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Résumé

La plante qui a fait 1’objet de notre étude est le Cédre de 1’Atlas (Cedrus
atlantica Mentti). La valorisation de ses métabolites secondaires aromatiques offre de
nouvelles perspectives dans [D’industrie. Cette stratégie peut contribuer au
développement durable de notre pays. L’extraction de I’HE des rameaux feuillés du
Cédre de I’Atlas a été réalisée par hydrodistillation. Le rendement moyen en huile
essentielle est de 0.53%. En outre les caractéristiques physico-chimiques (densité
relative, pouvoir rotatoire, indice de réfraction et indice d’acide, indice d’ester et
I’indice de saponification) de ’'HE ont été déterminées. L’activité antimicrobienne de
I’HE extraite a été accomplie par deux méethodes Microatmosphére et
Aromatogramme, sur des germes microbiens (05 souches bactériennes et 08 souches
fongiques). L’HE a présenté une activité antibactérienne majeure sur les souches de
Bacillus cereus (29mm) et Staphylococcus aureus (22mm), en revanche Pseudomonas
aerogenosa a manifester un potentiel de résistante élevé conte I’'HE testée. L’huile
essentielle du Cedre de 1’ Atlas Possede une efficacité moyennement marquée sur une
gamme de champignons pathogénes, nous avons constaté qu’elle est fortement
inhibitrice pour Verticilium dahliae, Aspergillus braziliensens et Candida albicans et
modérément inhibitrice pour Penicillium glabrum, Penicillium expansum, légérement
inhibitrice pour Aspergillus ochraceus. Par contre Fusarium graminearum s’avere le
champignon le plus résistant a 1’action inhibitrice de notre 1’huile extraite dont on a

noté aucune zone d’inhibition.

Mots clés :, Cedrus atlantica Mentti, Huile essentielle, activité antimicrobienne,
Microatmosphére, Aromatogramme, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Verticilium dahliae, Candida albicans.



Abstract

The plant which was the subject of our study is the Cedar (Cedrus atlantica
Mentti). The value of its aromatic secondary metabolites offers new perspectives in
the industry. The extraction of the essential oil twigs leaves part of Cedar was realised
by steam distillation. The average yield of essential oil is 0.53%. Performance,
physical and chemical characteristics to our oil were determined. The study of the
antimicrobial activity of the essential oil was accomplished by two methods (Vapour
diffusion and Disc diffusion), a broad spectrum of microbial germs (05 bacterial
strains and 08 fungal strains). The essential oil presented a major antibacterial activity
against Bacillus cereus (29mm) and Staphylococcus aureus (22mm), however
Pseudomonas aerogenosa demonstrate a high resistance potential against the essential
oil tested. The essential oil of Cedar has a moderate effective effect on a range of
pathogenic fungi, we found that it is highly inhibitory to Verticilium dalhae, Aspergillus
braziliensens and Candida albicans, moderately inhibitory to Penicillium globrum,
Penicillium expansum, and slightly inhibitory to Aspergillus ochraceus, on the other hand
Fusarium graminearum is the most resistant fungi to the inhibitory action of our

extracted oil which there were no inhibition zone.

Keywords:, Cedrus atlantica Mentti, essential oil, antimicrobial activity, Vapour
diffusion, Disc diffusion, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Verticilium dahliae,

Candida albicans.
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Conclusion

Les résultats obtenus lors de cette étude consolident une investigation
scientifique importante a savoir, I’utilisation des plantes comme alternative naturelle

aux produits de synthese.

L’étude des propriétés physico-chimiques nous a permis de déterminer que
I’huile essentielle du Cedre de 1’ Atlas (Cedrus atlantica M) est de qualité supérieure.
De plus le rendement d’extraction de 1’huile essentielle par hydro distillation est de
0,53% ce dernier semble étre influencé par plusieurs facteurs responsable de la

variabilité des rendements entre la méme espece.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’HE sur différents germes
pathogenes, isolés ou provenant d’une collection de référence par deux méthodes
(Microatmosphére et Aromatogramme) ont montré que notre huile étudiée est douée
d’une activité inhibitrice sur les bactéries pathogénes et sur 1’ensemble des

champignons testés pour les différentes doses utilisées.

L’essence de Cedrus atlantica M peut étre considérée comme un antibactérien car
elle présente une bonne action inhibitrice sur plusieurs souches bactérienne, elle est
inhibitrice pour les Gram positif et modérément inhibitrice pur les Gram négatif. Cette
essence pourra étre utilisé comme un antifongique puissant car elle présente un large
spectre d’action sur les levures et les moisissures telles que Candida albicans,
Verticilium dahliae et Aspergillus braziliensens avec des zones d’inhibitions
importantes. 1l est important donc de poursuivre les travaux concernant cette plante

pour une éventuelle formulation médicamenteuse a base de Cédre de I’ Atlas.

A la lumiere des résultats obtenus, le travail ouvre la voie a d’autre perspective,

il serait nécessaire également :

v' De Faire une étude analytique détaillée a I’aide de techniques plus
performantes comme la CG-MS (chromatographie gazeuse couplé a la

spectrophotométrie de masse) et MNR (résonnance magnétique nucléaire)
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pour identifier et quantifier les composés actifs de la plante étudiée et leurs
effets thérapeutiques

D’étudier le mode d’action des huiles essentielles pour maximiser leur
exploitation et leur utilisation dans les domaines: pharmaceutiques,
cosmétiques, alimentaires, insecticides, industriels...etc.

De caractériser le potentiel des souches microbiennes responsables de
différentes maladies et d’évaluer d’autres activités biologiques de I’HE du

Cedre d’ Atlas.
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Introduction

De tout temps, le réegne végétal a offert a ’Homme des ressources essentielles a
son alimentation, son hygiéne et sa santé. Depuis les temps les plus anciens, les
parfums de ces mémes végétaux sont associés a des rites mystiques, esthétiques et

thérapeutiques (Bruneton J, 1999).

Les effets antimicrobiens de différentes especes de plantes aromatiques et
d'épices sont connus depuis longtemps et mis a profit de maniére empirique pour
I'assainissement de l'air (encensoir) ou pour augmenter la durée de vie des aliments
(bouquet garni). Les propriétés antimicrobiennes sont essentiellement dues a la

fraction d'huiles essentielles contenues dans ces plantes (Billerbeck et al., 2002).

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en
pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur
utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques reconnus (Amarti
et al., 2010). En phytothérapie, les huiles essentielles sont utilisées pour leurs
propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne
(Billerbeck et al., 2002).

Le développement des résistances bactériennes aux antibiotiques devient depuis
quelques années un probléme sanitaire international, faisant enregistrer de
graves conséquences de santé. Toutefois, les chercheurs s’intéressent de plus en
plus aux bactéries multirésistantes dans le but de diminuer la pression de sélection
exercée par I’utilisation importante et parfois indaptée des antibiotiques, et surtout
d’améliorer I’antibiothérapie (Lecomte, 1998).

La région méditerranéenne, d’une manicre générale et 1’ Algérie en particulier,
avec son climat doux et ensoleill¢, est dotée d’une biodiversité végétale riche avec
une avalanche des plantes aromatiques et médicinales. La production des huiles
essentielles a partir de ces plantes peut constituer une source économique pour ce
pays. A cet effet et dans le cadre de valorisation des plantes aromatiques et
médicinales Algériennes, nous nous somme intéressés a I’extraction de 1’huile
essentielle du Cédre de I’ Atlas qui est une Espéce endémique de I’ Afrique du Nord,

est protégée par la loi (décret n°93/285 du 23 novembre 1993 fixant la liste des



espéces vegetales non cultivées protégées en Algérie).

Des études récentes sur le Cédre de 1’ Atlas, effectuées au Maroc, ont validé les
usages traditionnels de cette plante, n’a pas encore retenu 1’attention des médecins
phytothérapeutes du monde. Pourtant, ses propriétés cicatrisantes sont prouvées par
BARDEAU., (2009).

Toutefois trés peu de recherches se sont intéressés aux activités biologiques des
huiles essentielles du Cedre de 1’ Atlas, tel que l'activité antibactérienne et ’activité
antifongique (Aberchane et al., 2003 ; Satrani et al., 2005), I’activité antiviral
(Loizzo et al., 2008) et I’activité antispasmodique (Saab et al., 2005).

Dans ce contexte, et en raison de I’application en médecine traditionnelle, nous
nous sommes intéressés a I’activité antibactérienne et antifongique de I’huile
essentielle des rameaux feuillés du Cedre de I’ Atlas obtenue par hydrodistillation sur
quelques germes pathogenes, en utilisant deux méthodes (Aromatogramme et
Microatmosphére).

Ce travail sera donc repartit en trois parties, initieé par une recherche
bibliographique ou nous apportons une monographie sur le Cédre de I’ Atlas et des
généralités sur les huiles essentielles.

La partie pratique présente les méthodes et les techniques instrumentales
d’analyses utilisées pour la réalisation de ce travail.

Enfin la derniére partie discute les résultats obtenus dans cette étude.



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1. Etude du Cédre de I’Atlas

Le Cedre, mot originaire du latin Cedrus, issu lui-méme du grec Kedron, terme qui
indique a la fois les Cédres et les autres arbres au bois précieux et balsamique. C’est un arbre
résineux des forets montagnards d’ Afrique du nord et du Moyen Orient. A I’instar des autres
especes forestieres, le Cédre représente une grande richesse. Cet arbre au port majestueux et
trés esthétique, a toujours été d’une grande utilité pour I’Homme, c’est I’'une des especes
¢conomiquement et écologiquement les plus importantes des montagnes de 1’ Afrique du Nord

(Algérie et Maroc) (Tarrier et Delacre, 2006)

1.1. Description botanique

Le Cedre (Cedrus atlantica Manetti), est un arbre endémique de longévité parait
fabuleuse dépassant 700 ans. On lui attribue 1000 ans et plus (Chebouki, 1994 ; Arnaud,
1994). C’est un arbre de haute taille, dépassant souvent 50 metres et en moyenne 40 metres
dans les peuplements (Boudy, 1952 ; Toht, 1990). Le port de I’arbre est pyramidal avec un
fut droit, cime réguli¢re et pointue a fleche courbée quand il est jeune ou d’age moyen, il
prend une forme tabulaire en vieillissant (Boudy, 1952). Le systeme radiculaire est
développé, mais rarement pivotant assurant la stabilité de 1’arbre (Boudy, 1952). Les feuilles
en aiguilles persistantes 3 & 4 ans, aigues et assez rigides de 15 a 20 mm de long, leur couleur
allant du vert clair foncé ou glauque jusqu’au bleu. Sur rameaux longs sont isolées et soudées

a I’écorce ; sur rameaux courts sont par rosettes (Boudy, 1952 ; Toht, 1990).

Le Cédre est une espece monoique. Il fleurit en automne ; les fleurs males sont des
chatons cylindrique dressé et jaune verdatres. Les fleurs femelles sont des chatons ovoides
(cones) dresses et vert bleuatre (Jacmon, 1987). La maturité des cones dure 2 ans apres la
floraison, de couleur brune violacée, ils ont 5 & 8 cm de dimension, atteignent au plus 10 cm
(Figure 1) (Quezel et Santa, 1962). La graine est triangulaire, grosse, 10 & 15 mm, marron
roux se termine par une large aile, tres résineuse enveloppée dans une pellicule résineuse

protectrice.
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Le port

Les feuilles

Les fruits

Figure 1. Caractéristiques botaniques du Ceédre de 1’ Atlas

1.2. Noms vernaculaires

Le Cedre de 1’ Atlas est connu par les noms vernaculaires suivants (Boudarene, 1991). En

arabe : JLY), en berbére : Begnoun, Ithguel et Meddad, en frangais: Cédre de 1’Atlas et en

anglais : Cedar.

1.3. Taxonomie et caracteres botaniques

1.3.1. Taxonomie

Du point de vue taxonomique, botanique et dendrologique, plusieurs auteurs ont décrit le
Cédre (Holmbe, 1931 ; Maire, 1952 ; Quezel et Santa, 1962 ; Derridj, 1990). Le Cédre de

I’ Atlas (Cedrus atlantica Manetti) répond a la systématique suivante : il appartient a

Régne

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Gymnospermes

Classe Vectrices

Ordre Coniferales

Famille

Sous-famille Abiétées

Genre Cedrus

Espece Cedrus atlantica Manetti
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Bien que sa valeur taxonomique exacte soit controversée, certains auteurs comme
(Holmbe 1931, Maire 1952 et Davis 1952 cites par Quezel, 1980) ont intégré ce taxon dans
une seule espece :Cedrus libanotica Link. Cependant, la plupart des auteurs (Arbez et al.,
1978 ; Quezel, 1980 ; Bariteau et Ferrandes, 1992) le classe en 4 especes montagnardes
dont trois méditerranéennes : Cédre de 1’Atlas ou Cedrus atlantica Manetti (Maroc et
Algérie) ; Cedre du Liban ou Cedrus libani A.Rich (Liban, Syrie et Turquie) ; Cedre de
Chypre ou Cedrus brevifolia Henry (Chypre) et une espéce himalayenne Cédre de I’Himalaya
ou Cedrus deodara G.Don (Inde et Afghanistan).(Panestsos et al .,1992 ;Toht, 2005)

1.3.2. Caracteres botaniques

Ces quatre especes se distinguent par différents caracteres botaniques qui sont représentés

dans le (Tableau ).

Tableau I. Caracteres botaniques et biologiques des quatre especes du Cedre.

Espéces C.atlantica | C.libani C.brevifolia C.deodara
Taille des aiguilles

(cm) 1a25 1a35 05al5 246
Longueur des cnes (cm) 5a8 8al2 5a10 7a13
-diametre (cm) 3ab 3a6 346 5a9
Longueur des graines(cm) | 0.8a1.3 1.0a14 08al4 1.0a15
-envergure (cm) 25a35 35a4.0 3.0a4.0 35a45
Epoque de pollinisation mi- mi- debut début

septembre | septembre septembre septembre

Durée de maturité 2 ans 2 ans 2 ans 2 ans

(Farjon, 1990 et Toht, 2005)

D’apres ces données, il apparait une assez forte variabilité de ces caractéres notamment les
dimensions des aiguilles, cbnes et graines qui pourraient influencer le pouvoir
photosynthétique d’ou I’impact sur la croissance et la qualité des semences & travers la

grandeur des cones.
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1.4. Distribution geographique
1.4.1. Aire naturelle

Le Cedre de I’ Atlas est localisé sur les montagnes du Maghreb ; le Maroc détient & lui seul
la plus grandes surface, répartie sur deux blocs d’intégrale importance, le premier dans le
moyen Atlas et le grand Atlas oriental (116 000 ha), le second dans le Rif occidental et central
avec une superficie d’environ 160 000 ha (M’hirit, 1982 ; Yahi, 2007).

En Algérie, les massifs Cédraies sont dispersées et beaucoup plus réduits qu’au Maroc. Le
Cédre occupe une surface d’environ 30 000 ha répartie sur deux ensembles naturels,
d’écologie sensiblement différente : le premier est localisé sur les montagnes littorales bien
arrosees (Babors, massif de Djurdjura, 1’Atlas Blidéen et Ouarsenis). Ce sont les Cédraies
humides. Le second ensemble est le plus important de point de vue superficie, il occupe les
montagnes méridionales continentales de 1’ Atlas saharien. Ce sont les Cédraies séches. Il est
représenté a I’Est par les cédraies des Aures et de Belezma, qui couvrent 17 000 ha environ,
réparties entre les massifs de Chélia, S’gag, Aidel, Ouled yacoub et du Belezma, a 1’ouest les
massifs de Maadid, Boutaleb et Guthiane (Hodna). Ces derniers sont réparties en cantons

isolés couvrant environ 8000 ha (Nedjahi, 1988).

La carte que Roche, (2006) a utilisée donne une bonne idée sur la localisation de ces ilots
(Figure 2).

. Massif de 1'Aures,

Kabyfie

-,

. Monts de Belezma,
. Monts du Hodna,
. Djbel Babor, ngte

Tell
Constantinois

A W N =

. Massif du Djurdjura, Aures

. Monts de Blida,

W

e

. Massif de 1'Ouarsenis.

7 Cedrus aflanfica
] pinus halepensis

= Juniperus thurifera 100 km
Juniperus phoenicea

Figure 2. Localisation de Cedrus atlantica en Algérie (Roch, 2006).
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1.4.2 Aire d’introduction

Les caractéristiques écologiques (forte adaptation, résistance a la sécheresse...) et la
grande valeur technologique du bois du Cedre (impérissable) ont poussé plusieurs chercheurs
a tenter son introduction dans leurs pays respectifs. D’aprés Ducrey, (1994), son succes en
France laisse & penser qu’il peut s’acclimater et prospére dans des conditions autres que celles
de son aire d’origine. En Italie, il a été introduit d’abord comme arbre d’ornement avant d’ étre
utilisé en reboisement. La premiére plantation a été exécutée a Badia Pratagalia (Arizo) en
1864 (Michele et al., 2001). Dés la fin du XIX siécle, le Cédre de 1’Atlas fut introduit dans
divers pays européens (URSS, Bulgarie, Hongrie, Espagne....). Il a été signalé dans quelque
états américains (Pennsylvanie, New York et cdte ouest du pacifique) ou sa remarquable

adaptation justifie son extension (Toth, 2005).

1.5. Ecologie

En Algérie. Le Cedre occupe partout les sommets des montagnes (Derridj, 1990), il
s'installe sur les versants Nord, d’une facon générale, a 1400 m bien qu’il peut descendre
encore plus bas a la faveur des conditions microclimatiques particulieres (Emberger, 1938 ;
Abdessemed, 1982). Sur les versants sud, il existe un décalage de 200 m en moyenne pour le
Chélia mais peut atteindre 400 & 500 m comme au Belezma. Les limites inférieures se situent
donc sur les versants méridionaux vers 1600 m. La limite supérieure est de 2200 m pour les

deux versants bien que des individus isolés arrivent jusque 2300 m (Abdessemed, 1982).

En Algérie les Cédraies recoivent une tranche pluviométrique variant de 500 mm a1400
mm environ (Toth, 1980 ; Halimi, 1980). Selon Benabid (1994), cette derniére est largement
dépassée, elle atteint 2000 mm au Maroc. Dans les Cédraies seches (Aurés, Belezma et
Hodna). Houerou, (1975) donne 600 mm de précipitations comme limites inférieures.
Cependant, la répartition des pluies est irréguliere, la saison la plus seéche est 1’été. En effet,
Quezel, (1976) a souligné que les foréts de Cédre du pourtour méditerranéen subissent une

sécheresse estivale de 1 a 3 mois.

Le Cédre croit sous des températures moyennes annuelles comprises entre 4 et 8 °C
(Boudy, 1950 ; Pujos, 1966 ; Toth, 1980 ; Derridj, 1990). En ce qui concerne les
températures moyennes des minima du mois le plus froid, les Cédraies peuvent tolérer des
valeurs comprises entre « -1 » et « -8 » °C (Benabid, 1994 ; Quezel, 1980). Par ailleurs le

Houerou (1975) donne les valeurs suivantes pour les Cédraies de 1’ Aurés, Belezma et Hodna
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« -2 °C » caractérise la limite inférieure et « -5 °C » pour la limite supérieure. Le Cédre résiste
a « -25 °C» en atmosphére seche (Gaussen, 1967), il vit dans ses pays d’origine avec des
extrémes absolus de « -25 °C » et « +35 °C » (Putod, 1979).

En Algérie Medour, (1994) souligne que les Cédraies septentrionales (Atlas Blidéen,
Djurdjura et le massif de Babors) sont soumises a un bioclimat humide, variante fraiche voire
perhumide. Tandis que la majorité des Cédraies méridionales (Aures, Belezma et Hodna) sont
soumises aux bioclimats subhumide froid et tres froid (Tableau I1) (Abdessemed, 1984 ;
M’hirit, 1982).

Tableau I1. Répartition des Cédraies Algériennes selon le climat (ABDESSEMED, 1981).

Type de cédraie Région Superficie (ha)

Aurés 12022
Cédraies Seches Theéniet el had 1000

Hodna 8000

Babors 1300
Cedraies Humides Djurdjura 1200

Atlas Blideen 1000

1.6. Importance du Cedre

Le Cedre est apprécié pour ses nombreux avantages sociaux économiques et écologiques.
En effet la qualité du bois du Cedre est supérieure a celle de tous les pins dans la
méditerranée, elle lui assure toutes sorte d’utilisation, fabrication de chalets de montagne,
menuiserie et charpente poteaux (M’hirit, 2006). Le Cedre est aussi prisé pour I'extraction du
cade utilisé le plus souvent en pharmaceutique et en parfumerie. Il peut méme fournir de la
térébenthine (Becker et al., 1983).

La Cédraie joue un rble considérable a 1’échelle nationale et méditerranéenne car il
maintient 1’équilibre biologique par I’amélioration des conditions écologiques favorables a la
pérennité de 1’espece, recueillement d’une population désireuses de se relaxer, se reposer et

s’oxygéner dans un cadre de vie agreable (Ecotourisme) (Toth, 1990 a).
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1.7. Huiles essentielles
1.7.1. Définition

Une huile essentielle peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un aréme
pour un parfumeur ou encore la quintessence ou 1’esprit d’un végétal pour alchimiste. Dans la
réalité, une huile essenticlle est I’ensemble de tout cela, car il s’agit d’un produit parfumeé et
volatil, composé de molécules sécrétées par certains arbres et certaines plantes qui lui
conferent un parfum spécifique. Le terme « volatil » s’explique par le fait que les huiles
essentielles s’évaporent trés rapidement. C’est pourquoi il est nécessaire de les conserver

correctement afin qu’elles gardent intacts leurs principes actifs (Moro Buronzo, 2008).

En général, les principes aromatiques des plantes sont des gouttes minuscules qui se
forment dans les chloroplastes des feuilles, c'est-a-dire les organites dans lesquels s’effectue
la photosynthese. Elles se combinent par la suite avec du glucose et sont transportées dans
toutes les parties de la plante. Une huile essentielle est donc une sécrétion naturelle qui
s’effectue dans une partie du végétal : la feuille, I’écorce ou la fleur (Cheynier et Sami-
Manchado, 2006).

1.7.2. Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Environ 1%
des especes élaborent des essences. Certaines familles se caractérisent par un grand nombre
d’especes qu’elles regroupent en particulier dans les familles : Myrtaceae, Lauraceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Apeaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae et Piperaceae
(Mohammedi, 2006).

Ils sont produits dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général
dans des cellules glandulaires spécialisees. Ce sont donc des structures histologiques servant a
leur synthése et a leur stockage (Kaloustain et Hadj-Minaglon, 2013). Ces derniéres (poils,
poches et canaux sécréteurs) peuvent étre situées le plus souvent dans les fleurs et les feuilles.
Mais elles peuvent aussi étre présentes dans le fruit, le bois ou encore dans la racine du
végétal (Lardry et Haberkorn, 2007).
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1.7.3. Classification des huiles essentielles

Selon la fonction du constituant prédominant, Le Lourant, (1994), classe les HE en trois
categories : HE hydrocarbonées riches en terpenes (Pin, Citron : 90% en limonene), HE
oxygénés riches en alcools et esters, (roses : 50% en géraniol, Thym : > 30% en Thymol,

Coriandre : 70 a 80% en linalol) et HE sulfurées (Coniferes).
1.7.4. Composition chimique des huiles essentielles

Les propriétés des HE proviennent de leur composition chimique, les composés qui les
constituent, peuvent étre classés en deux groupes distincts, ayant chacun des caractéristiques

specifiques.
> Les terpénes et leurs dérivés : les terpénoides

Selon Lucchsi et al., (2004), Ce sont des hydrocarbures cycliques ou acycliques, qui
constituent un vaste groupe de métabolites secondaires de structures diverses, importantes
dans de nombreuse interaction biotiques. Ce sont des polymeéres formés par la réunion d’unité
Isoprenes a 5 carbones (CsHg), d’ou le nom d’isoprenoides sous lequel les terpénoides sont
parfois désignés. Les mémes auteurs déclarent, que 1’isopréne est donc le constituant de base
de la polymérisation. Selon le nombre d’unité, on distingue : Les hemiterpénes : une seule
unité isopréne CsHg, les monoterpeénes : deux unités en Cs (une unité en Cip), les
sesquiterpénes : trois unités en Cs : Ci5H24, les diterpénes : quatre unités en Cs (deux unités en
C10) CoHs3z, les triterpénes : six unités en Cs (trois unités en Cyo) CaoHas et les tetraterpenes :

huit unités en Cs (quatre unités en ClO) :CaoHse.

Les monoterpénes et les sesquiterpenes représentent les terpénes proprement dit, ce sont
les principaux composants des HE, les plus volatils a cause de leur masse moléculaire, qui

n’est pas trop élevée (Bellakhdar, 1997).
> Les composés aromatiques

Ce sont des dérivés du phenylpropane en Cg Cs, I’un des constituants des HE, mais
beaucoup moins fréquent que les terpénes, se sont souvent desallyles et propenylphénols et

parfois des aldéhydes.

Les terpénoides et les composés aromatiques, donnent aux HE des propriétés nouvelles, en

plus de celles spécifiques a chaque constituant pris séparément (Lucchsi et al., 2004).

10
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> Les composés d’origines diverses

Compte tenu de leur mode de préparation, les HE peuvent renfermer divers composes
aliphatiques : alcools (Menthol et Géraniol), (Citronellal, géranial), ester (Acétates de
menthyle et Acétates de citronellyle), cétones (Camphre et Menthone), éthers (Cinéole et

Eucalyptol) et phénols comme, Thymol et Carvacrol (Bruneton, 1997).
1.7.5. Réle des huiles essentielles

Elles ont des fonctions multiples dans la nature. En effet, expérimentalement, il a été
établi qu'elles interviennent dans les interactions «végétaux-animaux» ou elles constituent un
moyen de communication appelé langage chimique (Bruneton, 1997). En raison de leur
structure chimique unique, les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer les parois
cellulaires et de transporter lI'oxygene, les nutriments et dautres composes biochimiques
vitaux, jusqu'a l'intérieur de chaque cellule. Elles contiennent de puissants composés
biochimiques qui donnent aux plantes la capacité de croitre et de réparer les dommages a leur

structure.

Perombelon et al., (1989) ajoutent que les huiles essentielles d'agrumes protegent les
fruits contre les proliférations et les attaques d'insectes. Les huiles essentielles sont utiles et
efficaces, dans de nombreux aspects de la vie quotidienne, elles ont des fonctions tres variées
depuis tres longtemps. Les huiles essentielles ont une toxicité aigie, une action répulsive, une

inhibition de I'alimentation et un effet nocif sur le systéme de reproduction des insectes.

Les métabolites issus des plantes sont récemment utilisés, comme de nouveaux pesticides

synthétiques comme la toxaphene (insecticide et herbicide) (Bruneton, 1993).

Les constituants volatils des monoterpenes qui sont alcool, linalool, aldéhydes, Acide
carboxylique, d- limonene, b-myrcene et a- terpinéol, ont une action toxique sur la mouche

domestique, la blatte et le charangon du riz (Prates, 1998).

La fonction des huiles essentielles demeure le plus souvent obscure. Il est toutefois
vraisemblable, qu'elles ont un réle dans le domaine des interactions végétales (comme agents
inhibiteurs de germination) et aussi dans les interactions végétal-animal : protection contre les
prédateurs ; comme les insectes et les champignons et I’attraction des pollinisateurs
(Bruneton, 1993 ; Bakkali, 2008).

11
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1.8. Huile essentielle du Cédre de I’ Atlas

1.8.1 Principaux constituants de I’huile essentielle de cedre de 1’ Atlas

Le Cedre de I’Atlas est une espeéce aromatique susceptible de fournir des huiles

essentielles. Ces huiles sont utilisées dans différents domaines pour leurs propriétés

thérapeutiques et organoleptiques (EIl Haib, 2011).

Le Tableau 111, englobe la composition chimique des huiles essentielles du bois, des

aiguilles et des cones du Cédre de I’ Atlas, selon les travaux de (Aberchane et al., (2003) ;

Derwiche et al., 2010).

Tableau I11. Composition chimique des huiles essentielles du Cédre de I’ Atlas.

Type de I’huile | Bois du Cedre de Aiguilles du Cédre | Cbnes du Cedre de
essentielle | ’Atlas du Maroc de I’Atlas du Maroc | ’Atlas du Maroc
Composées (ABERCHANE et | (DERWICH et al., (DERWICH et al.,
al., 2003) 2010) 2010)
a-himacheléne 10.87 4.15 -
Longifoléne 0.35 - 0.15
Tetradécane 0.70 - -
Abietatrienne - - 1.00
d-himachiléne 6.89 7.62 -
y-cadinéne 1.95 3.02 -
B-himachéléne 33.81 9.89 -
B-vitivene 0.85 - -
oxydo-B-himachéléne 0.23 - -
Déodarone 7.7 - -
E-d-atlantone 11.24 - -
Z-a-atlantone 5.9 - -
E-a-atlantone 1.93 6.67 -
Transpinocarvéol - 0.11 -
a-terpinéne - 1.02 0.55
d-curcuméne 1.31 - -
iso-caryophiléne - 3.14 0.22

12
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a-pinene - 14.85 6.66
B-pinéne - 1.35 -
Cyméne - 1.05 -
Himachalol 7.11 0.10 -
Myrcene - 0.15 13
1-epicubenol 2.70 - -
Cadalene 1.21 - -
Isocédranol 2.75 - -
Cedrol 0.57 - -
[-calacoréne 0.34 - -
Germacrene - 3.52 -
Terpinolene - 0.38 3.10
Camphéne - 0.23 2.15

1.8.2. Utilisations de I’huile essentielle de Cédre de I’Atlas

Les huiles essentielles du Ceédre de I’Atlas sont des fongicides efficaces, non
phytotoxiques. Car elles contrélent la détérioration fongique de certaines épices pendant leur
stockage. Elles font partie également de la composition chimique de certains lotions et

shampoings traitants le cuir chevelu (Bardeau, 2009).

Les qualités particuliéres des huiles essentielles du Cédre de 1’Atlas en aromathérapie
peuvent se résumé en : lymphotoniques (décongestionnant lymphatique), drainantes
puissantes, lipolytiques puissantes (élimination des graisses), régénératrices artérielles et
cicatrisantes (SARROUY, 2013).

L’huile essentielle du Cédre est un bon antiseptique urinaire et pulmonaire, employée pour
soigner les gonorrhées, urétrites chroniques, vaginites et mérites. Elle donne de bons résultats

dans le traitement des bronchites chroniques et de la bronchorrhée.

L’huile de Cedre est utilisée par les producteurs de savon de toilette et détergents.
(SCHAFFINER, 1993).

Elle est aussi utilisée a la place de la pyréthrine contre les insectes domestiques et cela en

raison de ses propriétés insecticides et de son caractére non toxique pour les

13
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mammiferes. (Salle, 1991). En outre le B-himachaléne, constituant principal de 1’huile de

Cedre, présente une activité anti-inflammatoire (Lenfeld, 1986).
1.8.3. Contre-indications et effets indésirables

Les substances volatiles sont en proportion beaucoup plus grande dans I’huile essentielle
par rapport a la plante et représente un concerté de principe actifs. L huile essentielle est donc
douée d’une activité pharmacologique beaucoup plus grande que la plante fraiche ou 1’organe
desséché utilisé en pharmacie. En outre du fait de cette activité, I’huile essentielle peut étre
toxique (Chabal, 1995). En effet, des substances cétonique peuvent provoquer des troubles
psychique et sensoriels et certains monoterpénes sont toxiques a fortes doses: camphre,

menthol, cinéole et anéthol (Mansouri, 2008).
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Nos essais expérimentaux se sont étalés sur une durée de 4 mois (de Mars a Juin 2017) au

niveau :

» du laboratoire de contrdle de qualité du département Agro- Alimentaire Université Blida 1
pour I’extraction de I’huile essentielle (HE).

» du laboratoire d’hygiéne de Blida et de Médéa pour les tests microbiologiques

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

L’étude a été effectuée sur les rameaux feuillés du Cédre de I’Atlas (Cedrus atlantica
Manetti) (Figure 3). L’échantillon a été récolté en Mars 2017 au Parc National de Chréa. Ce
dernier s’étend sur les flancs Nord et Sud de 1’ Atlas Blideen, d’orientation Sud-Ouest et Nord-
Est, entre les latitudes Nord 36°19/36°30°et longitudes Est 2°38°/3°02’et couvre une
superficie de 26587 hectares (Loukkas, 2009).

Figure 3. Rameaux feuillés du Cedre de I’ Atlas (Galley et al., 2000)

1.2. Micro-organismes
Afin de déterminer le pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle, nous avons utilisé des
souches microbiennes qui ont été choisies pour leurs fréquences élevées a contaminer les
denrées alimentaires et pour leur pouvoir invasif et toxique pour I’Homme (annexe N°3). Les
tests ont été réalisés sur 13 souches microbiennes. Ces souches ont été soit fournies par le

laboratoire d’hygiene, soit isolé (Tableau 1V).
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Tableau IV : Les différentes souches microbiennes utilisées.

Souches Type Référence/ Isolé
1 | Staphylococcus aureus Bactérie & Gram positive ATTC25923
2 | Bacillus cereus Bactérie a Gram positive ATTC10876
3 | Escherichia coli Bacterie a Gram négative ATTC25922
4 | Pseudomonas aerogenosa | Bactérie a Gram négative ATTC27853
5 | Klebsiella pneumoniae Bactérie a Gram négative Pus
6 | Candida albicans Levure ATTC24433
7 | Aspergillus niger Champignon Alimentaire
8 | Aspergillus braziliacae Champignon ATTC16404
9 | Aspergillus ochraceus Champignon Alimentaire
10 | Fusarium graminearum Champignon Champignon du blé
11 | Verticilium dalhae Champignon Alimentaire
12 | Penicillium globrum Champignon Alimentaire
13 | Penicillium expansum Champignon Alimentaire

ATCC: American Type Culture Collection.

2. Méthodes
2.1. Séchage et stockage

Aprés la récolte, 1’¢échantillon a été nettoyé et étalé sur du papier blanc, pour un séchage a
I’air libre dans un endroit sec & I’abri de la lumiére, pour éviter la photo-oxydation des
substances. |l est étendu, sans superposition et retourné de temps en temps afin d’éviter le
développement de moisissures a une température ambiante, pendant 21 jours (Figure 4).

L’échantillon ainsi séché a été mis dans des sachets en papier jusqu’a utilisation.
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2.2. Extraction de ’HE
Pour extraire I’HE de la plante, nous avons opté pour 1’hydrodistillation. C’est une méthode
préconisée par la Pharmacopée Européenne. L’hydrodistillation des rameaux feuillés du

Cédre de I’Atlas a ¢été réalisée a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger (Figure 5).

La procédure d’extraction, se résume a porté a ébullition une quantité d’environ 150 g a 200 g

de matériel végétal séché, pendant 3 h avec 1000 ml d’cau distillée dans un ballon de 2 litre.

Réfrigérant a bulle J

Matiére végétale séche + eau
distillée

Chauffe ballon J

Figure 5. Dispositif de I’extraction de I’HE par Hydrodistillation (Clevenger) (Originale,
2017).

2.3. Détermination du rendement en HE

Le rendement en HE est déterminé par le rapport entre la masse d’HE extraite et la
matiére végétale traitée (AFNOR, 2000). Le rendement est exprimé en pourcentage, il

est calculé selon la formule suivante :

R= (V/M) x100 J

R : rendement en HE (%).
V : volume obtenue d’HE (ml).

M : poids de la matiére séche (g).
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2.4. Caractéristiques physico-chimiques
Les normes définissent deux types d’indices : les indices physiques (densité relative, pouvoir
rotatoire, indice de réfraction) et les indices chimiques (indice d’acide, indice d’ester et

I’indice de saponification).

» Densiteé relative a 20°C
Selon la norme AFNOR (2001), la densité relative d’une huile est le rapport entre la masse
d’un certain volume d’huile a 20°C et la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20°C. Elle

est mesurée par une suite de pesées a I’aide d’un pycnometre.

Mode opératoire
Apres nettoyage et séchage du pycnometre, il a été pesé et rempli d’eau distillée. Le
pycnomeétre a été retiré, essuyée extérieurement et pesé. La méme procédure a été suivie pour
I’huile.

La densité relative se détermine selon la formule suivante :

Dzo: (m 2-mo)/ (ml- mo)

Mo : masse du pycnométre vide.
M : masse du pycnometre rempli d’eau distillée.

M : masse du pycnomeétre rempli d’huile.

» Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la propriété que représentent certaines substances de dévier la
lumiére polarisée. L’angle de rotation optique d’un liquide est I’angle de rotation (o) exprimeé
en (°C) du plan de polarisation a la longueur d’onde de la raie D du sodium (avec = 589,3mm)

mesurée a 20°C sous une épaisseur de 01 decimetre (Pharmacopée europeenne, 2001).

Mode opératoire
Les mesures ont été effectué¢es a ’aide d’un polarimetre, on place 1’échantillon dans un tube
en s’assurant qu’il ne reste aucune bulle d’air interposée. Placé le tube dans le polarimetre et
lire ’angle de rotation dextrogyre (+) ou lévogyre (-) de I’échantillon sur 1’échelle de
I’appareil.

Le pouvaoir rotatoire est calculé selon la formule suivante :
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a 4= 100(A/L)

A :rotation en degré (°).

L : longueur de la cellule en décimetre.

> Indice de réfraction
Selon la norme de la Pharmacopée Européenne (2008), I’indice de réfraction d’un milieu
rapporté a 1’air est égal au rapport du sinus de I’angle d’incidence d’un rayon lumineux dans

I’air et le sinus de I’angle de réfaction du rayon réfracté dans le milieu considéré.

Mode opératoire
Etalonner le réfractométre avec 1’eau distillée. Puis Placer 2 a 3 gouttes de I’huile essentielle
testée sur ’appareil. Régler le réfractométre jusqu’a la stabilisation. Lire la valeur de I’indice

de réfraction sur le cercle graduée.

» Indice d’acide
L’indice d’acide I, est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH)

nécessaire a la neutralisation des acides libres dans un gramme d’HE.

Mode opératoire
Nous introduisons 0.5g d’HE dans un ballon. Puis nous ajoutons 25 ml d’éthanol et 5
gouttes de solution de phénophtaléine, comme indicateur. Ensuite nous neutralisons la
solution avec I’hydroxyde de potassium contenue dans la burette. (Pharmacopée européenne
,2001).

L’indice d’acide est calculé par la relation suivante :

1,=MxVXxC/m

- est la masse molaire, exprimée en gramme par mol, de I’hydroxyde de potassium.
. est le volume en millilitres de la solution titrée d’hydroxyde de potassium utilisé.

: est la concentration exacte, en moles par litre de la solution titrée de KOH Utilisée.

3 0 < Z

: est la masse en grammes de ’'HE.
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» Indice d’ester
L’indice d’ester IE est le nombre de milligrammes d’hydroxydes de potassium nécessaire a la

neutralisation des esters contenue dans 1 gramme d’huile essentielle.

Mode opératoire

Dans un ballon nous introduisons 0,5 grammes d’HE, puis nous ajoutons a 1’aide d’une
burette 25 ml de la solution de KOH. Nous adaptons un tube en verre ou un réfrigérant et nous
placons le ballon dans le bain d’eau bouillante. Puis nous le laissons pendant une durée de 30
minutes. Apres refroidissement, nous démontons le tube et nous ajoutons 20 ml d’eau distillée
puis 5 gouttes de solution de phénophtaléine, comme indicateur colorée. Nous titrons I’excés
d’hydroxyde de potassium avec une solution d’acide chlorhydrique. (Pharmacopée
européenne 2001)

L’indice d’ester est calculé par la relation suivante :

IE=28.05*(Vo-V)-1a

Vo : le volume en millilitre de d’acide chlorhydrique dans le test blanc.
V : le volume en millilitre d’ d’acide chlorhydrique pour I’échantillon.

IA : la valeur d’indice d’acide, déterminée.

» Indice de saponification

L’indice de saponification Is est la masse d’hydroxyde de potassium KOH, exprimée en mg,
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres et saponifier les acides gras estérifiés

contenus dans un gramme de matiére grasse.

Mode opératoire
Dans une fiole de 250 ml de verre borosilicaté et d’un réfrigérant a reflux, introduisez la
prise d’essai. Ajoutez 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0,5N et quelque bille de
verres. Adaptez le réfrigérant et chauffez a reflux pendant 30 minutes. Ajoutez 1ml de
solution phénolphtaléine titrez immédiatement par 1’acide chloroformique 0,5N, (Vi ml
d’acide chlorhydrique 0,5N). Effectuez un essai a blanc dans les mémes conditions (V. ml

d’acide chlorhydrique 0,5N). (Pharmacopée européenne 2001).
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L’indice de saponification est calculé par la relation suivante :

1s=28.05* (V1-V7) / P

V1 : volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé pour 1’essai a blanc.
V3 : volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé pour la détermination de I’indice

P : la masse en gramme de la prise d’essai.

2.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne des HE de Cédre d’Atlas
Pour évaluer [P’activité antimicrobienne de I’HE, nous avons adopté deux méthodes:
Aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé et Microatmosphére ou méthode
en phase vapeur.
2.5.1. Aromatogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé

C’est une technique microbiologique qui permet d’étudier comme un antibiogramme la
sensibilité des germes des différentes huiles essentielles, c’est-a-dire, leur pouvoir

antibactérien et antifongique (Salle, 1991).

» Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Pétri (Figure 6), aprés un certain temps de contact entre le produit
et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la
mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera
qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante (Benjeleli et al.,
1986).
» Mode opératoire
En vue d’obtenir des cultures jeunes, les souches conservées ont été repiquées par la
méthode des stries dans le gélose nutritive ( Annexe 2) pour les bactéries sauf S.pneumoniae
nous utilisons la Gélose au sang frais; Gélose glucosée a I’oxytétracycline pour
les champignons et les levures, puis incubées, (24 h a 37°C pour les Bactéries, 48h 4 25°C
pour les levures et 3 a 5 jours & 25°C pour les champignons) afin d’obtenir des colonies
isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.
e Préparation des disques

Des disques absorbants de 09 mm de diametres, sont déposés dans des tubes a essai, puis
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stérilisés a I’étuve pendent 20 minutes a 120°C.

e Coulage des boites de Pétri

Aprés la fonte de gélose par autoclave a 120°C pendant 15 a 20 min, nous avons
coulé aseptiqguement une couche de 04 mm d’épaisseur dans des boites de Pétri en
plastique stérile et rondes, de 90 mm de diamétre, ces derniéres doivent étre séchées
durant 30 minutes a une température ambiantes, au laboratoire, avant leur emploi.

e Préparation de I’inoculum
A partir d’une culture pure sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de platine
quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques. Détacher 1’anse dans 5 ml d’eau
physiologie stérile 0.9%, pour avoir une solution de 0.5 Mac Farland. Bien homogénéiser la
suspension (agitation manuelle). L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui
suivent la préparation de I’inoculum.

e Ensemencement
Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne, I’essorer en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube, puis le frotter sur la totalité de la surface gélosée
séche, de haut en bas, en stries serrées. Cette opération a été répété trois fois, en tournant
la boite de 60° a chaque fois.

e Imprégnation des disques
Des disques de 9 mm de diametre sont imbibés d’une quantité d’HE (40 et 60 pl/disque). A
I’aide d’une pince stérile déposer et presser le disque chargé par I’huile essentielle sur la
surface gélosée dans la boite de Pétri que nous déposons a la surface d’un milieu gélosé
(Muller-Hinton (MH) pour les bactéries ou la gélose Sabouraud additionné de
Chloramphénicol (SAB) pour les champignons), une fois appliqué le disque ne doit pas étre
déplacé.

e Incubation
L’incubation des souches dans I’étuve est a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries, et a

25°C pendant 48 heures pour les levures et 25°C pendant 4 jours pour les champignons.
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Ensemencement de la
gélose en nappe par
I’inoculum

Dépdt aseptique d’un
disque imbibé en HE

|

Boite de pétri ]

{ Geélose ]

Zone d’inhibition ]

Croissance microbienne ]

Figure 6. Principe de la méthode de diffusion par disque. (Aromatogramme)

e Lecture des résultats

(Zaika, 1988)

Elle se fait par la mesure précise du Diametre de la Zone d’Inhibition (diamétre de

disque inclus), a I’aide d’un pied a coulisse qui permet de classer I’activité antimicrobienne

des HEs dans I’une des catégories (Tableau V). (Ponce et al ., 2003).

Tableau V. Diametres des Zones d’Inhibition de la croissance microbienne et leurs degrés de

sensibilités.

Diameétre d’inhibition

Sensibilité

d < 8mm

Non sensible (résistante)

d entre 9 et 14 mm

Sensible (+)

d entre 15 et 19 mm

Tres sensible (++)

d>20 mm

Extrémement sensible (+++)

(Ponce etal ., 2003)
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2.5.2. Microatmosphére ou méthode en phase vapeur
Nous avons utilisés cette méthode dans le but d’exploiter les propriétés antimicrobiennes de la
phase volatile de I’'HE (Figure 7). La différence entre cette technique et les Aromatogrammes

réside principalement dans la position du disque imprégné.

Cette technique permet de mettre en évidence la diffusion des composants volatils des HEs a
I’intérieur d’une boite Pétri. Le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite
Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le
milieu gélosé. La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a 1’étuve a des
températures adéquates (37°C pendant 24 heures pour les bactéries, et a 25°C pendant 48
heures pour les levures et 25°C pendant 4 jours pour les champignons). Il se produit une
évaporation des substances qui, en contact avec les microorganismes ensemencés sur la
gélose, vont inhiber leur croissance. A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance
microbienne se traduit par une zone translucide sur la gélose de contour plus ou moins nette a

tendance circulaire.

-

| Gélose ensemencée en nappe }
&

| ' o )
— Boite de pétri

renversée
\§

{ Incubation ]

- 7 _.r\[ Zone d’inhibition ]

| -

—_— : [ Développement microbien ]

Figure 7 : Principe de la méthode de diffusion en phase vapeur. (Microatmosphere)

(Zaika, 1988).
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1. Rendement en huiles essentielles

L’huile essentielle extraite des rameaux feuillés du Cédre de I’Atlas a fourni un
rendement de 0.53%. Ce dernier est tres inferieur & ceux obtenus dans les travaux
menés par Boudarene et al., (2004) sur les aiguilles du Cedre de 1’Atlas d’Algérie
dans la région des Aurés et du Djurdjura qui ont mentionné des taux trés élevés de
I’ordre de 1,2% et 1,7% respectivement, ainsi que ceux ramené par Derwich et al. ,
(2010) pour le Cédre de I’ Atlas du Maroc, qui a donné un rendement de 1.82%.

La différence des rendements observées peut étre expliquée par divers facteurs tels
que la provenance, la période de récolte, 1’age de la plante, I’humidité du matériel
végétal, la technique d’extraction, et aussi les facteurs environnementaux. (Zhao et
al., 2012).

2. Caractéristiques physico-chimiques
Les résultats des propriétés physico-chimiques a savoir: la densité relative, le pouvoir
rotatoire, 1’indice de réfraction, I’indice d’acide et I’indice d’ester, sont regroupés

dans le tableau VI.

Tableau VI. Parametres physico-chimiques de I’huile essentielle de Cédre de
I’Atlas.

Analyses
physicochimiques HE extraite Norme (AFNOR, 2002)
Densité a 20°C 0.9289 0.92-0.95
Indice de réfraction a 20°C 1.512 1.500-1.520
Pouvoir rotatoire +0.60° +57° +82°
Indice d’acide 0.30 -
Indice d’ester 7.0125 -
Indice de saponification 6,678 -

D’aprés les résultats représentés dans le tableau VI, les indices physico-

chimiques semblent étre comparables avec les normes (AFNOR, 2002).
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e Densité a 20°C
La densité relative a 20 C°, de I’huile essentielle de Cedrus atlantica M (=0.93), reste
inférieur a celle de I’cau (=1). Ceci explique sa non miscibilité aux solutions

agueuses.

e Indice de réfraction
L’indice de réfraction de I’huile essentielle de Cedre a 20°C est de 1,512, ce qui est
conforme aux normes (AFNOR, 2002). Ce qui montre sa richesse en composants qui

dévie la lumiere polarisée.

L’indice de réfraction représente un critere de pureté de 1’huile. I1 dépend de la
composition chimique des huiles et de la température (Kaloustian et al., 2013).
Généralement, I’indice de réfraction des huiles essentielles est élevé. Il est supérieur a
celui de I’eau a 20°C = 1,3356. L’indice de réfraction est inversement li¢ au degré de
réfraction d’instauration de I’HE (Gacem et al., 1995), plus I’indice de réfraction est

faible plus I’HE est de qualité.

e Pouvoir rotatoire
Le pouvoir rotatoire de 1’huile de Cédre trouvé est de I’ordre de 0.60°. Ce paramétre
physique nous donne un bon renseignement en ce qui concerne les composés, qui sont
responsable de la déviation du plan de polarisation (composés chimigques ayant une

asymeétrie dans leurs compositions chimiques).

e Indice d’acide
Notre I’HE révele un IA de 0.30 la valeur de cet indice, reste certes dans les normes.
L’indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides libres. Il permet de vérifier la
qualité d’'une HE, notamment en ce qui concerne sa dégradation avec le temps durant

le stockage. (Salle, 1991)

En réalité, une huile essentielle fraiche contient trés peu d’acides libres un TA
inférieur & 2 est une preuve de bonne conservation de 1’essence (faible quantité

d'acides libres). (Kanko et al., 2004).
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e L’indice d’ester

Notre HE réveéle un indice d’ester (IE) de 7.0125. Cette valeur est importante. En effet
plus I’indice d’ester est élevé, mieux est la qualité d’une HE (et proportionnellement,
moins la qualité d’une 1’huile est bonne, et moins elle contraindra d’ester). (Salle,

1991)

¢ Indice de saponification
Dans notre étude, I’IS est de I’ordre de 6,678 ce qui implique que ’HE de Cedre

contient une faible quantité des acides gras a faible poids moléculaire.

L’indice de saponification renseigne sur la longueur des chaines d’acides gras, il
décroit avec I’augmentation de la longueur de ces chaines. C’est un indice qui est tres
utile dans I’industrie des savons. Une huile qui se caractérise par un indice de
saponification important, est une huile trés commode pour servir da ns la fabrication
des savons. (Hillali, 2005).

3. Evaluation de Pactivité antimicrobienne « in Vitro » de PHE de Cedrus

atlantica M.

3.1. Par Aromatogramme.

Les résultats de ce test antimicrobien sont rapportés dans les Tableaux VIII et IX. A
noter que le diametre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul du Diametre de la
Zone d’Inhibition (DZI).

Tableau VII. Diamétres des zones d’Inhibition de la croissance microbienne (en mm)
de I’essence aromatique de Cedrus atlantica M. par la méthode de

I’ Aromatogramme.
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Souches Volume Huile Essentielle (uL / disque)
bactériennes 40ul 60ul Sensibilité
Gram —

Escherichia coli 14 18 o
Klebsiella pneumoniae 11 16 o
Pseudomonas aerogenosa - 1 ¥
Gram +
Staphylococcus aureus 14 22 +++
Bacillus cereus 14 29 +++

(-) : aucune zone d’inhibition.

A la lecture des résultats obtenus lors de ce screening antibactérien par
Aromatogramme, il apparait clairement que I’HE de Cédre de I’Atlas présente une
activité inhibitrice sur les souches bactériennes. En effet, Klebseilla pneumoniae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureuset Bacillus cereus ont montré une forte
sensibilité vis-a-vis de I’HE a la dose 60 pl, avec des DZI respectifs de 16, 18, 22 et
29 mm ( Figure 9). Egalement, ces mémes souches se sont averées sensibles a la dose
de 40 pL avec DZI entre 11 et 14mm.

Seul Pseudomonas aerogenosa, s’est avéré résistant a cette huile a 40 pL et

Iégérement sensible a la dose de 60 pL .

‘ Bacillus cereus I ‘ Escherichia coli I
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[ Staphvlococcus aureus ] [ Klebseilla pneumoniae ]

Figure 9. Activité antibactérienne de I’essence aromatique du Cedrus atlantica M par

Aromatogramme. (Originale, 2017).

Il faut noter que tres peu de recherches ont évalué I’activité antibactérienne des huiles
essentielles du Cedre, nos résultats corroborent avec les travaux de (Aberchane et al.,
2003 ; Satrani et al., 2005) qui ont trouvé une faible activité antibactérienne contre

les bactéries a Gram négatif et une activité modere vis-a-vis des Gram positif.

Cependant, ils sont en accord avec ceux de Deriwech et al ., (2010), qui ont étudié
le pouvoir antibactérien de I’HE des aiguilles du Cedre récoltées, dans la région de

Ticket, Maroc et ont mentionné un effet comparable sur les mémes souches testées.

De méme, nous avons constaté que la variation de 1’activité antibactérienne de ’'HE
testée est en fonction de la bactérie cible. Nous avons également remarqué qu’il
existe une certaine différence de sensibilité entre les bactéries a Gram+ et & Gram-.
Ceci est en totale adéquation avec les travaux de Tepe et al. (2005), Dorman et
Deans (2008), qui confirment que les Gram+ sont plus sensibles a 1’action
antibactériennes des I’HEs que les Gram-. Effectivement, Imelouane, (2009) a
mentionné que ceci peut étre expliqué par les différences structurales de la paroi
bactérienne entre les deux groupes bactériens. Ainsi, la présence d'une membrane
externe hydrophile chez les bactéries a Gram négatif blogue probablement la
pénétration des composants hydrophobes des huiles essentielles dans la membrane
des cellules cibles (la paroi des bactérie a Gram négatif est trés riche en lipides car
elle contient une double couche lipidiques), par contre la paroi des bactéries a Gram

positif contient moins de phospholipides (partie hydrophile) et elle est riche en
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peptidoglycane (partie protéique) ce qui facilite la pénétration d’huile essentielle dans

la cellule bactérienne de ce groupe.

Elgayyar et al., (2001) et Delaquis et al., (2002) donnent un autre avis et notent qu’il
est trés difficile de faire de telle généralisation, parce que chaque huile essentielle est
unique dans sa composition et chaque bactéries différe considérablement en structure

et en fonctionnalité y compris en pouvoir pathogéne.

Cette différence dans I’effet antibactérien de notre huile est du a plusieurs
facteurs, comme 1’origine géographique, le polymorphisme chimique, les organes

utilisés .. .etc.

En ce qui concerne les souches fongiques, les résultats des mesures des halos
d'inhibitions nous ont permis de classer les champignons suivant leur degré de
sensibilité a I'HE (tableau VIII).

Tableau VIII. Diamétre des zones d’inhibition (en mm) de 1’essence aromatique de

Cedrus atlantica M. par la méthode de I’ Aromatogramme.

Volume Huile Essentielle (uL / disque

Les souches Fongiques 40 pL 60 pL Sensibilité
Candida albicans 18 26 +++
Aspergillus braziliensens 12 32 +++
Aspergillus niger - 11 +
Aspergillus ochraceus - 11 +

Fusarium graminearum - - -

Verticilium dalhae 22 42 +++
Penicillium globrum - 22 4+
Penicillium expansum - 18 ++
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D’aprés le tableau ci-dessus, nous constatons que les souches fongiques les plus
sensibles a 1’action inhibitrice de I’essence aromatique in vitro sont: Verticilium
dalhae avec un DZI de 42mm, suivi par Aspergillus braziliensens (32 mm), Candida
albicans (26 mm), Penicillium globrum (22 mm) et Penicillium expansum (18 mm),
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus avec un DZI de 11 mm et ce pour la dose de 60
pL (Figure 10).

Toute fois, a la dose 40 pL, seules les souches Aspergillus braziliensens, Candida
albicans et Verticilium dalhae ont montré une sensiblité vis-a-vis de I’'HE, avec des
DZI respectifs de 12, 18 et 22mm.

Fusarium graminearum semble posséder un potentiel de résistante élevé contre

I’action antifongique de notre I’HE.

é rapporté dans la littérature (Djeddi et al., 2007), une souche fongique est considérée

comme étant extrémement sensible si le diamétre d’inhibition est supérieur ou égale a

20 mm.

[ Candida albicans ] [Asoeraillus braziliensens ]

[ Penicillium alobrum ] [ Penicillium exnansum ]
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[ Fusarium graminearum ]

Figure 10. Activité antifongique de I’essence aromatique du Cedrus atlantica M par

Aromatogramme. (Originale, 2017)

Nos résultats obtenus ne concordent pas avec ceux de Shin (2003) et Ghafouri et
al. (2014), qui ont étudié I’activité antifongique de I’HE extraite des bois et des grains
du Cedre A.niger et P.expansum et P.digitatum et A.flavus et qui ont noté une forte
résistance des souches vis-a-vis de I'HE. Ceci est principalement due a leur
composition chimique riches en hydrocarbures terpéeniques et pauvre en terpénes

phénoliques (Ghafouri et al ., 2014).

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de l'activité antifongique des
métabolites terpéniques du Cedre. Le mécanisme d’action des extraits aromatiques sur
les souches fongiques n’a pas été totalement élucidé. Cependant, certaines études
soulignent que ’action antifongique de ces substances terpéniques est due a une
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de
celle-ci, entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure
(Cox et al., 2000). La lyse des cellules de levure a été montrée par la libération de
substances absorbant a 260 nm (Chami et al., 2005). En outre le mode d’action
fongicide des HE a été abordé par quelques études qui sont arrivées a la conclusion
que ce mécanisme se manifeste par une altération de la membrane plasmique de la

cellule fongique (Cox et al., 2001).
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3.2. Par Microatmospheére.
Les résultats de I’effet antimicrobien de I’HE, sont rapportés dans les tableaux X et

X.

Tableau IX. Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne (en mm)

de I’essence aromatique de Cedrus atlantica M. par Microatmosphére.

Les souches Volume Huile Essentielle (uL / disque)
Bactériennes 40 pL 60 pL Sensibilité
Gram —
Escherichia coli - 16 o
Klebsiella pneumoniae - 14 +

Pseudomonas aerogenosa - -

Gram +
Staphylococcus aureus 11 20 +++
Bacillus cereus 14 26 +4++

D’aprés les résultats, 'HE du Ceédre a dose de 60 puL a montré une activité
antibactérienne importante contre K. pneumoniae (14 mm), E.coli (16mm),
Staphylococcus aureus (20 mm) et Bacillus cereus (26 mm). Cependant, a la dose de
40 uL, seuls S. aureus et B. cereuss se sont avérés sensibles avec DZI de 11 et 14mm

respectivement (Figure 11).

Pseudomonas aerogenosa est la seule souche ayant manifesté une forte résistance a

I’HE pour les deux doses.
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e

| asillm. Eﬁi“i » | | staphylococcus aureus |

Figure 11. Effet antibactérien de I’HE par Microatmosphére.( Original, 2017)

Tableau X. Diamétres des zones d’inhibition de la croissance fongique (en mm) de

I’essence aromatique de Cedrus atlantica M. par Microatmosphére.

Volume Huile Essentielle (nL / disque)
Les souches
Fongiques 40p1 60 pL Sensibilité
Candida albicans 12 22 +++

Aspergillus braziliensens - 20 +++
Aspergillus niger - 11 +
Aspergillus ochraceus - - -
Fusarium graminearum - - -
Verticilium dalhae 14 24 +++
Penicillium globrum - 14 +
Penicillium expansum - 12 +

D’apres les résultats de tableau X, les souches les plus sensibles, pour la dose 60 pL
sont Verticilium dalhae (24mm), Candida albicans (22mm), Aspergillus braziliensens

(20mm), Penicillium globrum (14mm), Penicillium expansum (12mm) et Aspergillus
niger (11mm).
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Par contre a la dose de 40 pL, toutes les souches ont montré une résistance a
I’exception de Verticilium dalhae (14mm), Candida albicans (12mm). De méme,
Aspergillus ochraceus et Fusarium graminearum se sont avérés trés résistant a 1’huile

quelque soit la dose (Figurel3).

La méthode de Microatmosphére n’a pas été concluante pour la plupart des souches
testées, ceci et probablement di aux conductions expérimentales défavorable (degré

de température) ce qui favorise I’évaporation des huiles.

ICandidaaIbicans I IVerticiIiumdalhae I

Figure 12 : Résultats de I’activité antifongique de I’HE par Microatmosphere.

(Originale, 2017)

3.3. Comparaison entre les deux méthodes

Les figures 13 et 14, illustrent les résultats de I’ effet antimicrobien testé par les deux

méthodes, I’ Aromatogramme et la Microatmosphere.
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Diamétres des Zones d'Inhibition(mm)
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Figure 13 : Représentation graphique des deux tests antibactériens de I'HE de Cédre
de I’Atlas.
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Figure 14 : Représentation graphique des deux tests antifongiques de I'HE de Cédre
de I’Atlas.
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Indépendamment des souches microbiennes, il semblerait que la méthode de
I’aromatogramme est plus efficace en comparaison avec celle de la microatmosphére.

Donc, I’effet inhibiteur de I’'HE, pourrait étre du a la fraction non volatile.

En outre, Plusieurs paramétres peuvent étre a 1’origine de la présence ou 1’absence
de D’activité antimicrobienne, la taille de 1’inoculum : un inoculum trop dense peut
conduire a des résultats faussement négatifs. Un inoculum trop faible peut conduire a
des résultats faussement positifs. Cependant, la comparaison de ’efficacité des HEs a
travers les différentes publications reste difficile a réaliser, et cette difficulté réside au
niveau des différents paramétres externes incontrblables. Donc [D’activité
antimicrobienne d’une HE peut changer par sa composition chimique, par les

génotypes, par les méthodes employées...etc.

Les résultats obtenus par chacune de ces deux méthodes peuvent étre différents
selon le choix et les conditions physiologiques des microorganismes. La période de
I’exposition du microorganisme a I’HE, aux doses d’HE utilisées, le choix de
I’émulsifiant pour solubiliser les HEs ceux-ci autant de facteurs pouvant expliquer

parfois des resultats contradictoires des différentes études

En somme, d’aprés nos résultats sur 1’activité antimicrobienne de I’HE testée, il
ressort que I’activité biologique des HEsS ainsi que leur mode d’action sont
directement influencés par la nature et la proportion de leurs constituants qui entrent
dans leur composition. Les composés majoritaires sont souvent responsables de
I’activité antibactérienne observée (Dorman et Deans, 2000). En effet, il est admis
que D’activité antimicrobienne des HES se classe dans I’ordre décroissant selon la
nature de leurs composés majoritaires : phénols > alcools > aldéhydes > cétones >
oxydes > hydrocarbures > esters (Dorman et Deans, 2000). Ainsi, les effets
antimicrobiens des HEs ont été expliqués principalement par la présence des terpénes,
les hydroxyles des groupements phénoliques qui sont capables de se liés aux sites
actifs des enzymes cibles par des liaisons d’hydrogéne. Les alcools terpéniques sont
connus par leur fort pouvoir antibactérien, du a leur solubilité dans 1’eau, ce qui leur
confére une haute habilité a pénétrer la paroi des cellules bactériennes (Balleti et al.,
2004).
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Annexe 1 : « Matériel de laboratoire utilisé »

e Petit matériel et consommable

- Anse de platine.

- Bec bunzen.

- Bécher.

- Boites de Pétri stériles a usage unique.
- Burette graduée.

- Disques en papier absorbants.

- Ecouvillons stériles a usage unique.

- Entonnoir.

- ErlenMeyer.

- Etiquettes.

- Fiole conique.

- Fiole Jaugée.

- Papier Aluminium.

- Pince.

- Pipettes graduées.

- Pissette.

- Portoir pour tubes.

- Seringues stériles en plastique a usage unique.

- Tubes a essai en verre a vis et a fond plat.

e Réactifs

- Alcool.

- Eau distille.

- Eau physiologique a 0.9%.
- Ethanol

- Formol

- HCI

- Hydroxyde de potassium

- Méthanol
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o Appareillage :

- Agitateur Vortex.

- Autoclave (Stérilisation a chaleur humide 120°c).
- Bain Marie.

- Balance analytique.

- Balance de précision.

- Etuve.

- Polarimétre.

- Réfractométre.

- Spectrophotometre UV-Visible (Shimadzu).

- Titrimétre.

l Densitomeétre I l Etuve I
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| Aromatoa ramme I

Annexe 2 : « Milieux de culture utilisés »

¢+ La composition des principaux milieux de cultures utilisés :

*Gélose nutritive :

Extrait de viande de boeUf.........ccooiiii i lg
EXtrait  de  JeVUIe... ... 2g
o 01 (0T 59
Chlorure de SOdIUM........oii e e e 5¢
GIOSE. .. ettt s 15g
pH=7.3
*Mueller-Hinton :
Infusion de viande de boeUf... ..., 3009
Hydrolysat de Caséine ..........ociiiiiiiiii e 17.5¢
AN, . 1.5g
GlOSE ..ttt 10g
pH =7.4

*Gélose Sabouraud :
PePtONE .ot Glucose
........................................................................................ 20g Agar
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Annexe 3

Tableau : Caractéristiques des souches microbiennes utilisées.

Espéce microbienne

Caractéristiques

Maladies provoqué

Référence

Escherichia coli

Bacille, mobile, Gram

négatif, pathogéne.

négatif, pathogéne.
Diarrhée, infection
urinaire, méningite,

septicémie

(Burits et Bucar,
2000)

Staphylococcus aureus

Cocci, immobile, Gram
positif, disposé en
amas ou en grappe de

raisin.

Infections cutanées
suppurées,
toxiinfection

alimentaire.

(Clave, 2013)

Pseudomonas
aerogenosa

bacilles fins a Gram
négatif, non capsulés,

mobiles

Responsable de
bronchopneumopathies
et les affections
respiratoires infections
cutanées dans les

ulcéres

(Clave, 2011)

Bacillus subtilis

Batonnet droit & bout

arrondis, Gram positif

Infection oculaires
succédants a des
traumatismes
accidentals ou
chirurgicaux.
Responsable de
quelque cas de toxi-
infactions alimentaires

(Joffin et Leyral,
2006)

Kleibseila pneumonae

Baciile Gram négatif

Agent pathogéne
responsable
d’infection variée :
respiratoire,infection
opportuniste chez les
malade shospitalisés

(Joffin et Leyral,
2006)
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Genre Aspergillus

Aspect conidiospore
terminé par une téte

renflée

Infection fongique et
parasitaire entraine
une baisse importante
de la faculté
germinative des

semences.

(Reboux et al.,
2010)

Condida albicans

champignon diploide et
encapsulé,
polymorphes

candidose, une
infection fongique

(Hazen et Howell,
2007)

Fusarium graminearum

présence de
macroconidies
fusiformes et

cloisonnées

especes
phytopathogénes,
saprophyte
susceptibles d’attaquer
un grand nombre de
plantes, provoquant
des maladies appelées

Fusariose

(Hazen et Howell,
2007)

Verticilium dalhae

Aspect conidiospore

Responsable de la
verticillioose sur
plusieurs légumes en

particulier la tomate.

(Reboux et al.,
2010)

Genre Penicillium

présence de
conidiophores dresses,
plus ou moins ramifiés,

terminés des phialides.

des contaminants
fréquents de nombreux
substrats, notamment
des aliments.

Certains d'entre eux
produisent des
métabolites toxiques

pour les mammiferes.

(Reboux et al.,
2010)
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