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Introduction générale

Pendant des milliers d'années, I'hnomme a utilisé les différentes plantes présentes dans son
environnement pour traiter et guérir diverses maladies, et ces plantes représentent une immense
bibliotheque de composés potentiels attribués a des métabolites secondaires, qui ont la diversité
des structures chimiques et les avantages de leur tres large éventail d'activités biologiques.
Cependant, I'eévaluation de ces activités reste une tache tres intéressante qui peut faire I’objet de
nombreuses études (Chibah et Labandji, 2017).

Les bactéries sont responsables de plusieurs maladies. Leur résistance aux antibiotiques est de
plus en plus prononcée. Pour arréter ce processus de résistance, il est impératif de chercher une
approche dans le but de diminuer ou d’éliminer les affections sans 1’utilisation des produits

synthétiques (Vanden Berghe et Vlietinck, 1991).

La situation est davantage préoccupante a cause de lI'apparition des souches de microorganismes
antibiorésistants et I'émergence des infections non communes qui compromettent les
traitements a l'aide des médicaments existants. Face a ces nombreux obstacles que présente
l'utilisation des antibactériens disponibles, il est indispensable de chercher de nouvelles

substances efficaces et a large spectre d'action (Biyiti et al., 2004).

L'Algérie, du fait de sa diversité climatique et de sa situation géographique stratégique, abrite
un nombre considérable d'espéces naturelles, qui représentent un patrimoine génétique végétal
tres important (Abdelli, 2018).

C'est dans cette optique que nous nous sommes intéressées a I'étude d'une plante qui pousse

spontanément dans notre pays et qui est peu utilisée par I'homme, a savoir : « Cypres vert ».

Le cypres est un conifére a feuilles persistantes. Le genre Cupressus, comprenant douze
especes, il est réparti en Amérique du Nord, dans la région méditerranéenne et en Asie
subtropicale a haute altitude (Afif et al, 2006 ; Boukhris et al, 2012).

D’une autre part, les huiles essentielles sont un mélange complexe de composés naturels.
Elles sont des métabolites secondaires biosynthétisés par les plantes dites aromatiques. Ces
plantes se caractérisent par la présence de structures qui secrétent des huiles essentielles dans

presque tous ses organes (Bouhdid et al., 2012).
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L'objectif de notre travail est d'étudié les activites biologiques de I'huile essentielle obtenue par
entrainement a la vapeur d’eau de la partie aérienne du cypres pour d'éventuelles utilisations en

lutte biologique. Cette recherche est principalement divisée en trois parties :

La premiére partie : consacree a la synthése bibliographique, elle est divisée en trois chapitres ;
Chapitre I : présentation de la plante étudiée (Cupressus sempervirens L.).

Chapitre 11 : fait 1’état des généralités sur les huiles essentielles.

Chapitre 111 : présente des généralités sur les activités biologiques des huiles essentielles.

La deuxiéme partie décrit la phase expérimentale, elle concerne la maniére d'extraire I'huile
essentielle de cette plante, et les différentes analyses effectuées sur cette huile. Cette partie
s'intéresse également aux différentes activités biologiques.

La troisieme section est consacrée a la description et a la discussion des résultats obtenus. Enfin,

une conclusion générale de notre travail ainsi que des perspectives.



1°¢ partie : Synthése bibliographique
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Chapitre 1 : Présentation de plante

Cupressaceae est la premiere famille de plantes dont I'histoire évolutive détaillée remonte a
la scission de la Pangée il y a environ 150 millions d'années. L'importance économique et
socioculturelle répandue et profonde de cette espece remonte au moins au troisieme millénaire
avant notre éere (WeiCk et al., 2023).

1  Présentation de la famille des cupressaceées :

Les Cupressacées comprennent deux sous-familles, chacune divisée en trois tribus, les
Cupressoideae et les Callitroideae, qui appartiennent essentiellement respectivement aux
hémispheres Nord et Sud. Elle comprend une trentaine de genres (Haluk et Roussel, 2000 ;
Hafsi et al., 2017).

2 Genre Cupressus :

Dans ce genre il existe environ 25 espéces de cypres, dont 3 espéces mediterranéennes. Le
cypres vert (Cupressus sempervirens L.) originaire du bassin oriental de la Méditerranée a la

plus grande aire de répartition naturelle (Bechir et al., 2004).

3 Présentation de la plante étudiée :

Cupressus sempervirens L., dit cypres méditerranéen ou cyprés commun. Les semis poussent
rapidement sur la plupart des types de sols, y compris les sols rocheux et compacts, adaptés aux
climats méditerranéens avec des étés secs et chauds et des hivers pluvieux. Il peut former une
forét pure ou devenir I'espece d'arbre dominante dans la forét de pins. Ce cypres est largement

cultivé comme arbre d'ornement (Caudullo et al., 2016).

Description botanique :
Cupressus sempervirens L. Est un arbre pouvant atteindre une hauteur de 30 m. Les feuilles

mesurent 0,5 a 1 mm, vert foncé et obtuses. Les cones males mesurent 4 & 8 mm et les cones
femelles mesurent 25 a 40 mm. Ils sont ellipsoidaux (rarement sphériques), verts lorsqu'ils
sont jeunes et gris jaunatre brillant & maturité, avec 8 a 14 écailles courtes et pointues. 8-20
graines sur chaque échelle (Al-Snafi, 2016).
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e Les feuilles : sont des écaillés de type cypres, opposees, croisées, superposées,
legérement aplaties.

e Les fleurs : a ’extrémité des rameaux, de couleur jaune a brun claire.

e LescoOnes : écaillés ligneux polygonales verts, brun clair a brun foncé a maturité (tous
les deux ans).

e Port : Mince, conique, compact et dense dans une colonne étroite (Camus, 2014).

Une distinction particuliere est faite entre les formes a branches horizontales et a cime
conique : cupressus sempervirens « horizontales » et les formes colonnaires formant des
fuseaux plus ou moins étroits : cupressus semperviren « pyramidalis » ou « stricta »
(Nichane, 2015).

Cupressus sempervirens est un arbre a feuilles persistantes de taille moyenne a 35 m

appartenant a la famille des Cupressacées, une espéce de cypres originaire de la région de la
Méditerranée orientale (Elansary et al., 2012).

| 2 : 5 I 4
=P L= oo

- -~

Figure 1 : Cupressus Semprevirens L. (Ain-Youcef, 17/03/2023).
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Description systématique de cypres :

Cupressus sempervirens L. est une belle plante persistance de la famille des coniféres

apparentant a la catégorie des cupressacées. Il compte douze especes différentes, qui
appartiennent toutes a 1’ordre des cupressales.

Tableau | : Classification de Cypres : Cupressus sempervirens L. (Al-Snafi, 2016).

Régne Plantae
Sous-Regne Viridiplantae
Embrenchement Tracheophyta
Sous-Embrenchement Spermatophytina
Classe Pinopsida
Sous-Classe pinidae
Ordre Pinales
Famille Cupressacées
Genre Cupressus
Espece Cupressus sempervirens L.

Usages thérapeutiques :

Des exemples des domaines d’application les plus importants de cette plante sont les
domaines thérapeutiques :

» Les feuilles séchées sont utilisées pour traiter les maux d'estomac et le diabete.

> Les feuilles et les cones ont éte utilisés dans les médecines traditionnelles comme
antiseptique, antipyrétique, insectifuge, astringent, anti hémorroidaire, anti
diarrhéique et vasoconstricteur.

» La résine de cypres est utilisée par voie orale pour la toux et les rhumatismes. En

externe : il est utilisé pour traiter les fissures et les ulceres sur les pieds ; I'huile est
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appliquée sur les plaies pour traiter les cicatrices. En interne, la bouillie de fruits est
utilisée comme remede anti diarrhéique, hémostatique et contre le rhume.

» Cyprés a également été décrit comme un déodorant (Rahmani, 2020).

> Traitement des attaques respiratoires : protection du tissu conjonctif et effets
antiviraux.

» Traitement des bouffées de chaleur chez les femmes ménopausées

» Ces huiles sont des immunostimulants (Benarbiaet Nebhi, 2020).

Travaux intérieurs :

La composition chimique et les activités biologiques des huiles essentielles de Cupressus
sempervirens poussant dans différentes régions du monde a fait 1’objet de plusieurs études
(Madar et al., 1999 ; Sacchetti et al., 2005 ; Tapondjou et al., 2005 ; Cheraief et al., 2006 ;
Tognolini etal., 2006 ; Mazari et al., 2010 ; Amri et al., 2013 ; Herzi et al., 2013 ; Sedigheh
et al., 2013 ; Amara et Boughérara, 2017 ; Jahani et al., 2019 ; Guinobert et al., 2020 ;
Argui et al., 2021 ; Fadel et al., 2021 ; Frezza et al ., 2022 ; Sriti et al., 2023).

Les extraits de Cupressus sempervirens ont aussi fait I’objet de différentes études (Selim et al.,

2014 : Guinobert et al., 2018 ; Aloui et al., 2020).


https://www.ebben.nl/fr/treeebb/cusemper-cupressus-sempervirens/pdf/
https://www.ebben.nl/fr/treeebb/cusemper-cupressus-sempervirens/pdf/
https://www.tandfonline.com/author/Nejia%2C%2BHerzi
https://www.tandfonline.com/author/Asgary%2C%2BSedigheh
https://www.ebben.nl/fr/treeebb/cusemper-cupressus-sempervirens/pdf/
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Chapitre 11 : Les huiles essentielles

La connaissance des huiles essentielles est ancienne, car les humains préhistoriques ont pratiqué
a leur maniere I'extraction des composants aromatiques et la combustion des pierres. La vapeur
dégagée entraine les molécules volatiles, et I'ensemble de la masse est ensuite récupéré a l'aide
de peau d'animal qui, une fois essorée, libérera quelques gouttes d'huile essentielle (Haddou et
Hammouche, 2012).

L'extraction et l'utilisation des principes aromatiques des plantes se sont développées au cours
des siecles, notamment dans les civilisations arabe et égyptienne, ce qui a d'abord été attribué a
leur usage religieux. Puis petit a petit, ces huiles essentielles se sont fait connaitre pour leurs
bienfaits thérapeutiques puis sont devenues des remédes courants en médecine traditionnelle
(Haddou et Hammouche, 2012).

Aujourd'hui, les huiles sont largement utilisées dans des domaines tels que la pharmacologie,
la cosmétique, les produits agricoles, et plus récemment les applications phytosanitaires
agricoles, et leurs propriétés thérapeutiques font I'objet de nombreuses études scientifiques
(Haddou et Hammouche, 2012).

1  Definition :
Les huiles essentielles sont un mélange complexe de composés naturels. Elles sont des
métabolites secondaires bio-synthétisés par les plantes aromatiques dites aromatiques. Ces

plantes se caractérisent par la présence de structures qui sécrétent des huiles essentielles dans
presque tous les organes de la plante (Bouhdid et al., 2012).

Selon la norme 1SO 9235, « Les huiles essentielles sont définies comme des produits obtenus
a partir de matiéres premiéres d'origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par un
procédé physique, soit par distillation a la vapeur, soit par un procédé mecanique, soit par
distillation seche » (Al-Snafi, 2016).

Selon AFNOR Les huiles essentielles sont des sécrétions naturelles des plantes. Il est produit
par des organes sécrétoires situés dans différentes parties des plantes aromatiques et des arbres.

Par distillation végétale, par vapeur basse pression (Mejri, 2018).
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2 Localisation :

Toutes les plantes ont la capacité de produire des composés volatils, mais uniquement a I'état
de traces. Parmi les espéces végetales, seules 10% sont considérées comme "aromatiques".
Or, la capacité d'accumulation d'HE est une propriété de certaines familles vegétales réparties
dans tout le regne végétal, représentées par les gymnospermes Cupressaceae et Pinaceae et

les angiospermes (Boukhatem et al., 2019).

Les sécrétions végétales naturelles, appelées HE, se trouvent dans diverses parties de la plante
comme les fleurs, les feuilles, les racines, les fruits, les graines et méme les bulbes et les
rhizomes. Ces sécrétions sont contenues dans les cellules végétales et sont considérées comme

étant de nature organique (Boukhatem et al., 2019).

3 Techniques analytiques des huiles essentielles :

Parmi les méthodes d'extraction disponibles, seuls deux procédés donnent des huiles
essentielles conformes a la Pharmacopée Européenne. Ceux-ci sont pressés a froid et distillés.
Les huiles essentielles subissent des changements dans leur composition chimique lors de
I'extraction, souvent en raison de la chaleur ou de l'interaction avec I'eau. Pour éviter une
hydrolyse conduisant a la formation d'alcools et d'acides, il est possible d'utiliser des grilles,
des paniers ou... dans la méme enceinte, de préférence dans des cuves séparées pour séparer la

matiére premiére de l'eau ; c'est la distillation par entrainement a la vapeur (Fillatre, 2011).

Expression a froid :

Le processus consiste d'abord a placer le fruit sur une coupelle munie d'une lame. La deuxieme
coupe, équivalente a la premiere, est alors attachée au fruit de telle maniére qu'elle I'entoure.
En méme temps, un couteau rond fait un trou au fond du fruit. L'application d'une pression sur
la paroi du fruit extrait le jus qui est transporté vers un collecteur, tandis que I'huile est extraite
de la peau et récupérée a l'aide d'un jet d'eau. L'emulsion eau-huile est ensuite séparée par
centrifugation. La force de cette technologie réside dans sa capacité a étre intégrée a la
production de jus, le produit commercial le plus important. C'est pourquoi la pression a froid
est la methode privilégiée d'extraction des huiles essentielles, d'autant plus que la distillation
n'est pas une technique tres adaptée (Fillatre, 2011).
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Hydrodistillation :

Il s'agit de plonger les matieres premieres dans un bain-marie, puis de porter le tout a ébullition.
Elle est généralement réalisée a pression atmosphérique. La distillation peut étre réalisée avec
ou sans coprécipitation de I'eau aromatique obtenue lors de la décantation. L'inconvénient de
cette méthode est principalement da a l'action de la vapeur ou de I'eau bouillante ; certains
organes végetaux, notamment les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas la distillation a

la vapeur et le traitement d'hydrodistillation (Boukhatem et al., 2019).
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Figure 2 : Principe schématisé de I’extraction par hydrodistillation (Boukhatem et al., 2019).

Entrainement a la vapeur d’eau :

Il s'agit d'une installation de cohobage classique composée d'une chaudiere, d'un générateur de
vapeur, d'un extracteur, d'un col de cygne, d'un condenseur a serpentin relié au col de cygne,
d'un refroidissement par eau et d'un décanteur centrifuge.

Un échantillon représentatif pré-pesé de matériel végetal a été introduit dans I'extracteur et
soumis a une distillation a la vapeur pendant 2 heures. Lors de I'extraction, le débit de vapeur
est contrdlé en mesurant le volume d'eau distillée récupéré dans le décanteur par unité de temps.

Les huiles essentielles ont été séparées de I'eau distillée par décantation et pesée (Stoyka et

al., 2013).
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Figure 3 : Principe schématisé de I’extraction par entrainement a la vapeur (Boukhatem et

al., 2019).

Il existe des autres méthodes d’extraction des huiles essentielles comme Extraction par solvant

organique, par micro-ondes, par fluide a 1’état supercritique (Boukhatem et al., 2019).

4  ROoles des huiles essentielles :

Le r6le important des HEs dans les plantes n'a pas été bien élucidé. Les recherches menées dans
ce sens ont montré que ces espéces constituent un moyen de défense contre les prédateurs
(microorganismes, champignons, insectes, herbivores) en modulant leur comportement vis-a-
vis des végétaux. Ils peuvent également jouer un rdle important en tant que régulateurs des
réactions d'oxydation intramoléculaires, protégeant les plantes des facteurs atmosphériques. Les
plantes aromatiques utilisent également des huiles essentielles pour inhiber la germination et le
développement d'autres espéces végétales a proximité. D'autres rbles de I'HE sont liés a
I'attraction des insectes pollinisateurs, a la dispersion des graines et a la répulsion des

herbivores. (Bouyahya et al., 2017).

5 Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges compliqués de composés volatils tels que les terpénes

(des monoterpénes et des sesquiterpenes), phénoliques et alcools (Hireche et Ferhat, 2019).
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Terpénoides :
Les terpénes, également appelés isoprenes (CsHs), ou terpénoides ou isoprénoides, lorsqu'ils

contiennent de I'oxygene, constituent le plus grand groupe de composés naturels, avec plus de
30 000 structures connues. Le nom "terpéne" vient du fait que les premiers membres décrits de
cette classe ont été isolés de la térébenthine, un liquide riche en monoterpénes extrait de la
résine de divers pins. Les terpenes sont classés en fonction du nombre d'unités d'isopréne dont
ils sont issus bio génétiquement, bien qu'une certaine perte ou addition d'atomes de carbone
puisse se produire par la suite. Ainsi, les hémiterpénes, les monoterpénes, les sesquiterpenes et
les diterpénes (Christine et al., 2011).

Monoterpénes :

Un monoterpéne est formé lorsque deux unités isopréne Cs sont liées, formant un squelette avec
la formule moléculaire Ci0H1e. Malgré la simplicité initiale, les substitutions, cyclisations et/ou
isomérisations ultérieures générent une multitude de structures monoterpénoides. Les
monoterpenes peuvent étre cycliques (c'est-a-dire en forme d'anneau) ou acycliques (également
appelés linéaires), réguliers ou irréguliers, et leurs dérivés comprennent des alcools, des esters,
des phénols, des cétones, des lactones, des aldéhydes et des oxydes. Les monoterpénes
cycliques comprennent les monoterpénes monocycliques, bicycliques et méme les composés
tricycliques. Ces anneaux sont créés par des enzymes appelées monoterpéne cyclases dans un
processus en plusieurs étapes appelé cyclisation. Les monoterpénes cycliques contenant des
cycles benzéniques, tels que le p-cyméne, sont connus sous le nom de monoterpenes

aromatiques et sont des constituants communs de nom breuses huiles essentielles.

Les terpénes acycliques trouvés dans les huiles essentielles peuvent étre des structures linéaires
réguliéres dans les quelles I'arrangement téte-béche des unites isopréne est facilement observe,

comme dans les hydrocarbures B-myrcénes (Christine et al., 2011).
Sesquiterpenes :

Les sesquiterpenes sont les deuxiémes les plus courants, apreés les principaux monoterpenes. Ils
sont formés par I'association de trois motifs isoprene de formule C 15 H 24. Ce sont des groupes
structurellement divers, tous dérivés du pyrophosphate de farnésyle par divers processus de

cyclisation, souvent suivis de rearrangements squelettiques. Les sesquiterpenes peuvent étre
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linéaires, ramifiés ou cycliques. Les sesquiterpenes cycliques peuvent étre monocycliques,
bicycliques ou tricycliques (Christine et al., 2011).

Composés aromatiques :

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane C6-C3. lls sont beaucoup moins courants que les terpénes. lls peuvent
comprendre des phénols, des aldéhydes, des alcools, des dérivés méthoxy ou méthylénedioxy.
Les composants azotés ou soufrés tels que les glucosinolates ou les dérivés d'isothiocyanates

sont également caractéristiques de divers métabolites secondaires végétaux (Mnayer, 2014).

6 Propriétés physico-chimiques :

Liquide a température ambiante.

Huileux mais pas gras.

v

v

v" Les substances volatiles sont telles que leur volatilité augmente avec la chaleur.

v" Insoluble dans I'eau, généralement plus léger que I'eau. Souvent parfumé, colorg.

v" Les huiles essentielles s'enflamment facilement.

v lls sont solubles dans les huiles végétales et les alcools jusqu'a un certain point
pourcentage.

v Lorsqu'il est exposé a la lumiere, il est facilement oxydé, résinisé par absorption
d'oxygene et, en méme temps, l'odeur change, le point d'ébullition augmente et la
solubilité diminue.

v"lls réagissent avec le chlore, le brome et I'iode pour libérer de la chaleur.

v"lIs peuvent se combiner avec de I'eau pour former des alcools (Bouhoune et Laoufi,
2010).

7 Domaines d’utilisations des huiles essentielles :

Bien que les huiles essentielles soient I'un des éléments fondamentaux dans les industries
cosmétiques et pharmaceutiques (dont I'aromathérapie), elles sont de plus en plus utilisées dans

I'industrie agro-alimentaire.
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Cosmétique :

Les huiles essentielles sont utilisées dans les industries de la cosmétique, de la parfumerie, de
latoilette et de I'hygiene. L'utilisation des huiles essentielles dans les cremes et les gels préserve
ces cosmétiques, grace a leurs capacités antiseptiques et antioxydantes, tout en leur procurant

une odeur agreable (Haddouchi et Benmansour, 2008).

Agro-alimentaire :

Les consommateurs sont toujours a la recherche d'une conservation saine et durable des produits
qu'ils consomment. Une technique pour réduire la prolifération microbienne réside dans

l'utilisation d'huiles essentielles.

Les huiles essentielles ont de nombreuses applications dans I'industrie alimentaire. 1l existe
plusieurs industries alimentaires qui sont consommatrices : boissons gazeuses, confiseries,
produits laitiers, soupes, sauces, boulangeries, sans oublier la nutrition animale (Haddou et
Hammouche, 2012).

Pharmacie et thérapeutique :

Les huiles essentielles sont utilisées en milieu clinique pour traiter les affections inflammatoires
telles que les rhumatismes, les allergies, I'arthrite, et pour traiter certaines affections internes et
externes telles que les infections bactériennes ou virales, les troubles humoraux ou

neurologiques.

Certaines huiles essentielles sont également utilisées dans I'industrie pharmaceutique,
notamment dans le domaine des conservateurs topiques, et plus généralement, pour aromatiser

des formes pharmaceutiques a administration orale (Haddou et Hammouche, 2012).

8 Toxicité des huiles essentielles :

On pense que la cytotoxicité des huiles essentielles est due a leurs effets sur la sécurité cellulaire
conduisant a la maladie et a I'apoptose. Des tentatives ont été faites pour examiner les plantes
médicinales et leurs constituants d'huile essentielle qui se sont révélés cytotoxiques in vitro. La
membrane plasmique de la cellule est facilement pénétrée par les huiles essentielles, perturbant
ainsi sa structure et la permeéabilisant. Ainsi, la cytotoxicité peut causer de tels dommages aux

membranes cellulaires. Les huiles essentielles ont la capacité de durcir le cytoplasme, détruisant
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ainsi les lipides et les protéines. Les dommages aux parois cellulaires et aux membranes peuvent
entrainer un clivage et une fuite de macromolécules. Les huiles essentielles ont la capacité de
durcir le cytoplasme, détruisant ainsi les lipides et les protéines. Les dommages aux parois
cellulaires et aux membranes peuvent entrainer un clivage et une fuite de macromolécules. Les
huiles essentielles peuvent stimuler la dépolarisation de la membrane mitochondriale dans les
cellules eucaryotes en abaissant le potentiel membranaire, en affectant le cycle ionique de Ca™

et d'autres canaux ioniques et en réduisant le gradient de pH (Rassem et al., 2018).
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Chapitre 111 : Activités biologiques des huiles essentielles

Les effets physiologiques des huiles essentielles sur le régne végétal sont encore méconnus.
Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu'ils contiennent leur confére des roles et
des propriétés biologiques trés divers, connus et utilisés depuis longtemps, mais cette utilisation
repose sur des pratiques traditionnelles et des applications sans fondement scientifique précis.
Aujourd’hui, leur utilisation est réalisée sur une base scientifique et justifiée, tant d’efforts de
recherche ont porté sur des activités antimicrobiennes, antioxydantes, antivirales, anti-

inflammatoires et antifongiques (Lamamra, 2017).

1 Activité antibactérienne :

Les microorganismes tels que les bactéries, les champignons, les virus et les protozoaires sont
les agents pathogénes de nombreuses maladies infectieuses, et des composants ayant une
activité spécifique contre ces microorganismes sont des antimicrobiens actifs. Les tentatives de
traitement de ces maladies ont souvent utilisé des médicaments a base de plantes contenant des
composeés a activité antimicrobienne. Ces herbes contiennent des huiles essentielles (Carson et
Hammer, 2011).

Les anciens Egyptiens utilisaient des plantes aromatiques (et les huiles essentielles qu'elles
contenaient) pour I'embaumement afin que les bactéries cessent de se développer et que la
décomposition soit évitée. Les huiles essentielles agissent comme antimicrobiens contre de
nombreuses souches de bactéries pathogenes dont : Salmonella typhimurium, Escherichia coli,

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus... (Egza, 2020).

2 Activité antifongique :

Les infections fongiques sont causées par des organismes eucaryotes, il est donc plus difficile
de déterminer leur présence et dappliquer un traitement approprié que les infections
bactériennes. L'HE est peut-étre I'un des produits naturels les plus prometteurs contre les
champignons. Comme d'autres composés phytochimiques, I'HE peut inhiber la croissance
microbienne et le développement du biofilm par des mécanismes spécifiques. De nombreuses
huiles essentielles sont utilisées pour contrdler la détérioration microbienne, maintenir la qualité
et la sécurité des aliments et prolonger la durée de conservation. Capable de perturber les

membranes cellulaires, d'induire la mort cellulaire ou d'inhiber la sporulation et la germination
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des champignons d'altération des aliments. Le défi consiste a élaborer une stratégie solide pour
faire face aux maladies fongiques, pour le traitement des infections fongiques opportunistes
chez les patients seropositifs et d’autres personnes immunodéprimées en raison d'une

chimiothérapie (Egza, 2020 ; Nazzaro et al., 2017).

3 Activité antioxydante :

Les radicaux libres et autres especes réactives de I'oxygéne oxydent les protéines, les acides
aminés, les lipides insaturés et I'ADN. Les especes réactives de I'oxygéne produisent des
changements moléculaires associés au vieillissement, & l'artériosclérose et au cancer, a la
maladie d'Alzheimer, a la maladie de Parkinson, au diabete et a I'asthme. Presque toutes les
cellules du corps ont des mécanismes de défense contre les radicaux libres. Existe-t-il un
déséquilibre entre la production de radicaux libres et leur élimination par le systeme antioxydant
de l'organisme, Ce déséquilibre conduit a un phénomene connu sous le nom de "stress oxydatif".
L'équilibre entre les radicaux libres et les antioxydants peut étre restauré avec un apport externe
d'antioxydants.

Les huiles essentielles sont riches en composés phénoliques, ce qui a incité les chercheurs a

évaluer leur activité en tant qu'antioxydants ou piégeurs de radicaux libres (Egza, 2020).

4  Activité anti-inflammatoire :

La thérapie anti-inflammatoire est généralement réalisée avec des molécules synthétiques de la
classe des anti-inflammatoires non stéroidiens ou stéroidiens (corticostéroides), qui sont des
médicaments largement utilisés, mais dont les effets secondaires sont parfois graves,

notamment la toxicité pour les systemes rénal et digestif (Trabsa, 2015).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments qui ont des propriétés
anti-inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques. Ils présentent une hétérogénéité chimique
considérable, mais ils ont tous en commun une inhibition non sélective de la cyclooxygénase
(COX) (Trabsa, 2015).

Les stéroides anti-inflammatoires (AIS) ou glucocorticoides sont des dérivés du cortisol. 1ls
représentent les traitements les plus efficaces pour les maladies inflammatoires chroniques

telles que la polyarthrite rhumatoide et les maladies auto-immuns (Trabsa, 2015).
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5 Activité anti-hémolytique :

L'hémolyse est la libération de composants intracellulaires des globules rouges, y compris
I'némoglobine, suite a la rupture de la membrane des érythrocytes.

Les agents anti-hémolytiques sont des substances qui ont la capacité de retarder ou d'inhiber la
lyse des globules rouges (Besbas, 2020).
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Matériel et méthodes

Cette partie est dédiée a la présentation du protocole d’extraction de I’huile essenticlle de
Cupressus sempervirens L. par la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau, et 1’évaluation des
activités biologiques de cette huile essentielle.

Nous présenterons ainsi la description des matériaux, 1’ensemble des procedés expérimentaux

et toutes les techniques analytiques réalisées au sein de cette étude.

Notre travail a été effectué au sein du laboratoire de recherche des produits naturels
« LAPRONA », Université de Tlemcen.
1  Situation géographique de la station d’étude :

Tlemcen est une ville du Nord-ouest de I'Algérie, dont :
« La latitude est de 34.56°.

* A une altitude de 830m.

« Distance de la mer de 45Km (Amara et al., 2007).

La wilaya de Tlemcen est limitée au Nord par la mer Méditerranéenne et la wilaya d’Ain-
Temouchent, a I’Est par la wilaya de Sidi Bel-Abbes, au Sud par la wilaya de Nadma et a I’Ouest
par le Maroc (Figure 4) (Merghache et al., 2009).
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Figure 4 : Situation géographique de la région de Tlemcen (Hamma et al., 2016).
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Le matériel végétal (Cupressus sempervirens L.) utilisé a été collecté le mois de Mars

(17/03/2023) aupres d’un jardin de la municipalité d’Ain-youcef, situé a quelques kilométres

de la municipalité de Henaya, de la wilaya de Tlemcen, a la température 17°C (Figure 5).

Figure 5 : Situation géographique de région d’Ain-Youcef et du lieu de récolte (17/03/2023 ;
Google MAPS).

Identification botanique :

L'identification de cette espece a été réalisée par Docteur BABALI Ibrahim, Enseignant
chercheur a I’université de Tlemcen, membre du laboratoire d’Ecologie et Gestion des

Ecosystemes Naturels, Université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen (Algérie).

Préparation des échantillons :
Le matériel végétal a été séché a la température ambiante dans un endroit aéré et 1’abri de la

lumiére (& 1’ombre) pendant sept jours.

2 Extraction des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essentielles des rameaux et des cones du cypres a été effectué par

entrainement a la vapeur pendant 3 heures (figure 6).
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L'appareil utilisé consistait en un ballon métallique rempli de 5 L d'eau, place au-dessus d'une
source de chaleur et surmonté d'une enceinte contenant du matériel végétal posé sur une grille
(Figure 6). La virole est quant a elle reliée a un refroidisseur qui condense la vapeur recueillie
dans le ballon sous forme de distillat & décanter. Cette phase a été séchée sur sulfate de
magnésium. Les échantillons d’huiles essentielles obtenus ont été conservés a -18 °C jusqu’aux

prochains tests.

Vapeur + HE

Matériel végétal Refroidissement

Huile essentielle

Ballon (eau)

Hydrolat

Source de chaleur

Figure 6 : Dispositif d’extraction des huiles essentielles par entrainement & la vapeur d’eau
(Tlemcen, Mars 2023).

> Calcul du rendement :

Le rendement est le rapport de la quantité d'huile recueillie apres distillation sur la quantité de

la biomasse, exprimé en pourcentage (Mahboub et al., 2019).

mh
R=—x100
mv

Ou:
e R :Rendement en HE en (%).

e mh : Masse de I’huile essentielle.

e mv : Masse végetale seche.
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> Densité relative a 20°C : La densité est déterminée par le rapport entre la masse d’un
certain volume de I’essence et la masse du méme volume d’eau distillée pris a la méme
température (Mahboub et al., 2019).

_m1—m0

m— mo
Ou:

m1:Masse en g de la tube contenant 0,20 ml d’essence.
m 0 : Masse en g de la tube vide.

m : Masse en g de la tube contenant 0,20 ml d’eau.

3 Evaluation de P’activité anti-hémolytique :
L’évaluation de I’activité anti-hémolytique, in vitro, de I’huile essentielle par la méthode de

stabilisation membranaire des globules rouges.

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits a empécher I’hémolyse des
globules rouges (GRh), induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de
I’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ;

oyedapo et al., 2010).

Echantillons de sang humain
Des échantillons de sang frais (environ 8 ml) ont été récupérés dans des tubes héparinés, au

niveau du laboratoire, ou la prise de sang a été effectuée, sur des volontaires sains (20 a 40 ans).

Figure 7 : Le sang humain frais (Tlemcen, 4/5/2023).
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Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh)

Les differents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés a 3000 rpm, pendant 10
min, afin d’¢liminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de globules rouges
est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso-saline. Apres cette étape, le
surnageant est remplacé par un méme volume d’une solution tampon phosphate saline (PBS a

0.9%) et utilisé immédiatement. Les résultats sont présentés dans la figure 8 :

i
Figure 8 : Suspension des globules rouges humain
Mode opératoire :

L’huile essentielle a été solubilisé dans du DMSO, 1.5 ml de PBS (0,9% NaCl, pH=7,4)et 2 mi
d'une solution hypo-saline (NaCl 0.36%) ont été ajoutés a 0,5 ml de chaque concentration
d’HE a tester déja préparés dans le PBS (0.0077, 0.0155, 0.031 et 0.062 pg/ml), et incuber a
37°C pendant 20 min. Apres l'incubation, ajouté 0,5 ml de suspension érythrocytaire a 10 %
(qui a été préparée dans le PBS (molarité 10 M, pH de 7,4)), puis une deuxiéme incubation a
56°C pendant 60 min. Apres incubation, le refroidissement des tubes sefait a I'eau courante.
Ensuite, les échantillons ont subi une centrifugation a 2500 tours pendant

5 min. Enfin, la lecture des DO a été réalisée a 540 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Afin
d’avoir une hémolyse totale (100%) un contrdle contenant 2 ml de suspension érythrocytaire a
été incubé avec 2 ml de PBS et 2 ml de NaCl. L’acide ascorbique (0.09, 0.187, 0.375, 0.75 et
1.5 pg/ml) a été utilisé comme standard dans les mémes conditions. Trois essais pour chaque

concentration ont été réalisés dans le but de la confirmation des résultats.
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Expression des résultats : Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la

formule suivante :
% 1= (Ac-At/Ac) x100.
Ou:

% | : Pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse.
Ac : Absorbance de controle.
At : Absorbance de test.

Elimination
du
surnageant

Centrifugation
3000tr/10min

Remplacé par
Solution PBS a
0.09%

i <—Iomogénésaton E

Figure 9 : Préparation du sang (GRh)

Figure 10 : Gamme d’hémolyse des globules rouges par solution PBS
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4 Meéthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne et de I’activité antifongique :

L’étude de ’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches de références est réalisée par des
techniques différentes et complémentaires : Dans un premier temps, nous avons utilise la
méthode de diffusion sur milieu solide en utilisant la méthode des disques (une méthode
rapide) et dans I’affirmation, on a utilisé la méthode de diffusion sur milieu liquide en

déterminant les concentrations minimales inhibitrices (CMI).

Aromatogramme :

L'activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode de I'aromatogramme, qui détermine la
sensibilité de diverses espéces bactériennes a une huile essentielle donnée. La méthode
aromatogramme implique I'utilisation de boites de Pétri contenant un milieu gélosé approprié
qui a été solidifié et inoculé avec la souche microbienne testée. Un disque de papier buvard de
6 mm de diameétre préimprégné d'une quantité connue d'huile essentielle (10 pl) a ensuite été
placé sur la surface de la gélose. En regle générale, les microorganismes sont classés comme
sensibles, modérés ou résistants en fonction du diamétre de la zone d'inhibition (Boutabia et
al., 2016).

Souches lost

Milicu de culture gelo:
(Agar)

Dis que mbibe
dhullo
esscntinlle

Zone dhinibltion

Crebsnc
micobinne

Figure 11 : Hllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Haddouchi et
Benmansour, 2008).
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Souches bactériennes et fongiques testées :

L’activité antimicrobienne de I’huile essenticlle a été evaluée sur 6 souches pathogenes
(Tableau I1). Les souches bactériennes et fongiques proviennent du Laboratoire Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-Chimique, Synthése et Activité Biologique, Faculté SNV-STU de
I’université de Tlemcen.

Tableau Il : Les différentes souches microbiennes testées

Bactéries a Gram négatif Citrobacter freundii ATCC 8090

Proteus mirabilis ATCC 35659
Bactéries a Gram positif Listeria monocytogenes ATCC 15313

Bacillus subtilis ATCC 6633
Enterococcus faecalis ATCC 49452
Levures Candida albicans ATCC 10231

Figue 12 : Les souches bactériennes Figue 13 : Champignon (Levures)

v" Mise en culture des souches :

Les souches conservees a 4°C dans des boites de pétri contenant une gélose nutritive a
37+1 °C pour les bactéries et 30+1°C pour la levure pendant 24 h a 48h, puis ensemencées sur

boites contenant des milieux sélectifs pour vérifier leur pureté.
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Apres 24 h d’incubation a 37+1 °C pour les bactéries et 301 °C pour la levure, les souches
sont ensemencées sur bouillon nutritif puis incubées & 37+1 °C pour les bactéries et 30+1 °C
pour la levure pendant 18 a 20 h a 37°C dans I’étuve afin d’obtenir une culture jeune des
bactéries et des champignons pour déterminer 1’activité. De cette derniére culture, nous avons
prélevé quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques de chacune des souches
bactériennes a tester, et ont été mises dans I'eau physiologique stérile & 0,9%. La suspension
bactérienne est bien homogénéisee (Choi et al., 2006). La turbidité est ajustée a 0.5
McFarland avec un spectrophotométre, ce qui correspond & 1-2 x 108 UFC/ml pour les bactéries
(DO = 0,08 £ 0,1 /A =625 nm) (Pessini et al., 2003), et 1-5 x 10® UFC/ml pour les levures
(DO =0,12+0,15/A =530 nm) (Pfaller et al., 1998).

Mode opératoire de la méthode de diffusion sur disque :
Afin de tester ’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches de références, on a utilisé la

méthode de 1I’aromatogramme par diffusion a partir de disques imprégnés. Pour effectuer le test,
des disques de papier filtre de 6 mm de diamétre imprégnés de 10 pl des huiles essentielles et
10 ul de DMSO sont déposés a la surface d'un milieu gélosé en boite de Pétri (3 disques par
boite), préalablement ensemencées en surface par écouvillonnage de suspension microbienne
(10 © UFC/mI pour les levures et souches bactériennes) (Joffin et Leyral, 2001).

Les milieux de culture utilisés, sont la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, le milieu
Sabouraud pour les levures.

En paralléle, nous avons utilisé un disque témoin négatif imprégné de DMSO (10 ul/disque).
Les boites sont laissées 1 h a température ambiante puis retournées et incubées a 37+1 °C
pendant 18-24 h pour les bactéries, a 30+1 °C pendant 24-48 h pour. Aprés incubation, 1’effet
de I’HE se traduit par I’apparition autour du disque d’une zone circulaire transparente
correspondant a 1’absence de la croissance. Le diamétre des zones d’inhibition est mesuré
(mm), disque inclus. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi
et al., 2006).

Méthode de micro-dilution en milieu liquide :

Nous avons utilise la technique décrite en 2003 par la méthode de CLSI (NCCLS, 2003). Cette
derniére donne des résultats rapides, reproductibles et économiques. C’est la méthode de
référence qui permet de tester I’efficacité des antibactériens et des antifongiques et de

déterminer les CMI correspondantes.
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A partir d’une culture jeune sur gélose nutritive pour les bactéries, nous avons prélevé
quelques colonies que nous avons suspendues dans 5 ml d’eau physiologique. Puis
I’inoculum est ajusté (une DO de 0,08 a 0,1) par lecture de la densité optique a une longueur
d’onde de 625 nm.

Apres ajustement de I’inoculum, une série de dilutions est faite ; 200 pl d’une solution
préparée a partir de 200 pl de bouillon Nutritif, 200 ul d’huile essentielle, sont transférés
dans une microplaque a 96 puits et une gamme de concentrations de chaque huile essentielle

est effectuée par des dilutions au demi dans les milieux de culture.

A partir d’une culture bactérienne de 24 h d’incubation, nous avons préparé un inoculum
de 10 ® UFC/ml (pour les bactéries) dans une solution de chlorure de sodium (0,9%).
Ensuite 100 pl de cet inoculum sont homogénéisés dans chaque puits de la gamme de
concentrations préalablement préparée puis incubée a 30+1°C pendant 24 h. Les concentrations
finales de la gamme ainsi générée sont comprises entre 10 et 0,156 ul/ml. Deux puits
représentent les témoins négatifs : un 1° puit contient le milieu de culture et I’inoculum et un

2°™M¢ puit contient uniquement le milieu de culture.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration de I’extrait capable d’inhiber toute croissance visible du germe. Elle mesure
donc, un effet bactériostatique et ne renseigne pas sur 1’état de la population bactérienne, ne
permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou totalement ou si elle a
seulement cessé de se multiplier (Bergogne-Bérézin et Brogard, 1999). La turbidité de

chaque puit est appréciée a I’ceil nu a la lumiere du jour.
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Résultats et discussion

Cette partie est consacrée a nos résultats et a leur discussion. Elle est divisée en deux parties
fondamentales dont la premiére traite 1’extraction de I'huile essentielle de cypres par la
technique d’entrainement a la vapeur. Dans la deuxiéme partie, les résultats des activités

biologiques de cette HE seront présenteés.

1  Caractéristiques organoleptiques de I’HE du cypres vert

Les propriétés sensorielles et physicochimiques constituent les moyens d'authentification et de
contrdle de la qualité des huiles essentielles. On rappelle que I'extraction des huiles essentielles
du Cupressus Sempervirens L. est réalisée par entrainement a la vapeur d'eau. Les tableaux 111
et IV nous montrent comment les propriétés de notre HE se comparent a d'autres études

réalisées sur la méme plante.

Tableau 111 : Caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle de Cupressus

sempervirens L.

Propriétés Notre étude AFNOR
Aspect Liquide, limpide et Liquide, mobile et
mobile limpide
Couleur Jaune trés pale Jaune trés pale & jaune
orangé
Odeur Boisée Fort Terébenthine, boisée et
ambrée
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Figure 14 : L’huile essentielle du Cypres obtenue

2 Rendement :

Le rendement moyen en huile essentielle des parties aériennes de cypres extraites par
entrainement a la vapeur d'eau a été calculé en fonction de la masse de la matiere vegeétale

traitée. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1V : Rendement et densité en huile essentielle des huiles essentielles de Cupressus

sempervirens L.

Parametres étudies Notre étude Amara et AFNOR ;
Boughérarat, 2017 Amara et
Boughérarat, 2017
Rendement 0,31 0,41 /
(%0)
Densite relative a 0,86 0,878 0,863- 0,885
20°C

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau III, I’huile essentielle que nous avons obtenue
était de couleur jaunatre, avait I'odeur caractéristique de la matiére végétale, avait un fort arbme
boisé et avait un aspect fluide et clair. Nous avons constaté que les propriétés organoleptiques
de nos huiles sont tres proches de celles présentées par la norme frangaise AFNOR et des études
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antérieures réalisées en Algérie. Cependant, il peut y a voir de légeres différences dues a la

méthode de conservation ou d'extraction de ces huiles.

Les rendements varient selon la méthode d'extraction et aussi selon la partie de la plante. A
travers les résultats dans le tableau I1l, nous avons remarqué que le rendement en huile
essentielle, obtenu par entrainement a la vapeur d’eau est de 0,31%. Ce taux est proche par

rapport a celui rapporté par Amara et al., 2014 avec un rendement de (0,41%).

3 Evaluation des activités biologiques :

Evaluation de I’activité anti-hémolytique :

L'étude de la protection de la membrane érythrocytaire est d'une grande importance pour le
traitement de certaines maladies hémolytiques. Le but de cette étude était d'évaluer la capacité
des huiles essentielles a prévenir I'némolyse des globules rouges humains (GRh), induite
d'une part par la pression osmotique et le stress thermique. La motivation pour l'utilisation
des globules rouges est leur acceptation comme modéle cellulaire dans la recherche
scientifique et leur similitude avec d'autres membranes cellulaires, en particulier celle du

lysosome (Aberrane et al., 2018).

Un érythrocyte, est une cellule anucléée unique dont le cytoplasme est composé a 95%
d'’hémoglobine. Ces cellules présentent de nombreuses propriétés attribuables aux protéines
et aux lipides membranaires et sont hautement spécialisées dans le transport des complexes
d'oxygéne des poumons vers le reste du corps. Leur durée de vie est de 120 jours, période
pendant laquelle ils parcourent prés de 500 kilométres en microcirculation (Tighiouare et al.,
2018).

L’activité anti-hémolytique a été évaluée en utilisant des concentrations différentes de I’'HE, le

pourcentage de I’inhibition de I’hémolyse a été présenté dans les figures (18, 19 et 20) :
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Figure 15 : Hémolyse des globules rouges

94,42%
100,00% 90,43% 89,11%
90,00% 82,01%
80,00% ' ' l '
70,00%

0,0077 0,0155 0,031 0,062
Concentration (mg/ml)

Pourcentage d'hémolyse des GRh
(%)

Figure 16 : Pourcentage d’inhibition de I’hémolyse des globules rouges

L’évaluation de la stabilisation membranaire est mesurée par le taux de libération de
I’hémoglobine a 560 nm pour chaque concentration de I’huile essentielle utilisée en comparant
a I’acide ascorbique qui est un anti-hémolytique.
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Figure 17 : Pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique

Nos résultats montrent que 1’acide ascorbique a des concentrations de 0,187 , et 0,375
mg/ml présente un effet protecteur moyen des membranes des GR, allant de 43,75 a 56,88
%, et atteint son minimum a une concentration de 0,09 mg/ml avec (35,63 %) de protection.
Par la suite, I’effet protecteur augmente significativement et présente un effet anti-
hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GR avec un pourcentage

d’inhibition allant de 65,63 % et 74,06 % aux concentrations 0,75 et 1,5 mg/ml respectivement.

Les résultats montrent que cette huile essentielle a un bon potentiel comme agent anti-

hémolytique et a un puisant degré en comparaison a 1’acide ascorbique. Cette activité
stabilisatrice de la membrane des GR varie avec la concentration.

L'évolution de l'activité anti-hémolytique a été inversement proportionnelle a la concentration
de I'huile essentielle, c'est-a-dire, plus la concentration de I'huile essentielle diminuait plus le

pourcentage d'inhibition augmentait, tout 1’inverse de 1’acide ascorbique.
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Evaluation du pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle de cypreés :

Meéthode de diffusion sur disque :
L’activité antimicrobienne a été effectuée par aromatogramme. Le diamétre des zones

d’inhibition ainsi que la sensibilité des souches bactérienne vis-a-vis de I’huile essentielle du

cypres sont resumes dans le tableau V et les figures : 21 ; 22 et 23 :

Tableau V : Résultats des diamétres des zones d’inhibition en mm de I’activité antimicrobienne

de I’HE de Cupressus sempervirens L.

Souchess microbiennes Zone DMSO Gentamicine Nystatine
d’inhibition
Proteus mirabilis 10,75 6 24 NT
Citrobacterfreundii 6 6 29 NT
Bacillus subtilis 12,5 6 14 NT
Enterococcus faecalis 6 6 16 NT
Listeria monocytogenes 17 6 11 NT
Candida albicans 10 6 NT 15

L'huile essentielle de Cupressus sempervirens L. montrent une sensibilité aux différentes
souches testées. Ainsi, I'HE posséde une activité modérée contre Proteus mirabilis, Bacillus
subtilis et Candida albicans avec des zones d'inhibition variant de 10 a 12,5 mm. Alors que
Listeria monocytogenes s’est révélée trés sensible a I'huile essentielle avec un diametre de
'ordre de 17 mm dépassant largement le diameétre d’inhibition de 1’antibiotique de référence a
savoir la gentamicine (11mm). Par contre pour Citrobacter freundii et Enterococcus faecalis (6

mm) I’effet inhibiteur est absolument absent.

Nous avons noté une certaine différence de sensibilité entre les bactéries a Gram+ et & Gram-,
nous avons remarque que les souches a Gram+ étaient tres sensibles a I'activité antibactérienne
de I'HE que les souches a Gram-. D'un autre c6té, les souches a Gram™ étaient résistantes. Nos
résultats sont en concordance avec plusieurs travaux antérieurs notamment ceux de Bouzouita
et al., 2008. qui confirment que les souches & Gram+ sont plus sensibles a l'action

antimicrobienne de I'HE que celles & Gram-. D’une autre part, Amara et Boughérara, 2017.
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ont remarque que Candida albicans est I'espéce la plus sensible a I'action inhibitrice de I'HE
avec un diamétre de zone d’inhibition égale a 20 mm. Suivi par Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli (13 mm). Ces résultats ne sont pas en accord avec
nos travaux. Le diamétre de la zone d’inhibition differe d’un microorganisme & un autre
et d’'un extrait a un autre, la méthode d’extraction ainsi que la quantité des extraits mise

dans les disques pourrait étre a I’origine de ces résultats.

La nystatine étant 1’antifongique de référence, son diamétre d’inhibition vis-a-vis de Candida

albicans (15mm) été supérieur a celui de notre HE (10mm).

Figure 18 : Zones d’inhibition des souches (Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes et

Proteus mirabilis).

Figure 19 : Zones d’inhibition des souches (Enterococcus faecalis et Citrobacterfreundii).
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Figure 20 : Zone d’inhibition de Candida albicans par I’huile essentielle de cypres.

Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles des plantes, ont la plus grande efficacité
dans le traitement des pathologies infectieuses (Rios et Recio, 2005). Elles ont I’avantage de
ne pas engendrer une résistance bactérienne di a leur contenu en un large spectre de composés
bioactifs (Maggi et al., 2009). Les substances hydrosolubles exercent un effet plus faible
comparé a celui des substances non hydrosolubles. Ceci est di probablement a la capacité des
molécules liposolubles de s’intercaler dans les membranes des cellules bactériennes et les

endommager (Candan et al., 2003).

Méthode de micro-dilution en milieu liquide :

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion en puits nous ont permis de confirmer
quantitativement l'activité antibactérienne de I'huile essentielle de cyprés contre les souches
bactériennes les plus sensibles et d'exprimer la zone d'inhibition. L'évaluation quantitative de
I'activité antibactérienne a éte réalisée en déterminant la concentration minimale inhibitrice par
dilution en milieu liquide. Les résultats obtenus sont présentes dans le tableau VI.

Tableau VI : La concentration minimale inhibitrice de I’HE de Cupressus sempervirens L.

Souches bactériennes CMI (ul/ ml)
Bacillus subtilis ATCC 6633 1,25
Listeria monocytogenes ATCC 15313 2,5
Proteus mirabilis ATCC 35659 2,5
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D'aprés les résultats obtenus dans le tableau V, nous remarquons que cette méthode confirme

les résultats obtenus avec la méthode de diffusion par disque.

Apres 24 heures d'incubation a 37°C, la souche Bacillus subtilis s'est avéré la plus sensible avec
une CMI égale a 1,5 pl/ml et ce cypres s'est montré efficace contre cette souche. Nos résultats
sont en contraste avec d'autres études. D'apres Mazari et al., 2010. lls ont montré que I'huile

de C. Sempervirens était inactive contre les souches bactériennes étudiées.

Il convient de noter que I'activité antibactérienne dépend également du stade de croissance des
cellules bactériennes. En fait, selon Bakkali et al., 2008. Les cellules en division seraient plus

sensibles, peut-&tre parce que I'extrait pénétre plus efficacement dans le site de croissance.

L’activité d’une huile essentielle est directement liée & sa composition chimique. On considére
que les huiles essentielles riches en composés oxygéneés sont celles qui donnent les meilleures

activités et a ’inverse celles qui sont riches en constituants hydrocarbonés ont une activité

modérée (Burt, 2004).

De nombreuses études ont démontré la corrélation entre I’activité antibactérienne et le profil
chimique d’une huile essentielle. Le classement de I’activité exercée par les composes
majoritaires des huiles essentielles est dans I’ordre suivant : phénols > alcools > aldéhydes >

cétones > éthers > hydrocarbures (Kalemba et Kunicha, 2003).
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Conclusion

Les plantes aromatiques constituent une source inépuisable de molécules bioactives
principalement les huiles essentielles qui pourront constituer un choix aux agents
antimicrobiens conventionnels. Nous avons fait une étude sur I’espece Cumpressus
sempervirens L. appartenant a la des Cupressacées, et fait extraite les huiles essentielles de ses
parties aériennes. Nous nous sommes aussi intéressés a I'évaluation de leurs activités anti-

hémolytique et antimicrobienne.

En premier lieu I’extraction de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur d'eau des parties
aeriennes (rameau, cones et tiges) du cypres, de la région de Tlemcen, a donné un rendement
0,31%.

Par la suite nous avons évalué I’activité anti-hémolytique de notre HE sur la base du modele
érythrocytaire. La sensibilité des GRh a été notée a différentes concentrations d'huile. Cette
étude a montré que I'huile ne provoquait pas une hémolyse (94,42% a 82,005%) ; Les
résultats ont montré que I'huile avait un effet anti-hémolytique significatif. Par conséquent, on
peut dire que I'huilea un effet stabilisant sur les membranes des globules rouges et a donc le

méme potentiel pour les membranes lysosomales.

Dans la deuxieéme partie de notre €tude, nous avons évalu¢ 1’effet antimicrobien de cette HE,
les résultats ont montré que I’huile essentielle de cypres a présenté un effet antimicrobien
puissant contre Bacillus subtilis, Lysteria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, et

Candida albicans. Il a eu la plus basse CMI (1,25 pl/ml) contre Bacillus subtilis.

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer les activités anti-hémolytique et
antimicrobienne de ’HE du Cypres vert afin de mieux connaitre, de valoriser et d’utiliser ces
ressources dans le domaine thérapeutique. Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives

sont envisagees :

v Compléter ce travail par ’analyse chimique de cette huile essentielle.
v’ Elargir le panel des tests des activités in vitro, afin d’y trouver une application

pharmaceutique, cosmétologique ou alors en industrie agro-alimentaire.
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Résumé :
Cupressus sempervirens L., appartient au genre Cupressus de la famille des cupressacées, elle
est utilisée dans différents domaines thérapeutiques surtout dans la médecine traditionnelle
comme le traitement des attaques respiratoires, traitement des cicatrices, anti-diarrhéique,
antipyrétique. ..
Dans le but de la valorisation de cette plante, notre travail a visé a extraire leurs huiles
essentielles en plus d’évaluer son activité antibactérienne, et anti-hémolytique. Pour cela, on a
effectué une étude sur la plante. L’extraction de I’huile essentielle de toute la partie aérienne de
cette plante par entrainement a la vapeur d’eau, a donné un rendement de 0.31%.
On a évalué I’activité anti-hémolytique sur la base de modele érythrocytaire, les résultats de
notre travail montrent que 1’huile ne provoquait pas d’hémolyse. Apres, on a évalué I’activité
antimicrobienne par les méthodes de I’aromatogramme et des micro-dilutions sur cing souches
bactériennes, et une levure. Les résultats montrent que notre huile a un effet sur trois souches
a savoir : Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis et Listeria monocytogenes ainsi que la
levure Candida albicans.
Mots clés : Cumpressus sempervirens L., activité antimicrobienne, activité anti-hémolytique,
huile essentielle.

Abstrat :

Cupressus sempervirens L., belongs to the Cupressus genus of the Cupressaceae family, it is
used in various therapeutic areas, especially in traditional medicine such as the treatment of
respiratory attacks, treatment of scars, anti-diarrheal, antipyretic... In order to enhance this
plant, our work aimed to extract their essential oils in addition to evaluating its antibacterial and
anti-hemolytic activity. For this, we carried out a study on the plant. The extraction of the
essential oil from all the aerial part of this plant by steam distillation gave a yield of 0.31%. We
evaluated the anti-hemolytic activity on the basis of erythrocyte model, the results of our work
show that the oil did not cause hemolysis. Afterwards, the antimicrobial activity was evaluated
by the aromatogram and micro-dilutions methods on five bacterial strains, and one yeast. The
results show that our oil has an effect on three strains namely: Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis and Listeria monocytogenes as well as Candida albicans yeast.

Keywords: Cumpressus sempervirens L, antibacterial activity, antihemolytic activity, essential
oil.
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