Cependant, le rendement obtenu est inférieur aux valeurs trouvées par :
Chettouh et al. (2020) (3,11%), Medjani et Magmoum (2017) (3,16 a 3,71%) et Amini et
Hamidouche (2016) (6,70%). Cette différence peut étre due a plusieurs facteurs, tels que
les conditions climatiques et environnementales, les conditions de croissance des plantes
dans differents sites de culture, la situation géographique, la période de récolte, la durée de
séchage, les conditions de stockage et le processus d’extraction (Edet, 2004 ; Haouam,
2019 ; Ojeda-Sana et al., 2013).

111.3.2. Caracteres organoleptiques

L’huile essentielle extraite est un liquide limpide, de couleur jaune a jaune foncé, qui

dégage une odeur épicé, fraiche et caractéristique des batonnets de cannelle.
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Figure 9. Huile essentielle de Cinnamomum cassia.

111.3.3. Indice de réfraction

Aprés avoir mesuré l'indice de réfraction de I'huile essentielle (HE) avec un réfractométre a
20°C, une valeur de 1,61 a été obtenue. Cette valeur est similaire a celle rapportée par
Medjani et Magmom (2017). Selon la 6eme édition de la Pharmacopée francaise, 1’indice
de réfraction de I’huile essentielle de Cinnamomum cassia doit se situer entre 1,600 et

1,614. Par conséquent, I’indice obtenu est conforme aux normes.

IV. Evaluation de I’activité antifongique de I’extrait éthanolique et de ’HE

IV.1. Activité antifongique de I’extrait éthanolique

Les résultats de I’antifongique de 1’extrait éthanolique de cannelle vis-a-vis les souches

fongiques sont résumées dans la figure 10 et représentés dans les tableaux Il et V.
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Figure 10. Activité antifongique de I'extrait éthanolique de C. cassia.

D’aprés les résultats obtenus, il s’avére qu’en augmentant les concentrations de 1’extrait
éthanoliquede C. cassia, les diamétres d’inhibition augmentent contre les deux souches

fongiques.

On note également que 1’extrait éthanolique était plus efficace (p<0.0001) sur Alternaria
alternata (47+ 7.01) en comparant avec Asp. niger (23+£16.03).

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Gupta et al. (2008), qui ont indiqué

qu’Aspergillus nigerétait moins sensible a I'extrait éthanolique de cannelle qu'Alternaria.

Muslim et al. (2018) ont rapporté des valeurs d’inhibition trés faibles par rapport a celles
obtenues dans cette étude. Ils ont trouvé une zone d’inhibition contre Aspergillus niger de
11,66 mm & une concentration de 20% et de 20,66 mm a une concentration de
40%d’extrait éthanolique de cannelle.

Novrianti et al. (2019) ont montré que I’extrait éthanolique de cannelle est trés efficace
contreAspergillus flavus. Ainsi, a une concentration de 1%, un diameétre de 27 mm a été
enregistré. Mahmoud (2012) a trouvé une valeur un peu plus élevée pour Aspergillus niger

(21mm pour 1%) que celle obtenue dans notre étude (19 mm).

La résistance d’Aspergillus niger a I’extrait éthanolique aux faibles concentrations de
cannelle peut étre associé a la production de nombreux métabolites secondaires, tels que

des enzymes (amylase, amyloglucosidase, catalase, glucose oxydase, lipase et p-
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glucosidase), qui décomposent certains constituants actifs de la cannelle (Leveau et Bouix,
1993).

Tableau I11. Effet de différentes concentrations de 1’extrait éthanolique de Cinnamomum

cassia sur Aspergillus niger.

Concentrations Résultat Témoin

Aspergillus niger 1%

2%

4%

8%
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Tableau 1V. Effet de différentes concentrations de I’extrait éthanolique de Cinnamomum
cassia contre Alternaria alternata.

Concentrations Résultat Témoin

Alternaria alternata 1%

2%

4%

8%

IV.2. Activité antifongique de ’HE (confrontation directe)

L activité antifongique de I’huile essentielle de Cinnamomum cassia a été évaluée par la

méthode de confrontation directe. Les résultats sont résumés dans le tableau V et les
figures (11 et 12).
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Tableau V. Pourcentages d’inhibition (%) de I’HE (confrontation directe).

Souches fongiques Pourcentages d’inhibition
Aspergillus niger 79.18% +0.12
Alternaria alternata 100 %

Figure 11. Résultat de 1’activité antifongique de I’HE de cannelle

contreAlternariaalternata

Figure 12. Résultat de 1’activité antifongique de I’HE de cannelle contre Aspergillus niger.

Selon les résultats obtenus, Alternaria alternata a été inhibée totalement par I’HE de
cannelle (100%) en comparant avec Aspergillus niger (79,18%).

Ces résultats sont supérieurs a ceux mentionnés par Moraes et al. (2018) qui ont obtenu un
pourcentage d’inhibition de 47,23% contre Aspergillus sp. Par ailleurs, Cvek et al. (2010)
ont mentionné qu’Aspergillus a été inhibé complétement (100%) par I’'HE de cannelle. Ces
différences peuvent référer aux espéces de plante de cannelle utilisées, a la sensibilité des
souches fongiques et aux conditions expérimentales.
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IV.2. Effet antifongique volatile

L’activité antifongique volatile de I’huile essentielle de C. cassia vis-a-vis Aspergillus
niger et Alternaria alternata a été vérifiée par la méthode de micro-atmosphere. Les
résultats sont résumés dans le tableau V1 et les figures (13 et 14).

Tableau VII. Pourcentages d’inhibition des souches fongiques obtenus par la méthode de

micro-atmosphere.

Souches fongiques Pourcentages d’inhibition
Aspergillus niger 41.46% +0.14
Alternaria alternata 100%

Figure 13.Résultat de I’effet volatile de I’HE de Cinnamomum cassia vis-a-vis Alternaria

alternata.

Figure 14. Résultat de I’effet volatile de ’'HE de Cinnamomum cassia vis-a-Vvis

Aspergillus niger.
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Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle de C. cassia possede une activité
antifongique volatile trés efficace, inhibant Alternaria alternata a 100%. En revanche, pour

Aspergillus niger, le pourcentage d’inhibition est de 41,46%.

Sukatta et al (2008) ont rapporté des valeurs d’inhibition similaires a nos résultat pour
Alternaria alternata 100%, et supérieurs par rapport a nos résultat pour Aspergillus niger

avec un pourcentage d’inhibition totale 100%.

L’efficacit¢ de I’huile de cannelle contre les moisissures dépend de leur composition
chimique. Le principal composant de I’huile de cannelle est de cinnamaldéhyde, qui est un
composé contenant un groupe aldéhyde et une double liaison conjuguée a I’extérieur de
I’anneau. Ce composé possede une activité antifongique beaucoup plus forte et pourrait
étre un composé principale potentiel pour le développement de médicaments antifongiques
en controlant la synthése de B-(1,3) glucane et de la chitine dans les levures et les
moisissures. (Sukatta et al.,2008).Si la concentration en cinnamaldéhyde est plus élevée,

I'huile de cannelle a un effet inhibiteur plus important(Jeong et al., 2014).

V- La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale fongicide(CMF)

La CMI de ’'HE de C. cassia contre Aspergillus niger est de 2ug/ml (Fig.16). Pour
Alternaria alternata, elle n’a pas été atteinte et la CMI est inférieure a 0.5 pg/ml
(Fig.15).Les concentrations minimales fongicides (CMF) obtenues contre Aspergillus niger

et Alternaria alternata sont16ug/ml et 1ug/ml respectivement (Tableaux VII et V1II).

Figure 15 : Résultat de la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour Alternaria
alternata.
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Figure 16. Résultat de la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour Aspergillus niger

Tableau VII. Résultat de la concentration minimale fongicide (CMF) pour Alternaria
alternata.

128 pg/ml 64ug/ml 32 pg/ml 16 pg/ml

8 pg/ml 4 pug/ml 2ug/ml 1 pg/mi
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Tableau VII1. Résultat de la concentration minimale fongicide (CMF) pour Aspergillus
niger.

128 pg /mi 64 pg /ml 32 pg /ml

16 pg /ml 8 pg/mi 4 ug /ml

2pg/mi

Ces résultats sont inférieurs @ ceux mentionnés par plusieurs auteurs. Ainsi, Wang et al.
(2023) ont obtenu une CMI de 25 pg/ml pour Aspergillus niger ; Rahimifard et al.,(2015)
ont mentionnés une concentration minimale inhibitrice et fongicides contre Aspergillus
sp.de 650 pg/ml et 125 pg/ml respectivement. Pekmezovic et al.,(2015) ont obtenu une
CMI de 62,5 pug/ml et une CMF de 125 pg/ml pour Aspergillus sp.

Cela explique que la qualité de la plante utilisé et les composants de notre I’huile

essentielle de cannelle de Chine sont plus efficaces que les autres.
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Conclusion

Conclusion

Ce travail evalue I'efficacité antifongique de I'huile essentielle et de I'extrait éthanolique de
Cinnamomum cassia contre des moisissures isolées a partir des fruits contaminés. L'huile
essentielle a été obtenue par hydrodistillation avec un rendement estimé a 2,51%, tandis
que I'extrait éthanolique a été obtenu par macération avec un rendement satisfaisant estimé
a 20,04%. Deux souches antifongiques ont été isolées et identifiées (Alternaria alternata et
Aspergillus niger). L’activité antifongique de ’extrait éthanolique était meilleure contre
Alternaria alternata car le taux d’inhibition était de 47%. De méme que pour I'huile
essentielle en appliquant la méthode de confrontation directe et de microatmosphére. Ces
résultats soulignent le potentiel prometteur de I'huile essentielle et de I'extrait éthanolique
de Cinnamomum cassia comme agents antifongiques efficaces contre les moisissures des
fruits contamineés, en particulier contre Alternaria alternata, justifiant ainsi des recherches

supplémentaires et une optimisation des méthodes d'extraction.
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Annexe(01) de matériel

Matérielles de laboratoire utilisé

Pince

Pince métallique

Bec benzéne

Boite de pétri

Para-filme

Papier film alimentaire
Bécher (250ml, 500ml,
1000ml)

Eprouvette graduée (200 ml)
Erlenmeyers (1000ml, 500ml,
250ml)

Barreau magnétique

Disque en papier filtre
Micropipette (10ul, 1000pl)

Papier Wattman N°03
Papier aluminium
Marquer permanant
Boite pétri en verre
Fiole

Pipettes pasteur

Anse de platine
Entonnoir en verre
Tube a essai

Ciseau

Embouts stériles (jaune et
bleu)

Mortier de purée

Autres matériel utilisés

Balance.

Bain marie

Agitateur magnétique avec

plaque chauffante
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Autoclave.

Etuve réglable a

température différente.

Spectrophotometre.




Annexes

Annexe 2 : Les milieux de culture utilisée

PDA : La gélose dextrose a la pomme de la terre.

o 200g de pomme de terre.
o Un litre d’cau distillée.
o 20 g Glucose.

o 20g Agar.

Autoclavé a 121°C pendent 20 minutes.

PDB :

o 20g de pomme de terre.
o 100ml d’cau distillée.
o 29 Glucose.

Autoclavé a 121°C pendent 20 minutes.




Résumé

Ce travail a pour but d’évaluer l'activité antifongique de I'huile essentielle et de I'extrait éthanolique de
Cinnamomum cassia contre des agents phytopathogenes isolés de quelques fruits contaminés. L'huile
essentielle a été obtenue par Hydrodistillation, tandis que I'extrait éthanolique a été produit par
macération de cannelle avec des rendements de 2,51% et 20,04% respectivement. L'effet antifongique
de I'extrait éthanolique de cannelle augmente avec l'augmentation des concentrations (1%, 2%, 3%,4%
et 8%), montrant une meilleure inhibition d'Alternaria alternata.En appliquant les méthodes de
confrontation directe et de micro-atmosphére, I'huile essentielle de Cinnamomum cassia a totalement
inhibé la croissance d'Alternaria alternata. Par ailleurs, des pourcentages d'inhibition de 79,18 % et
41,46 % ont été obtenus respectivement contre A. niger. Les concentrations minimales inhibitrices et
fongicides de I’huile essentielle ont été déterminées par la méthode de macro-dilution. Les résultats
ont révélés une CMI de 2 pg/ml et une CMF de 16 pg/ml. Tandis que pour la souche Alternaria
alternata, la CMI était <0.5 pg/ml et la CMF est de 1 pg/ml.

En conclusion, I'huile essentielle et I'extrait éthanolique de Cinnamomum cassia démontrent une
activité antifongique significative, avec une efficacité particulierement élevée contre Alternaria
alternata, ce qui suggere leur potentiel en tant qu'agents naturels de lutte contre les phytopathogénes.
Les mots clés : Activité antifongique, Cinnamomum cassia, confrontation directe, extrait éthanolique,
huile essentielle, Hydrodistillation, micro-atmosphére.

Abstract

This study aims to evaluate the antifungal activity of essential oil and ethanolic extract of
Cinnamomum cassia against phytopathogenic agents isolated from some rotten fruits. The essential oil
was obtained by hydrodistillation, while the ethanolic extract was produced by maceration with yields
of 2.51% and 20.04% respectively. The antifungal effect of the ethanolic extract of cinnamon increases
with increasing concentrations (1%, 2%, 3%, 4% and 8%), showing better inhibition of Alternaria
alternata. By applying the direct confrontation and micro-atmosphere methods, the essential oil of
Cinnamomum cassia completely inhibited the growth of Alternaria alternata. Additionally, inhibition
percentages of 79.18% and 41.46% were obtained against A. niger, respectively. The minimum
inhibitory and fungicidal concentrations of the essential oil were determined by the macro-dilution
method. The results revealed a MIC of 2ug/ml and an MFC of 16ug/ml. For the Alternaria alternata
strain, the MIC was <0.5ug/ml and the MFC was 1 pg/ml. In conclusion, the essential oil and ethanolic
extract of Cinnamomum cassia demonstrate significant antifungal activity, with particularly high
efficacy against Alternaria alternata, suggesting their potential as natural agents for managing
phytopathogens.

Keywords: Antifungal activity, Cinnamomum cassia, direct confrontation, ethanolic extract, essential
oil, hydrodistillation, micro-atmosphere.

ol

Jolsal) sz Cinnamomumecassia:p J 52\ alseadly glaadl Sl el slall bladll R A1 Al ol g
5 e 2 U e ol o e ) ¢ el ST Ayl 2212l
oy o Bl ) palsall b Laill slall A sl Jlsd e 9%20.04, %2.51 g Bl b e
5 5l dsl) 5 b rb&a_.»\g.A]ternaria alternatars (23l bws bl S (%8,%4 %3 %2 %1) u\j«{)ﬁ\
dﬂﬁ f s u\“ Bjﬂc. Cinnamomumcassia) S JL:A\ | A.\a..u\jz G Alternaria alternata 46 lows f- ¢ j\u};\ B ){,L\
Plasaaly (gladll Copll L) Al asll SUSHN ok I3 A, nigerss %41.46 5 %79.18 Caly Lawts (o
Alternaria 33l LW Jol o) 5 Ko 16 HLaCMEF 5 Jafplips S0 2 s CMI oo 2Ll casS WS sl b
sasaadly (gladll oyl s e G el el S T UECME 5 Jufp) s Sir 0.5 e J31 CMI G calternata
\& cAlternaria alternatase o> K e il - Bgode Db ol Blias Llss Cinnamomumcassia;: o Jskd)
A Ayl ol gl BT a1 Lol A3 ) e

do-tall o\

SW k) (g laall gl ¢J,yb§\ kel s sl dgloll « Cinnamomum cassia « | Jad) slal) Ll

sl SN



