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Résumé

De nos jours, la tendance a utiliser des produits naturels issus de plantes se développe
face aux effets secondaires des composés synthétiques qui peuvent étre nocifs pour la santé
humaine et l'environnement. Les huiles essentielles sont des composés naturels qui sont

aujourd'hui de plus en plus utilisés dans différents domaines.

L’extraction des huiles essentielles des parties aériennes de cyprés sempervirens par la

méthode d’hydrodistillation a présenté un rendement de 0.38%.

L’objectif principal de cette étude a été d’évaluer les propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes et anti-inflammatoires de deux huiles essentielles de Cyprés : sempervirens et
arizonica. L'étude de l'activité antioxydante des huiles essentielles a été évaluée par la
méthode de réduction du DPPH. L'évaluation de I'activité antimicrobienne a été examinée par
la méthode de diffusion sur disque contre trois souches bactériennes soit : Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli et deus souches fongiques : Candida albican et
Aspergillus brasiliensis. L’étude de I’activité anti-inflammatoire a été eévaluée par la méthode

de I’cedéme induit par la carragénine sur les pattes de souris.

Les résultats ont montré que les HE utilisés présentent une importante activité vis-a-

vis des micro-organismes testés, avec un excellent effet de I'huile de Cupressus arizonica.

D’autre part I’HE de C.sempervirens a révéelé une activité antioxydante plus
importante qu’HE de C.arizonica, avec des pourcentages d’inhibition de radical libre plus
¢levés et a une concentration plus faible, I’huile essentielle de 1’échantillon a la concentration

(0.5ul/ml) a montré le pouvoir réducteur le plus important, avec un pourcentage d’inhibition

de 98,68 %.

L’HE de Cupressus arizonica a exprimé un effet anti-inflammatoire supérieur a celui
de "HE de Cupressus sempervirens. Ces données montrent que les HE constitueraient une
solution alternative saine et efficace aux produits chimiques t et se prétent bien aux

investigations dans le domaine de la lutte biologique.

Mots clés: Huiles essentielles, activité antimicrobienne, activité anti-inflammatoire, activité

antioxydante, extraction des huiles essentielles.



Abstract

Nowadays, the tendency to use natural products from plants is developing in the face of the
side effects of synthetic compounds that can be harmful to human health and the environment.

Essential oils are natural compounds that are now increasingly used in different fields.

The extraction of essential oils from the aerial parts of sempervirens cypress by the
hydrodistillation method had a yield of 0.38%.

The main objective of this study was to evaluate the antimicrobial, antioxidant and anti-
inflammatory properties of two cypress essential oils: sempervirens and arizonica. The study
of the antioxidant activity of essential oils was evaluated by the DPPH reduction method. The
evaluation of antimicrobial activity was examined by the disc diffusion method against three
bacterial strains: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Escherichia coli and two fungal
strains: Candida albican and Aspergillus brasiliensis. The study of anti-inflammatory activity

was evaluated using the square edema method on mouse legs.

The results showed that the HE used has an important activity vis-a-vis the microorganisms

tested, with an excellent effect of Cupressus arizonica oil.

On the other hand, C.sempervirens HE showed a higher antioxidant activity than C.arizonica
HE, with higher free radical inhibition percentages and at a lower concentration, the essential
oil of the sample at the concentration (0.5ul/ml) showed the greatest reductive power, with an

inhibition percentage of 98.68%.

Cupressus arizonica HE expressed an anti-inflammatory effect greater than Cupressus
sempervirens HE. These data show that HE would be a healthy and effective alternative to

chemicals t and are well suited for investment



gadla
DB dgal e B il (e Agagdall cilatiall aladia) N dadl sl o ualall cd gl b

o Al g 3l Al g Gl daan 3 e 05 ) Sy Al e lilaal) Gl pall 4l
Aaling BN & 2 yie I oY) — dpauh Gls ja

o o Cupressus sempervirens (= sl ;\J;‘z?\ oy Al g 3l z) AL dle &l
70.38 Sl Nl 44 )k

3auSY) lalzan s g 5Saall saliaall Gailadll avii g Al all sda (e i)l Cargll (IS
Cupressus s CUpressus Sempervirens : s sl aulud) &g 3 (e (¥ LA 83lias 5
&5 DPPH. Jalii 485 )l dan) g1 danla) g 51 32008 sl Lalzall 4 )2 i &3 arizonica
A Y 3 e il L Ayl A e s Saall aliaal) Bl aydi (asd

s O ké By Escherichia coli s Staphylococcus aureus sBacillus subtilis

LU aleadll Laladll 4l 0 . &3 Aspergillus brasiliensis s Candida albican
Ol da ) e Any yall 435l 43k plasiuly

Al ) Aaga) Al Kl Wae age dalin 4l axdiaall W) cyll o) gl ekl
. Cupressus arizonica Gyl e il e cla sl

ol e el 5080 13las Wi C.sempervirens st cu il elal « g al dali o
vie Aell Wl il jelal (B 38 s el 3l caws ae ¢ Cuarizonica smlasY!
/98 68 L.u.u 4.1...».\.1 44_1]\).1;\ Us J.\S‘ (dA 0. 5) ).\S).J\
ol Ll sk A slme il c=Cupressus arizonica ¥ 3l el

s S 05 eulal) cu il of il o3a edai . Cupressus sempervirens otuY!
Jala Uilia 5 £ AL SH) o) gall Wlad

Ll el alcadd) Lbail) ol g Saall aleadd) Lbaill daulal) g3l sdaalidall  cilalsl)
mh‘ﬁ\ a_tj.a)l\ \_);_u.n\ ‘b.la.uS)j Alaall



Liste des tableaux

Tableau 01: La classification des CUPFeSSACEES. ... .....c.euiririnietetiiet e, 3
Tableau 02: Classification de Cypres : Cupressus sempervirens.L...............ooooveeenennn. 6
Tableau 03: Classification de Cypres : Cupressus arizoniCa.............coeeeeveuenienananeannn.n. 8

Tableau 04: Principaux constituants des huiles essentielles de C. sempervirens précédemment

signalées de differentes OriginesS. .........o.iiiir i e 10

Tableau 05: Principaux constituants des huiles essentielles de C. arizonica précédemment de

AIffEreNteS OFIgINES. .. ...t e, 11
Tableau 06: Reépertoire des eSpeces EtUdIBES. ........c.oviiriir it 13
Tableau 07: les différentes souches microbiennes de réference.............cccoceevviiiiinnnn... 13
Tableau 08: liste des matériels de laboratoire (Equipements, Matériels et verreries).......... 14
Tableau 09: liste des Produits chimiques, réactifs et milieux de culture......................... 14

Tableau 10 : Résultat du test antioxydant exprimant la concentration efficace 50% en



Liste des figures

Figure 01: Classification détaillée de ’ordre des Cupressales..............ccovviviiiiiiiiinnn.n 4
Figure 02: CUPreSSUS SEMPEIVITENS. .. ...ttt ettt ettt et e e e nenes 6
Figure 03: COnes CUPressUS SEMPEIVITENS. ... ...u ittt ettt et et et eie e e e e ere e eeaaaas 7
Figure 04: Fleurs males et femelles de Cupressus SEMPErvirens............oeveeevverinneneennnn.. 7
Figure 05: CUPFeSSUS @FZONMICA. ... ..uutnt ettt et et et et e et et e e e aees 8
Figure 06: Dispositif d’hydrodistillation................cooiiiiiiiiiii e, 15
Figure 07: Préparation des dilutions de I’huile essentielle................c.ooveviiiiiiiniinn... 17
Figure 08: Ensemencement par €couvillon..............coviiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeen, 18
Figure 09: dépot des disques et incubation des bOites. ...........ooeiiiuiiiiiiiiiniieiieene, 18
Figure 10: Gavage des différents eXtraits. .. ......vvuerenieerenine ettt eeeeeeeeeeenan, 20
Figure 11: Injection de la carra@énine. ............c.ovuieiniiniinit et 20
Figure 12: sacrifice des SOUIIS. ......uiitit ittt e e e 21
Figure 13: Coupure et pesée des Pattes. ... .....ouiirint ittt 21
Figure 14: préparations des €XtIaitS. ... ......eiuiiririt ittt ettt et eans 23
Figure 15: préparions de DPPH. ..., 23
Figure 16: lecture de réSultats. ... .......c.oiiritii e 23

Figure 17: Représentation graphique du test de sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis

d’huile essentielle teStE C.aliZONICA. ... ..ovue et e, 26

Figure 18: Représentation graphique du test de sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis

d’huile essenticlle testé C.SEMPEIVITENS.........cciiiiiieiieeie e etteste et e st r e eraesraesre s e eneas 27
Figure 19: Moyennes de la différence des poids entre la patte gauche et droite des souris...28
Figure 20: Pourcentage de 1’cedéme et le pourcentage de réduction de I’cedéme.............. 29

Figure 21: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des huiles essentielles de C. ariZONICa. .........u.n e, 31



Figure 22: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des huiles essentielles deC.SemMpPervirens. ............oeveiiiniiiiiieinninnanns

\



Liste des abréviations

AT : La décroissance de 1’absorbance

ATCC : American Type Culture Collection

B. subtilis : Bacillus subtilis

C. arizonica : Cupressus arizonica

C. sempervirens: Cupressus sempervirens

CPG : Chromatographie en phase gazeuse

DPPH : 2,2-diphényl-1-picryl hydrazyl

E. coli : Escherichia coli

GC-MS : Chromatographie phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse
HE: huile essentielles

IC50 : La concentration inhibitrice médiane

LRPMA : Laboratoire de recherche en plantes médicinales et aromatiques
M" : masse d’huile essentielle en gramme a partir des parties aériennes

M : masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme

OMS : Organisation mondial de la santé

Pl : pourcentage d’inhibition

RHE : Rendement en huile essentielle
RMN : Résonance magnétique nucléaire
S. aureus : Staphylococcus aureus

UFC : Unité Formant colonie

BHA : Beta Hydroxy Acids

Vil



Tableau de matiére

Résume
INtroduction.....ccouiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt r e e e e e sanees 1
Synthése bibliographique
I.1. Définition des plantes médicinales........cccevviuiiiiiiiniiiniiiiniiiiiiiereiniciereiiasenns 3
L.2. Généralité sur la famille des CUPIESSACERS...ueutrerurereeenrereecnseransassascnsesancnsesnnnes 3

L.2.1. Position SyStématiqUe.......ccvvvuiiieiiiniiiniiiieiiinicinersestosssssnsssssessnsosnssns 3
L.2.2. L€ @eNre CUPIESSUS.ueeeetenteeeesetessosessssssnsosssssssssossssssssssssssssssssssnssssssnss 4
1.2.3. Distribution géographique........cccccviieiiieiiiniiiiiiiiniiieiiiareinecseniesnscsnnsons 5
1.2.4. Utilisation en médecine traditionnelle............cccoeeiiiniiiiiiiiniiininnnieinecnnns 5
1.3. Espéces CUPIeSSUS SEMPEIVIFENS. cueutieieeeeeeanreecsensansassessnssnsessmsssnsansessnssnsansssss 6
L.3.1. Position SyStématiqUe......cccoeueiieiuineiiiieineisieiosnecsetossscsssssssscsnsssnssonns 6
1.3.2. Description botanique......cccceeeviiiiniiiiiiiiiintieiinsieeiensecssssscsssssscsnsscsens 6
1.3.3 Composition chimiqUe.....cccoeviiiiniiiiiniiiiniiiiintiiiiietioiesstcsessscssnsscsnions 7
L4. Espéces CUPIESSUS AriZONICA. . ceeeeenreareeeesseasessnsensescescnssnsessssnssnsssssssnsansassesss 8
L.4.1. Position SyStématiqUe......cccceeiiiiniiieiiiieineisieiossressetssnscsssssssscsssssnasonns 8
1.4.2. Description botaniqUe......c.covveeiiiiiniiiiiiiiiiniieiinriesinseosssstosssssccseisonsss 8
1.4.3. Composition chimique.......ccccovveiiiiiiiiiiniiiiiiiieiiiiiiieiciaresetssssosnscsnnss 9

L.5. Rappel bibliographique sur les études de la composition chimique d’huiles

ESSENTIEIIES BLUTIBES. ... e et ettt e st e e e aeeateere sreeneeeres 9
Partie expérimentale

Chapitre I : Matériel et méthodes

0 0 1 T 41 £ N 12
720 == -] 13
1.2.1 Matériel bIologique.....ccvueineiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiieeiieiieeiaeieeiasinccemenssees 13
1.2.2 Matériel non biologique.........ccevieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieneen 14
8G90 11 1 14t 15



1.3.1. Extraction des huiles essentielles par Hydrodistilation...........ccccccvvieiinnnn.n. 15

1.3.2. Activité antimicrobienne.........ccoeveiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieieneiaeaee 16
1.3.3. activité anti-inflammatoire.........ccveveveiniimiininiiiniiiiieieieineniieineeesesesenen 19
1.3.4. ACLIVItE aNti-0XYdANTe....eeininiieiniiieinireenreeeeenreesncnsessncnsessasasesassnsesascnses 22
1.3.5. Méthode de préparation de 100 g de la créme hydratante............cccovuvnnannn... 24

Chapitre 11: Résultats et discussion

I1.1. Résultat de rendement.........ocoeviiiiieniiererurnrerrrsesissssssssssssssssssssssssssssses 25
I1.2. Résultat de ’activité antimicrobienne...........ccccoevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnenn 26
I1.3. Résultat de ’activité anti-inflammatoire...........ccccoveviieiiiiiiiiiiiiiiiiiniienenn.. 28
I1.3. Résultat de PPactivité anti-oXydante.......cccvveiieiiniiieiiniiiiieiinnisnronecssssnsossssnses 30
L @1) 1 T 11 ) 11 1 34

Réferences bibliographique

AnNnexes






Introduction



Introduction

Introduction

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales. De nos jours, les plantes sont toujours utilisées comme
médicaments : en phytothérapie, des parties ou extraits de plantes sont employés, mais plus
généralement le principe actif est isolé de la plante, purifi¢ ou synthétis¢ afin d’étre

précisément dosé dans le médicament (Dridi, 2005)

L’Algérie présente une richesse floristique remarquable qui est directement liée a sa
diversité ecosystématique et paysagére. Sa flore est estimée a 4000especes, le nombre de ceux
endémiques est de 464 (387 especes, 53 sous-especes et 24 variétés), soitll, 61 % des plantes
vasculaires algériennes. (YAHI & ABDELGUERFI, 2012)

En Algérie, le genre Cupressus se trouve, sauf quelques rares petites formations, a
I’état d’arbre isolé ou arbre d’ornement ou d’alignement. Les especes endémiques ou
naturalisées de ce genre sont : le cyprés du Tassili (Cupressus dupreziana A. Camus), le
cyprés de I’Atlas (Cupressus atlantica Gaussen), le cyprés toujours vert (Cupressus

sempervirens L.). (Nichane, 2015)

Les huiles essentielles, également appelées « huiles volatiles », sont des mélanges
complexes de composes volatils qui sont produits par les plantes aromatiques en tant que
métabolites secondaires. Elles sont responsables des propriétés de la plante aromatique, Les
HE agissent a la fois sur la physique et leur psychisme, leurs molécules extrémement fines,
ont la capacité de diffuser immédiatement et profondément dans I’organisme, agissant via le
flux sanguin pour exercer leurs effets thérapeutiques. Elles sont connues pour leurs activités
antimicrobiennes, antifongiques et insecticides (Valdivieso-Ugarte et al, 2019). Bien qu’elles
contiennent deux ou trois composants majeurs a un taux de 20 a 70%, les huiles essentielles
sont des mélanges trés complexes composes principalement de terpenes, de terpénoides et de
phénylpropanoides, et peuvent également contenir de nombreux autres composes, tels que des

oxydes et des dérivés soufrés (Winska et al., 2019).

Le présent travail s’intéresse essentiellement a I’é¢tude des propriétés, antioxydantes, anti-
inflammatoires et antimicrobiennes des huiles essentielles de cyprés (Cupressus

sempervirens et arizonica).



Introduction

Les objectifs de la présente etude sont :

> Extraction des huiles essentielles de notre plante étudiée.

> Evaluation des propriétés antioxydantes in vitro a travers le test de piégeage du radical
DPPH.

> Evaluation de I’activité antimicrobienne vis-a-vis des trois souches bactériennes
(Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) et deux souches
fongiques Candida albicans et Aspergillus brasiliensis.

> Evaluation de I’activité anti-inflammatoire testée sur des souris Albinos.

Notre travail est organisé comme suit : Premierement, une introduction générale qui
présente un apercu sur le cypres, les huiles essentielles et leurs activités biologiques, et se
termine par la présentation des objectifs de I'étude. Ensuite, une présentation des materiels
utilisés a savoir le matériel vegétal, animal et les microorganismes, puis les methodes et les
différents protocoles réalisés. Suivi des différents résultats obtenus a partir de I'évaluation des
activités biologiques concernées et la discussion de chacun de ces résultats. Enfin, une
conclusion qui represente un résumé du travail effectué et des principaux résultats obtenus,

avec quelques suggestions et perspectives pour compléter et développer ce travail.
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Chapitre I: Généralité sur les plantes médicinales

I.1. Définition des plantes médicinales:

Selon la définition de la Pharmacopée Francaise (11eme édition en vigueur): « Les plantes
médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée Européenne dont au moins
une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Ces plantes médicinales peuvent aussi

avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques ». (Limonier, 2018)

En d’autres termes nous pouvons dire qu’une plante médicinale est une plante dont un des
organes, par exemple la feuille ou I'écorce, posséde des vertus curatives lorsqu’il est utilisé &

un certain dosage et d’une maniere précise. (Chabrier, 2018)

Les plantes sont considérées comme médicinales lorsque l'un de leurs organes a une
activité pharmacologique et un emploi thérapeutique. Donc, comme le souligne, les plantes
médicinales sont toutes les plantes qui ont des emplois thérapeutiques. On les appelle «

Herbes a tisanes » car elles sont fréquemment utilisées dans les tisanes. (Merradi, 2021)
I.2. Généralité sur la famille des Cupressacées :

1.2.1. Position systématique :

Tableau 01: La classification des Cupressacées est la suivante : (Nava, 2008)

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Coniferophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae

Sur la base de critéres génétiques et morphologiques, il est actuellement proposé de diviser

la famille Cupressaceaeen sept sous-familles : (Nava, 2008)

e Cunninghamioideae (Zucc. ex Endl.) Quinn (Cunninghamia)
e TaiwanioideaeL.C.Li (Taiwania)

e AthrotaxidoideaeL.C.Li (Athrotaxis)
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e SequoioideaeSaxton (Sequoia, Sequoiadendron, Metasequoia)

e TaxodioideaeEndl. ex K.Koch (Taxodium, Glyptostrobus, Cryptomeria)

e CallitroideaeSaxton (Callitris, Actinostrobus, Neocallitropsis, Widdringtonia,
Diselma, Fitzroya, Austrocedrus, Libocedrus, Pilgerodendron, Papuacedrus).

e CupressoideaeRich. ex Sweet (Thuja, Thujopsis, Chamaecyparis, Fokienia,
Calocedrus, Tetraclinis, Microbiota, Platycladus, Callitropsis, Cupressus, Juniperus)

Ordre CUPRESSALES
Familles Taxodiacées Cupressacées
Sous-familles Cupressoidées Callitroidées
Tribus Cupressées Junipérées  Thukopsidées Tetraclinées ~Libocédrées ~ Actinostrobées
Genres Chamaecyparis ~ Cupressus Juniperus  Thuja Tetraclinis Callitris fitzroya
Especes principales Ch. lawsonia C. sempervirens I cedrus T, occidentalis  T. articulata

Ch. taiwanensis  C. arizonica S thurifera  T. plicata (Callitris quadrivalvis)

Ch. nootkatensis - C. pigmaea J. virginiana elc.

elc. elc. J. chinensis (15 espéces)

(7 espices) (20especes) elc.

(70 especes)

Figure 01: Classification détaillée de ’ordre des Cupressales (Haluk, 2000)
1.2.2. Le genre Cupressus:

Les coniféeres qui ont le nom commun de « cypres » appartiennent au genre Cupressus qui
est I'un des genres de la famille Cupressaceae. En général, les espéces appartenant a ce genre
montrent une plasticité aux conditions édaphiques et certaines ont une remarquable tolérance
a la sécheresse. Les cyprés peuvent étre trouvés sous climats tempérés chauds, dans
I'hnémisphére Nord, plus précisément autour de la Méditerranée, en Asie et en Amérique du
Nord. (Nava, 2008)
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1.2.3. Distribution géographique :

Les cypres sont des localités indigénes dispersées dans les grandes régions tempérées
chaudes ou subtropicales de I’hémisphére nord. Son aire de répartition naturelle comprend
I’ouest de I’Amérique du Nord et centrale, I’Afrique du Nord, le Moyen-Orient, ’Himalaya,
le sud de la chine et le Nord du Vietnam; de nombreuses especes sont cultivées comme arbres
d’ornement, le Cyprés commun est un arbre représentatif de la flore méditerranéenne qui est

un symbole du deuil dans cette région. (Nichane, 2015)

Par ailleurs, la distribution de cette famille est sous I’influence de facteurs divers : climat,

sol, perturbations (catastrophes naturelles, exploitation humaine), etc.

En Algérie, les cupressacées ne représentent que des essences forestieres de protection. En
outre, dans une étude comparative des essences forestieres du pourtour méditerranéen, a

signalé la présence de quatre especes dans la famille des cupressacées. (Ahmed, 2016-2017)
1.2.4. Utilisation en médecine traditionnelle :
Cupressus est une plante médicinale traditionnelle et aromatique:

e traditionnellement employ¢ pour le traitement de 1’angine et les rhumatismes.

e dans la médecine traditionnelle turque, les fruits de cette plante sont employés pour
traiter le rhume et les toux. (Tumen, 2012)

e ses feuilles séches sont utilisées comme emmenagogue et pour les maux d'estomac
ainsi que pour le diabete.

e Sa plante fruitiere séchée est utilisé pour le traitement de I'inflammation, des maux
de dents et de la laryngite et aussi comme contraceptif, astringent et antiphrastique.

e La graine séchée de cet arbre a été utilisée pour plaies, ulcéres, ecchymoses, plaies,
boutons, pustules, éruptions cutanées et érysipele.

e Huile essentielle de Cupressus sempervirens est utilisé a I'extérieur pour les maux de

téte, le rhume, la toux et la bronchite. (Ben Nouri, 2015)
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I.3. Espéces Cupressus sempervirens :

1.3.1. Position systématique :

Tableau 02: Classification de Cyprés : Cupressus sempervirens.L. (Nichane, 2015)

Régne Plantae
Embrenchement Spermaphytes

Sous embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Cupressaceae
Genre Cupressus
Espéce Cupressus sempervirens L.

Figure 02: Cupressus sempervirens. (Lemoine & Rouane, 1978).
1.3.2. Description botanique :

Est un arbre, qui peut atteindre vingt-cinqg métres de hauteur. Il a un tronc élancé d’ou

partent nombreuses branches ramifiées disposées en longue cyme pyramidale étroite et aigue.
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L’écorce est d’un gris rougeatre et fissurée. Les feuilles persistantes, en forme d’écailles,
triangulaires, d’un vert foncé, imbriquées sur quatre rangs, revétent enticrement les rameaux.
C’est une plante monoique, les cones fructiféres, arrondis et d’un brun un peu luisant, ont
deux 4 trois centimétres de diameétre et se composent de huit & douze écailles ligneuses, qui
s’écartent 4 maturité pour laisser échapper les graines. (Amara, 2017) Cet arbre est sensible
au froid (au-dessous de -15 °C), il résiste bien a la sécheresse (600 mm/an) et il est
moyennement exigeant en lumiére. Sa croissance est assez rapide sur la hauteur mais lente sur
le diametre. (HEDJAL-CHEBHEB, 2014)

Figure 03: Cdnes Cupressus sempervirens (Caudullo & Rigo, 2016 ; Sebbane & Khaldi,
2019).

Figure 04: Fleurs males et femelles de Cupressus sempervirens (Hireche & Ferhat, 2019)
1.3.3 Composition chimique :

Certaines études sur la composition chimique de Cypres indiquent que la plante contient

divers métabolites secondaires, a savoir des alcaloides, des flavonoides, des saponines et des
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phénols. Toutes les proportions sont inférieures a 2%. Ces molécules naturellement présentes
dans les plantes ont des propriétés chimiques différentes. Comme son nom l'indique, les
alcaloides sont alcalins et ont une signification thérapeutique historique. Le tanin est un
polyphénol dont la propriété est de précipiter les protéines et est utilisé pour tanner le cuir.
Les saponines sont des hétérosides naturels des plantes. (Rawat, 2010)

I.4. Especes Cupressus arizonica:

I.4.1. Position systématique :

Tableau 03: Classification de Cypreés : Cupressus arizonica. (Haluk, 2000)

Ordre Cupressales
Familles Cupressacees
Sous-familles Cupressoidées
Tribus Cupresseées
Espéce Cupressus arizonica

Figure 05: Cupressus arizonica.(Michel Caron, 2023)
1.4.2. Description botanique :

Cupressus arizonica est apprécié en raison de sa vigueur et, surtout, de sa trés grande
rusticité, tant sur le plan édaphique que climatique, puisqu'il ne craint pas des tem- pératures

de - 20°C. On le trouve effectivement en France trés bien acclimaté dans des stations seches a

8
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pH élevé du Midi, comme dans certaines régions montagneuses a climat rude (Massif
Central). Ajoutez a cela sa résistance a Coryneum cardinale et on ne s'‘étonnera pas de
I'engouement actuel pour cette espéce, utilisée aussi bien comme écran brise-vent, élément de

décoration, ou essence forestiere. (Afocel-Armef, 1985)

Arbre persistant et monoique (haut : 25 m), & la couronne conique puis colonnaire. Feuilles
squame formes, a l'apex aigu. Cones males ovoides (long : 2-5 mm, diam : 2 mm), groupées
en fascicules axillaires. Cones femelles gris & bruns, oblongs a globuleux (long : 20-30 mm).
(Greene, 2006)

1.4.3. Composition chimique :

La composition chimique, les activités antioxydantes et allélopathiques de I’extrait de
feuilles et de cones de Cupressus arizonica de Tunisie ont été évaluées. Les valeurs des
rendements en huiles essentielles (HE) étaient de 0,18 % pour les feuilles et de 1,07 % pour
les cones. Grace a I’analyse par GC/MS des feuilles et des cones de C. arizonica, les
principaux composés identifiés dans I’'HE des feuilles étaient 'umbellulone (19,4 %) et ’a-
pinéne (10,75%) tandis que I’HE des cOnes était caractérisé par sa richesse en a-pinene
(81,3%). (Ferjani , 2022)

1.5. Rappel bibliographique sur les etudes de la composition chimique

d’huiles essentielles étudiées :

Les principaux composants d’huile essentielle de Cupressus arizonicsont l'a-pinéne, le
cymene, le myrcene, le limonéne, I'hydrate de sabinéne, le cédrane et le germacrene
D.(Emamiet al, 2010)

Plusieurs études reportent que ’analyse de la composition chimique des HEs se fait par
chromatographie en phase gazeuse (CPG ou GC) ; et ce pour I’analyse quantitative, et par
chromatographie phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) ; pour
I’analyse qualitative, cette analyse peut également étre réalisée par la technique de résonance
magnétique nucléaire (RMN) (Bissangou & Ouamba, 1997 ; Burt, 2004 ; Tomi et al, 2011
; Boukssaim et al. 2013)



Synthése bibliographique

Tableau 04: Principaux constituants des huiles essentielles de C. sempervirens précédemment

Pays

lran

Italie

Grece

Algérie

Algérie

Algérie

Tunisie

Tunisie

signalées de différentes origines.

Partie composants
utilisée
a-pinene (30%), A-3-carene (24%),
Feuilles terpinolene (6.6%), a-terpenylacetate (6.6%).
a-pinene (39%), A-3-carene (24%), a-

Cones terpenylacetate (5.6%
a-pinene (19.3%), sabinene (39.6%),
Feuilles limonene (7.31%), zingibirene (6.9%), 6-

terpinene (6.14%), 6-cadinene (5.45%)
a-pinene (39.54%) and y-terpinene (11.56%).
Cones
a-pinene (47.00 - 52.76%), 6-3-carene (19.35
Feuilles - 21.13%), a-terpinylacetate (4.10 - 6.47%),
cedrol (2.03 - 3.92%), myrcene (3.11 -
3.48%) and limonene (2.28 - 3.31%).
a-pinene (2.8 - 44.9%), 5-3-carene (31 -
Feuilles 10.6%) and a-terpinylacetate (5.5 - 12.0%)
a-pinene (60.5%), cedrol (8.3%),
Feuilles
a-pinene (20%), 6-3-carene (22.9%),
Rameaux | aterpinolene (9.4%), a-terpinylacetate (7.5%),

limonene (5.1%)

Cones a-pinene (47.51%), a-cedrol (7.40, 4.11%).

Références

Jahani et al (2019)

Sachetti et al
(2005)

Loukis et al (1991)

Changriha et al

(1993)

Changriha et al
(1997)
Mazari et al (2010)

Cheraif et al
(2018)

Amri et al (2013)
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Tableau 05: Principaux constituants des huiles essentielles de C. arizonica précédemment de
différentes origines.

Pays Partie composants Références
utilisée
cis-muurola-4 (14), 5-diéne (21,27 %), umbellulone | Cherrad et al
Maroc Feuilles (19,88 %), a-pinene (9,39 %) et a-muuroléne (7,87 (2022)
%7)
a-pinene (51,07%), myrcene (17,92%), limonéne
Cones | (9,66%), B-pinéne (4,92%), méta-cyménene (2,6% ) et
a-terpinéol (2,38 %)..
hydrocarbures monoterpéniques (33,4%), Sedaghat et al
Iran Feuilles hydrocarbures sesquiterpéniques (27,0%), (2011)
monoterpenes oxygéneés (22,8%) et sesquiterpenes
oxygénés (14,3%). Les principaux constituants étaient
le p-cymene (13,7 %), I' . -pinéne (9,2 %), le cis-
muurola-3,5-diéne (7,9 %) et le germacrene D (6,6 %).
Hydrocarbures monoterpéniques, a -pinene
Fruits (61,9%),myrcene (12,6%), limonéne (5,0%) et
contenant de I'oxygenehydrate de monoterpenetrans-
sabinéne (6,8%)
a -pinéne et umbellulone comme Chéraif et al
Tunisie Feuilles | ceux-ci constituent respectivement 20,0 % et 18,4 % (2007)
de I'huile. le cis-Muurola-4(14),5-diene était également
présent dans une
proportion (9,4 %), ainsi que les deux formes isoméres
étroitement apparentées de cis-muurola-5-en-4-ols
(total 5,5 %)
a -pinéne (22,9%), limonene Malizia (2000)
Argentine | Feuilles | (8,5 %), umbellulone (16,5 %), terpinen-4-01(5,5 %)
et cis-muurola-4(14),5 diéne (9,0 %)
Ombellulone (37.3%) Chanegriha et
Algérie Feuilles Sesquiterpénes (9,8 %) cétones (37,3 %) al (1997)
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Chapitre I : Matériel et méthodes
I.1 Objectifs :

Les objectifs de notre travail sont :

> Extraction des huiles essentielles de notre plante étudiée.

» Evaluation de I’activit¢é antimicrobienne des huiles essentielles de Cupressus
sempervirens et Cupressus arizonica, vis-a-vis des trois souches bactériennes
(Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) et deux souches
fongiques Candida albicans et Aspergillus brasiliensis.

> Evaluation de I’activité anti-inflammatoire testée sur des souris Albinos par la méthode
de I’cedéme induit..

> Evaluation des propriétés antioxydantes in vitro a travers le test de piégeage du
radical DPPH.

Ces parties expérimentales sont realisées au niveau du laboratoire de controles qualité du
site de production Gué de Constantine SAIDAL et aussi au niveau du laboratoire de recherche

en plantes médicinales et aromatiques LRPMA de université de Blida 1.
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1.2 Matériel :

Pour la réalisation de ce travail, le matériel utilisé est classé ci-dessous :
1.2.1 Matériel biologique :

a. Materiel végétal :

Le matériel végetale utilisé dans notre etude est constitué de deux especes de la méme
plante (Tableau 06) : Cupressus sempervirens, Cupressus arizonica qui sont recueillies de
deux régions différentes : Blida et Moustaghanem, les plantes ont été récoltées durant la
période du décembre/ janvier 2023. Le tableau, récapitule le matériel végétal utilisé dans

cette étude.

Tableau 06: Repertoire des especes étudiées

Famille Espece Lieu de récolte | Date de récolte Partie utilisé
Cupressus C. arizonica Moustaghanem | 23 et 24 décembre 2022 @ Partie aérienne
C.sempervirens | Blida Ben khelil | 12 et 14 janvier 2023 Partie aérienne

b. Souches microbiennes :
Le mateériel biologique utilise dans notre étude est représenté par les souches microbiennes

pathogénes provenant d’une collection de culture de type ATCC. (Tableau 07)

Tableau 07: les différentes souches microbiennes de référence

Nature du Espéces Références Origine

microorganisme

Bactéries Bacillus subtilis ATCC6633 Institut pasteur
Staphylococcus aureus ATCC6538 (Paris)
Echerichia coli ATCC8739
Champignons Candida albicans ATCC10231
Aspergillus brasiliensis ATCC16404

c. Animaux de laboratoire :
Les animaux de laboratoire utilisés sont des souris de race Albinos provenant de

I’¢levage de ’animalerie de Saidal Gué de Constantine.
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1.2.2 Matériel non biologique :

a. Appareils du laboratoire :

Tableau 08: liste des matériels de laboratoire (Equipements, Matériels et verreries)

Equipements et appareillage

Balance analytique (METTLER
TOLEDO)

Etuve

Bec Bunsen

Hotte

Spectrophotometre UV-Vis
(GENESYS 150)

Matériels et verreries

- Béchers
- Boites de pétri

- Cuves

- Ecouvillons
- Entonnoirs
- Fiole

- Flacons en verres

- Papiers d’aluminium

- Pipettes pasteur
- Pied a coulisse

- Tubes a essais

- disque de papier buvard

- pince

b. Produits chimiques, réactifs et milieux de culture :

Tableau 09: liste des Produits chimiques, réactifs et milieux de culture

Produits chimiques et Réactifs
solvants
-Eau distillée -Tween 80

- Eau physiologique

-Diclofenac

-Ether

-Carragénine
-DPPH

-Méthanol

- Vitamine ¢

Milieux de culture

-Gélose Muller Hinton

-Gélose Sabouraud a 4%

Echantillon des HE

-HE de C.sempervirens

-HE de C.arizonica
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1.3.Méthode :
1.3.1. Extraction des huiles essentielles par Hydrodistilation :

a. Procédé d’extraction (LAIB, 2012) :

13000 g des parties aériennes de C.sempervirens sont mises dans un ballon a fond rond de
50000 ml, additionnées de 26000 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ¢bullition pendant
environ 4 heures. L’HE est alors entrainé par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en
passant par le condensateur. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile

mince a la surface qui sera par la suite séparée, aprés repos du liquide. (Figure 06)

Figure 06: Dispositif d’hydrodistillation (Original)

b. Détermination du rendement d’extraction

Les quantités des huiles essentielles obtenues vont étre exploitées dans le but de calculer le
rendement a la fin du procédé d’extraction. Selon la norme (AFNOR, 1986), le rendement en
huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle
obtenue apres I’extraction (M') et la masse de la mati¢re végétale utilisée (M). Le rendement

est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante :

15



Partie expérimentale

RHE (%) = M’/M x 100

RHE : rendement en huile essentielle des parties aériennes;
M" : masse d’huile essentielle en gramme a partir des parties aériennes;
M : masse de la matiere végétale séche utilisée en gramme.

Cc. Conservation de I’huile essentielle obtenue
La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables. C'est
pour cela que nous les avons conservées a une température voisine de 4 °C, dans un flacon en

verre brun ferme hermétiquement pour les préserver de l'air et de la lumiére.

1.3.2. Activité antimicrobienne :(Strandarisation de I’antibiogramme selon
I’OMS, 1999).

L’¢évaluation de I’activité anti microbienne a été réalisée par la méthode de diffusion en
milieu gelosé. Le principe consiste a déposer des disques de papier buvard (wattman) sterile
de 9 mm imbibés d’une concentration connue d’huile essentielle qui diffuse a partir sur une

gélose ensemencée préalablement avec le microorganisme testé.

L’huile essentielle diffuse a partir du centre du disque vers la périphérie, apres la durée
d’incubation, il se produit un halo (zone) d’inhibition circulaire. La mesure de ce diametre se

fait a I’aide d’un pied a coulisse.
a. Préparation de ’inoculum :

La méthode consiste a préparer une suspension en prélevant des colonies bien isolées et
identiques de chacune des souches bactériennes et fongiques a tester a partir d’une culture de
18h a 24h. On Fait introduire dans les tubes a essais de 5 ml d’eau physiologique (Na Cl a
0,9%) stériles la suspension est bien homogénéiser dont I’opacité doit étre équivalente a 0,5
Ferland .les suspensions Ont une DO de 0,08a 0,10 pour les bactéries et de 1 a 2 pour les
levures et les moisissures a 625 nm ce qui correspond a une concentration de
10’_108UFC /ml.
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b. Préparation des dilutions de I’huile essentielle :
L’huile essentielle a été¢ dissoute dans le tween 80 pour préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives. Sachant que la concentration de la solution

mére d’HE de chaque extrait est : 1ml d’huile essentielle + 1 ml de tween.

Nous avons réalisé une série de dilution allant (75% ,50% ,25 %,12.5 %) a partir d’ un

mélange entre le tween et I huile essentielle. (Figure 07)

Figure 07: Préparation des dilutions de I’huile essentielle (Original)

c. Technique par ecouvillonnage (Kirby-Bauer recommandée par ’OMS) :
L’ensemencement est réalis€¢ a I’aide d’un écouvillon stérile imbibé de la suspension
bactérienne ou fongique puis I’essorer sur la paroi interne du tube et faire des stries serrées a

la surface de la gélose préalablement solidifiee dans les boites de pétri stériles.

Répéter l'opération deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. Finir
I’ensemencement et en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Laisser imprégner
les boites pendant 5 minutes a température ambiante. Les couvercles des boites doivent étre

fermés. (Figure 08)
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Figure 08: Ensemencement par écouvillon (Original)

d. Dépot des disques imprégnes :

Prélever aseptiquement a l’aide d’une pince stérile un disque buvard (Wattman)
imprégnés dans I’huile essentielle et ses dilutions, ensuite les déposer délicatement a la
surface des boites contenant la gélose inoculée.

Appuyer doucement sur le disque imbibé pour assurer un contact uniforme avec le
milieu

Laisser les boites pendant quelques instants (15 min) a la surface de la hotte a
température ambiante pour permettre la diffusion de I’échantillon étudiée.

Incuber a 37°C pendant 18h a 24 h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les
champignons (la levure et moisissure). (Figure 09)

La lecture des zones d’incubation par le Pied a coulisse.

Figure 09: dépdt des disques et incubation des boites (Original)

18



Partie expérimentale

e. Interprétation des résultats :
La lecture des antibiogrammes est obtenue par la mesure des diameétres des halos

d’inhibitions au tour des disques en mm avec un pied a coulisse.

Selon (MEE & SETH ELA, 1994), I’estimation de I’activité antimicrobienne et
antifongique est déterminée par classement des diameétres des zones d’inhibition de la

croissance microbienne et fongique, elle est répartie en quatre classes :

e Fortement inhibitrice : diamétre de la zone > 28 mm

e Modérément inhibitrice : 16 mm < diamétre de la zone <28 mm
e Légérement inhibitrice : 10 mm < diamétre de la zone < 16 mm
e Non inhibitrice : diamétre de la zone < 10 mm

1.3.3. activité anti-inflammatoire :

Nous avons utilisé la méthode de I’cedéme induit par la carragénine sur les pattes de souris

(Colot, 1972) adoptée par le laboratoire de pharmacologie de Gué de Constantine SAIDAL.

a. Détermination de ’activité anti-inflammatoire des huiles :

Le test est réalise sur plusieurs temps :
% Laveille du test :
Les souris sont mises a jeun la veille du test.
% Le jour du test :
Au temps To:

» On administre aux quatre lots les suspensions suivantes:(Figure 10)
e Lot 1 Témoin négatif: chaque souris regoit 0.5 ml d’cau distillée.
e Lot 2 Témoin positif: chaque souris recoit 0.5 ml du produit de référence
Diclofenac 25mg.
e Lot 3 Essaii: chaque souris recoit 0.5 ml de huile essentielle de
C.sempervirens pure.

e Lot 4 Essaiz: chaque souris recoit 0.5 ml de huile essentielle de C.arizonica pure.

19



Partie expérimentale

Figure 10: Gavage des différents extraits. (Original)

Au temps To+30 min :

» On injecte la solution de la carragénine sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere

gauche sous un volume de 0.025 ml a tous les souris mis en expérience. (Figure 11)

Figure 11: Injection de la carragénine (Original)
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Au temps Tot+ 4heures :

» On scarifie les souris par 1’éther provenant de SIGMA-ALDRICH. (Figure 12)

Figure 12: sacrifice des souris (Original).
» On coupe les pattes postéricures a hauteur de I’articulation et on les pése sur une balance

analytique. (Figure 13)

Figure 13: Coupure et pesée des pattes (Original).

21



Partie expérimentale

b. Méthode de calcul du pourcentage de réduction des cedémes :
> Les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et de la patte droite sont
calculées pour chaque lot.
» Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% cedéme) est calculé par la

formule suivante :

Moyenne des poids des pattes gauches - moyenne des poids des pattes droites
% d’cedéme = x100
Moyenne des poids de patte droite

» Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins

est calculé par la formule suivante :

% de ’cedéme témoin - % de I’cedéme essai

%0 de réduction de ’eedéme = x100

%de ’cedéme témoin

1.3.4. activité anti-oxydante :

Ont été utilisés des tests pour I’évaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles
des deux plantes etudiées (C.sempervirens, C.arizonica). Il s’agit de ’activité scavenger de
radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl).

a. Mode opératoire :

Pour réaliser lI'analyse, 2,9 ml de la solution méthanolique de DPPH (0,025 g/ I) est ajouté
a 100 pl de I’huile essentielle a différentes concentrations (0.5 ,0.25, 0.125, 0.062, 0.031 ml
HE/ml). Le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a température
ambiante et a l'obscurité pendant 30 minutes. La longueur d'onde d'absorption maximale a été

préalablement déterminée. Toutes les lectures sont effectuées a 515 nm.
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Le protocole d'évaluation du pouvoir anti-radicalaire est illustré par :

> 100pl d’extrait (0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03 ml HE/ml). (Figure 14)

Figure 14: préparations des extraits (Original)

> 2,9 mlde DPPH (0,025). (Figure 15)

Figure 15: préparions de DPPH (original)

» Incubation pendant 30 min a température ambiante et a l'obscuriteé.
» Lecture a 517 nm. (Figure 16)

Figure 16: lecture de résultats (Original)
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L’activité anti-radicalaire estimée selon I’équation suivante:

P (DO du blanc — DO de I'échantillon) «

DO du blanc 100

Ou:
Pl : pourcentage d’inhibition.
AT : La décroissance de 1’absorbance
NB : La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations

qui correspondent a 50% d’inhibition (IC50) ; la valeur d’IC50 la plus faible correspond a

I’efficacité de ’extrait la plus élevée.

b. Calcul des IC50 et de I'activité anti radicalaire :
La concentration inhibitrice a 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient Concentration 50%),

est la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH.

1.3.5. Méthode de préparation de 100 g de la créeme hydratante

e Onpese 6 g de I’alcool cétylique et 4 g d’emulgine et 25 g d’huile de vaseline

e On met les trois pesés dans la plaque chauffante avec une température ambiante de
70°C (le mélange ne doit pas bouillé)

e On mesure 58 g d’eau distillée pour obtenir de I’eau tiede

e On ajoute progressivement la phase aqueuse sur la phase huileuse

e On met le mélange dans un agitateur a turbine jusqu’a I’obtention d’une créme
épaisse

e On laisse le mélange refroidire @ 40 °C puis on ajoute 1 ml d’huile essentielle
cocernée

e On obtien une céme hydratante prete a I’utilisation

Remarque : on met deux préparations pour chaque huile essentielles ( cupressus arizonica et

cupressus sempervirens)
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Chapitre 11: Résultats et discussion

I1.1. Résultat de rendement :

Le rendement a été calculé pour la plante C.sempervirens a laquelle nous avons assisté a

X ion, pou uxie < u v ulé .
I’extraction, pour la deuxiéme espéce nous n’avons pas calculé le rendement
)

s C.semperverens:

Le résultat est calculé par la formule suivante :

RHE (%) = M’/M x 100

RHE : rendement en huile essentielle des parties aériennes;
M" : masse d’huile essentielle en gramme a partir des parties aériennes;
M : masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme.

Le calcule :

50
13000

RHE%= (——) X 100= 0.38%

Le C.sempervirensnous a donné un rendement de 0.38%. Ce dernier est proche e celui
obtenu par (Amara, N, et Boughérara, en 2017)au Blida Algérie qui était 0. 32 % D’autre
part notre rendement était Iégerement supérieur par rapport a celui obtenu a partir de cypres
Algérien de (Mazari, 2010) qui était de 0,26%, par contre est plus faible par rapport a celui
obtenu en Cameron par (Tapondjou et al, 2005) ou le rendement huile essentielle était de
1%.

Selon nos résultats nous pouvons dire que le rendement en huile essentielle peut se varier

selon I’espéce, I’age de la plante, la partie soumise a la distillation et la période de la récole.
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I1.2. Résultat de I’activité antimicrobienne :

+** Les résultats de P’activité antimicrobienne d’HE de C.arizonica sont représentés

dans I’histogramme. (Figure 17)
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aureus albicans brasiliensis

Figure 17: Représentation graphique du test de sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis

d’huile essentielle testé C.arizonica.

D’aprés I’histogramme de la figure 17, on constate D’une part que I’HE de C.arizonica
présente une activité antibactérienne vis-a-vis des souches : Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus et E coli. D’autre part elle posséde une activité antifongique vis-a-vis des souches

Candida albicans et Aspergillus brasiliensis.

Bacillus subtilis est extrémement sensible a 'HE du C.arizonica, car ce denier présente a un
diametre d’inhibition de 39 mm en présence de cette HE pure. plus la concentration de celle-
ci diminue, le diamétre d’inhibition diminue.. Par contre E coli est faiblement sensible a
cette ’'HE pure mais aucune sensibilité n’est enregistrée aux différentes dilutions de ’'HE de

C.arizonica.

Staphylococcus aureus est hautement sensible a I’'HE de C.arizonica avec un diametre de
20 mm a 75%. Ce diamétre diminue lorsque la concentration d’HE diminue, par contre la
zone d’inhibition enregistrée pour I’'HE pure est plus faible que la zone d’inhibition de la
concentration de 75% qui a donné un diametre de 13mm. Pour les autres souches elle est

résistante vue qu’aucune zone d’inhibition n’a été signalée
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A partir des résultats d’histogramme, on constate que I’HE de C.arizonica possede une
activité antifongique modérée vis-a-vis de Candida albicans et Aspergillus brasiliensis a une
concentration pure. Les diamétres d’inhibition sont 17 mm, 13 mm et 10 mm aux
concentrations 50%, 25% et 12,5% respectivement. D’autre part la souche Aspergillus

brasiliensisne présente aucune zone d’inhibition dans les autres dilutions.

Nos resultats différent de ceux obtenus par (Chéraif, |1 et al en 2007) qui ont montré

que Staphylococcus aureus et E coli ont une DZI 27 mm et 17 mm.

Selon (Cherrad S et al 2022) I'HE des feuilles de C.arizonica a montré un effet inhibiteur
puissant pour les souches bactériennes testées a la concentration de 1/100 pour B.subtilis,

S.aureus.

7

% Résultats de ’activité antimicrobienne d’HE de C.sempervirens sont résumés dans

I’histogramme. (Figure 18)
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Figure 18: Représentation graphique du test de sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis

d’huile essentielle testé C.sempervirens.

D’aprés I’histogramme de la figure 18 on remarque que seulement la souche
Staphylococcus aureus est fortement sensible a I’HE de C.sempervirens pure et les autres

souches sont résistantes.

En générale, on remarque d’une part que les deux HEs ont une activité antimicrobienne
moyenne et quelque fois importante. D’une autre part le pouvoir antimicrobien de I’HE de

C.arizonica est plus important que celui du C.sempervirens.
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Nos résultats ont été contredits avec ceux d’Amara et Boughérara, 2017, les résultats de
’activité antibactérienne de C. sempervirens a mis en évidence des zones d’inhibition pour le
Candidaalbicans avec un DZI égal a (20 mm), suivi par Bacillus subtilis, et Staphylococcus
aureus (15 mm), Escherichia coli (13 mm). Par contre nos résultats ont donné une inhibition

seulement avec staphylococcus aureus avec un DZI égal a 40 mm.

D’autres résultats de Chaudharyet all en 2012 ont montré que les extraits C.sempervirens
L. a inhibé la croissance de toutes les souches bactériennes comme : B. subtilis et S. aureus

avec des zones d’inhibition de 27,25et 24,75 mm, respectivement.
I1.3. Résultat de ’activité anti-inflammatoire :

Nous avons estimé 1’cedéme en fonction du poids de la patte gauche (patte testée) par

rapport a la patte droite (patte témoin) de la souris.

Les variations des poids moyens des pattes de souris traitées pour les 4 souris sont

rapportées dans la figure 19.

La moyenne de différence des poids des
pattes (g)

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

La moyenne de différence
des poids des pattes (g)

Témoin Témoin Essail Essai2
négatif positif

Essail : HE (C.sempervirens) ; Essai2 : HE (C.arizonica)
Figure 19: Moyennes de la différence des poids entre la patte gauche et droite des souris

La figure 19, montre que la carragénine entraine une augmentation de 0. 281g du poids de
la patte des souris, pour le lot témoin. L’administration orale de Diclofenac a la dose de
2mg/ml prévient ’augmentation du poids de la patte de souris, elle est de 0.108g. Une
augmentation moindre a été observée aprés I’administration d’HE de C.sempervirens a la dose
de 0.5g/ml et HE de C.arizonica a la dose de 0.5g/ml, d’ordre de 0.076 et 0.03

respectivement.
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Pour mieux comprendre 1’effet de notre huile sur cette inflammation, nous avons calculé le
pourcentage de 1’cedéme et le pourcentage de réduction de I’cedéme, les résultats sont

consignés dans la figure 20.
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Figure 20: Pourcentage de I’cedéme et le pourcentage de réduction de 1’cedéme.

L’évaluation du pourcentage de réduction de 1I’cedéme montre que I’HE de C.sempervirens
a réduit de 74.58% I’cedéme a la dose de 0.5g/ml, son effet semble légérement plus important
que celui du lot de référence (62.47%). ’'HE de C.arizonica a la dose de 0.5 g/ml posséede
une activité anti-inflammatoire trés remarquable (85.21%) nettement plus importante que

I’effet obtenu par Diclofenac (référence).
Des résultats similaires ont été rapportés dans plusieurs travaux :

(Laghouati, A., & Mahdi, B. 2017) L’étude de I’activité anti-inflammatoire a révélé que
les différentes doses de huile essentielle de C.sempervirens, ont inhibé 1’cedéme
inflammatoire d’une fagon significative (p<0.05) par rapport au témoin, et que cette activité
inhibitrice était similaire a celle présentée par le groupe traité avec le Diclofénac (50 mg/kg)

et ceci a partir de la 3e heure avec un effet maximal a la 6e heure.

(Fakhri, S et al, 2022). Selon les résultats de nos expériences sur I’cedéme de patte avec
carraghénane, I'HE C.arizonica a toutes les doses testées (1, 0,5 et 0,25 g/kg) a entrainé une

diminution significative de I’cedéme de patte, ce qui indique I’effet anti-inflammatoire de I'HE
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C.arizonica a partir de 0,5 heure aprés injection de carraghénine par rapport au groupe
témoin négatif (P < 0,001) sans différence significative entre ces trois groupes. De plus, le
diclofénac, comme médicament de référence, a amélioré 1’cedéme des pattes. Les effets anti-
inflammatoires de I'HE C.arizonica et du diclofénac ont augmenté en fonction du temps et ont
atteint un sommet 4 heures apres I’injection de carraghénine. En comparaison, I’cedéme de la
patte a graduellement augmenté dans le groupe témoin négatif et atteint son niveau le plus

¢leve 4 heures apres I'injection de carraghénane.

11.3. Résultat de I’activité anti-oxydante :

Pour I’étude de I’activité antioxydante des huiles essentielles des parties aériennes de
(C.arizonica, C.sempervirens), notre choix s’est porté sur la méthode du piégeage du radical
2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Le principe de ce test repose sur un changement de
couleur qui a été suivi par la lecture de I’absorbance a une longueur d’onde spécifique, a
savoir a 515 nm. Nous avons opté pour un protocole a base du solvant méthanol. Nous avons
déterminé le pouvoir antioxydant des huiles essentielles des parties aériennes de C.arizonica
de 5 échantillons (d1, d2, d3, d4, d5) et de quatre échantillons de C.sempervirens (d1, d2, d3,
d4).

Sur les figures 21 et 22 ci-dessous, nous reportons les résultats des pourcentages
d’inhibition des huiles essentielles de (C.arizonica, C.sempervirens). Les profils de 1’activité
anti-radicalaire obtenus révelent que les huiles essentielles testées possedent une activité dose-

dépendante.
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% d’inhibition du radical libre DPPH
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Figure 21: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des huiles essentielles de C. arizonica.
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations des huiles essentielles de C.sempervirens.
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A partir des résultats obtenus pour cette plante, le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec I’augmentation de la concentration soit pour I’'HE de C.sempervirens ou pour

I’HE de C.arizonica testées.

Pour une concentration de 0.5 ml HE/ml, I’HE de C.arizonica a révélé un pourcentage
d’inhibition du radical libre DPPH de 55.83% (figure 21), tandis que pour une concentration
de 0.5 ml HE/ml d’HE C.sempervirens le pourcentage d’inhibition obtenu est 98.68 % (figure
22). L’HE de C.sempervirens a révélé une activité antioxydante plus importante que I’HE de

C.arizonica, avec des pourcentages d’inhibition plus élevés de méme concentration.

0,

< La détermination de I’IC50 :

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande. Les calculs des 1C50

sont schématiseés sur les figures 19 et 20.

Les résultats de Dactivité antioxydante pour chaque plante sont exprimés en des

concentrations 1C50% par la méthode DPPH sont présentés dans le tableau.

Tableau 10 : Résultat du test antioxydant exprimant la concentration efficace 50% en
mIHE/ml.

HE IC50
HE de C.arizonica 0.36

L’HE du C.arizonica ramene le radical libre stable avec un IC50 de 0.36 ml HE/ml. En ce
qui concerne ’HE du C.sempervirens, nous n’avons pas pu calculer I’'IC50, parce que le
pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH le plus faible était supérieur a 50%, c’est-a-
dire que nous ne pouvons calculer la CI150 que si nous réduisons la concentration de I’'HE du

C.sempervirens.

En effet, dans une étude menée par (Cherrad, S., 2022). L’activité la plus puissante a été
obtenue a partir de I’huile de cone C.arizonica (IC50 = 0,098 + 0,008 mg/ml), suivie de
I’huile essentielle des feuilles (IC50= 5,297 + 0,09 mg/ml), alors qu’elles étaient toutes moins
efficaces que les antioxydants naturels utilisés (acide ascorbique) avec une CI50 = 0,00364 +
0,001 mg/ml.
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(Barzegari, F., Hosseinihashemi, S. K., &Baseri, H, 2023).De plus, parmi les extraits
analysés, les fruits et les branchlets présentent une activité anti-oxydante élevée a 90,3 % et
93,3 %, respectivement, lorsque la concentration était de 0,015 et de 0,493 mg/ml,
respectivement. D’une part, les résultats de I’étude sur D’activité anti-oxydante et la
composition chimique des extraits hydroéthanoliques de différentes parties de C.arizonica
indiquent que C.arizonica est une riche source de composés phénoliques, avec une capacité
anti-oxydante élevée qui peut fournir une protection contre les radicaux libres de récupération.
D’autre part, il est évident que parmi les différentes parties de la plante, les extraits de fruits et
de branches ont montré une bonne activité anti-oxydante par rapport aux extraits de feuilles
de C.arizonica, coincidant avec des niveaux élevés de terpénes et de composés phénoliques

dans ces parties.

(Abdulkhani et all, 2020) une activité anti-radicalaire puissante est obtenu par la méthode
du BHA pour I’extrait acétate purifié de C.arizonica avec 56,37 %. Pour le test avec le
DPPH, I’activité inhibitrice de I’extrait L’acétate de potassium n’était que de 14,66 %. Cette
activité est due composés phénoliques et elle dépend du nombre et de I’emplacement de

groupes hydroxyles dans les composes phénoliques.

(Aliouat.K, Boudaoud.N, 2018) A partir des résultats obtenus pour I'extrait de Cupressus
sempervirens, les substances isolées avec macération ont une activité anti-oxydante
importante. Les résultats de ce test montrent que 507 des radicaux libres ont été éliminés par

les polyphénols de Cupressus sempervirens a partir de concentration de 21 pg /ml.
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Conclusion

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux effets antimicrobienes, anti-inflammatoire,

antioxydante des huiles essentielles de cyprés (C.sempervirens, C.arizonica).

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisé par hydroditillation. Le rendement obtenu a

partir de partie aérienne de C.sempervirens est 0.38%.

Au terme de notre étude il en ressort que les HE extraites de la partie aérienne de
C.arizonica de Moustaghanem est révélée remarquablement 1’activité antibactérienne et

antifongique par rapport au HE de C.sempervirens de Blida.

Les résultats de I’étude de l'activité anti-inflammatoire des HEs de nos expériences sur
I’cedéme de patte, 'HE C.arizonica a toutes les doses testées a entrainé une diminution
significative de ’cedéme de patte a pourcentage de réduction de (85.21%), ce qui indique
I’effet anti-inflammatoire de I'HE par rapport a I’HE de C.sempervirens a pourcentage de
réduction de (74.58%).

L’activité antioxydante des huiles essentielles de deux plantes est évaluée par 1’é¢tude de
leurs pouvoir a piégé le radical libre DPPH. D’ailleurs, la meilleure activité anti-radicalaire
est observee pour I’huile essenticlle de C.sempervirens a révélé un pourcentage d’inhibition
du radical libre DPPH de 98.68 %.

Description de la creme hydratante : Sa texture légere et douce est facilement absorbee
par la peau, satinée, onctueuse, lisse et brillante a la fois. Chaque créme hydratante a une

odeur spéciale de I’huile essentielle ajoutée.

Ces différences peut étre di aux conditions climatiques, nature du sol et d’autre part

peut étre la composition chimique des HE.

De plus, cette recherche nous a permis de maitriser les techniques microbiologiques et

les techniques de chimie ainsi de manipuler sur les souris.

L’une des limites de notre étude était le nombre de types des activités biologiques des
HEs étudiées ainsi que le manque des souches bactériennes et fongiques. Sur ce, s’il y aurait
une continuité a ce travail, il serait trés intéressant d’élargir notre étude sur d’autres activités

biologiques : antivirales, antiseptiques ... et de travailler sur un échantillon plus important
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des souches bactériennes et fongiques, pour une bonne évaluation des taux d’expression des

HE de cypres en Algérie.

De plus, il serait souhaitable d’étudier les activités biologiques de Cypreés des autres

régions en Algérie pour avoir extraire le meilleur HE pour sa meilleur activité.
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Annexe

1. Zones d’inhibitions de Cupressus arizonica :




2. Zones d’inhibitions de Cupressus smpervirens:




3. Hydrodisstilateur :




4. L’éther :

Spectrophotométre :
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