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CHAEPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Description botanique

3.1.1. Etude morphologiqgue

Appareil végétatif : C’est un grand arbre qui se caractérise par un tronc tres
elevé et tres ramifié, excepté dans sa partie inférieure, et par un écorce de couleur
brune —grisatre

Nous différencions la variété horizontalis (la variété étudiée) a celle pyramidalis
par la forme du port. Le cyprés horizontalis se caractérise par ses branches
étalées qui sont disposées en couronne irréguliére, ce qui lui différencié du cypres
pyramidalis qui posséde des branches dressées formant une couronne effilée
(Figure3d.1).

Figure3.1: A) Cupressus sempervirens var horizontali; B) Cupresssus
sempervirens var pyramidalis (original).
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Le cyprés horizontalis présente un feuillage dense (Figure 3.2), dont les feuilles
sont trés petites sous forme des écailles, triangulaires, d’'un vert vif, imbriqués sur
4 rangs, recouvrant des ramules irréguliéres, appliqués contre le rameau. Les
ramules sont courts, terminés en pointe émoussée (Figure 3.3, Figure 3.4).

Feuillage dense

Figure 3.2 : Vue d’ensemble dun feuillage dense de cupressus sempervirens var
horizontalis (original).

sur des
ramules
courts

Ramules
réparties
autour du
rameau

Figure 3.3: A) Différents types de rameaux de cupressus sempervirens var
horizontalis ; B) Partie terminale du ramule observé sous loupe (originals).
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Feuilles en
écailles

imbriquées
sur 4 rangs

Figure 3.4 : A) et B) Feuilles de Cupressus sempervirens var horizontalis
observées sous loupe (originals).

Appareil reproducteur : Nous retrouvons deux types d’organes reproducteurs qui
ne sont pas portés par des fleurs, mais par des cbnes. Cette espéce est
monoique : les organes males et femelles sont séparés, mais s’épanouissent sur
le méme pied (Figure 3.5).

Cone male

Cone femelle

Figure 3.5 : Organes reproducteurs de Cupressus sempervirens var horizontalis
(original).
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les organes reproducteurs males forment de petits cones. Ce sont considérés
comme des structures composés. Ce sont de petits cones jaunatres , avec une
forme cylindrique, sont constitué uniquement d’étamines insérées en spirale sur
un petit axe court. Elles portent sur leur face inférieure des grains de pollen
(Figure 3.6, Figure3.7).

Un ensemble de
Cobnes males a
I'extrimité d’'un
ramule

Figure 3.6 : Cbnes males de Cupressus sempervirens var horizontalis (original).

Sacs
polliniques

Grains de
pollen

Figure 3.7: A) Céne male de cupressus sempervirens var horizontalis ; B) Coupe
longitudinale au niveau du cone male, observés sous loupe (originals).

Les organes reproducteurs femelles sont des petits cones fructiféres. Le cone
femelle est un ensembles d’écailles dont chacune correspond a une fleur, ce qui
nous a laissé dire que chaque cone femelle est une inflorescence. Ces cones sont



81

subglobuleux, verts, brun a maturité, a 12 écailles polygonales jointives au tour
d’un axe central, compte-tenu de leurs caractére clos ( Figure 3.8).

Bractée
Fleur (écaille)

Pétiole

Figure 3.8 : Cone femelle de Cupressus sempervirens var horizontalis observé
sous loupe (original).

Les écailles s’insérent en spirale sur 'axe du cbne et chacune est constituée
d’'une bractée qui est en concrescente avec elle, a l'aisseille de la quelle se

trouvent des ovules (Figure 3.9).

y

Axe
central

Graines

Figure 3.9: A) Coupe transversale au niveau du cone femelle, B) Coupe

transversale de ce cone observeé sous loupe (originals).

- le volume de ces cdnes accroit durant la maturation (figure 3.10).



Figure 3.10 : Fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis a différentes
tailles (original).

Les graines :

Quand les fruits deviennent mars, libérent de trés petites graines, de couleur brun
clair, et de forme irréquliere.

L |

Figure 3.11: Graines obtenues a partir des cénes mdires ligneux de Cupressus
sempervirens var horizontalis (original).

3.1.2. Etudes histologiques et localisation des sites sécréteurs

> A I'état vital :

L’observation morphologique des coupes histologiques des cbnes femelles a
'état vital (sans double coloration), nous a permis d’obtenir les résultats
suivants :

- Notre plante présente au niveau des fruits des structures de conductions :
faisceaux cribovasculaires, de soutien: des fibres de sclérenchymes, et de
sécrétion de type canaux excréteurs (Figure 3.12) . Ces canaux sont bien
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observés dans les coupes longitudinales sous forme de cavités allongées, et ceci
confirme la structure des ces éléments de sécrétion (Figure 3.13).

Faisceau
cribovasculaire
ﬂ o

Fibre de
sclérenchyme

Parenchyme

Figure 3.12: Coupe transversale au niveau du céne femelle de Cupressus sempervirens
var horizontalis (état vital) (original).

Canal
exécréteur

Figure 3.13: Coupe longitudinale au niveau du canal sécréteur au niveau du
cbne femelle de Cupressus sempervirens var horizontalis observé sous MPx100
(original).

-Dans nos coupes qui ont été faites entre deux écailles, nous remarquons

I'existance d’une structure spécifique qui relie les écailles entre elles (Figure 3.14).
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Figure 3.14 : A) Deux écaillées observées sous loupe ; B) Observées au MPx40
(originals).

> Avec double coloration :

Pour une meuilleur localisation des structures particuliéres (de soutien, de
sécrétion), des coupes histologiques minces ont été accomplies par la téchnique
de double coloration et ce en paralléle avec des observations microscopiques au
niveau non seulement des fruits objet d’étude, mais aussi au niveau des feuilles et

des tiges, c’est pour un bon savoir pour cette plante.

Le Cone femelle qui joue le role de fruit de cypres, présente de la périphérie vers

le centre (figure 3.15):

- Un épiderme qui contient de nombreux stomates. Ces stomates possédent

deux cellules stomatiques qui entoure un ostiole (figure 3.16).

- Un parenchyme qui est tapissé par des fibres de sclérenchymes. Ces fibres
se caractérisent par des parois secondaires et une lumiére cellulaire au centre.
Les ponctuations qui se trouve dans le plan des coupes se présentent comme

minces canaux traversant la paroi secondaire (figure 3.19).
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- Des canaux excréteurs situés proches de I'épiderme et sont distribués
irréguliérement dans le parenchyme. Elles sont constitués par des cellules
sécrétrices tapissant la paroi interne d’'un canal cylindrique dans lequel s’écoule et

s’accumule l'oléorésine. (figure 3.17)

-tissu conducteur qui se caractérise par la structure secondaire : dont le bois est
de type homoxylé composé d'une seule sorte d’éléments, des trachéides. Les
tracheides sont des cellules allongées dans le sens de I'axe de I'arbre, de section
quadrangulaire. Elles présentent des ponctuations aréolées pour assurer la
comminication entre les trachéides. malheuresement, nous n’avons pas pu

observés les ponctuations dans non coupes. Cependant, nous observons

I'apparaition parrmi les fibres de trachéides des cellules de parenchyme ligneux
(figure 3.18).

Fibres de
sclérenchymes

Parenchyme

Tissu conducteur

Canal excréteur

Epiderme

Figure 3.15: Coupe transversale au niveau d'un cbne femelle avec double
coloration MPx40 (original).
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Cellule
stomatique
Ostiole

Stomate

Figure 3.16 : A) Epiderme du cbéne femelle ; B) Structure d’'une stomate au
MPx400 avec double coloration (original).

Cellules sécrétrices

Lumiére du canal

Figure 3.17: Canal excréteur observé au MPx40 (original).

Fibres de

Bois rachéides

Parenchyme
ligneux

Liber

Figure 3.18 : A) Tissu conducteur au niveau d’une coupe transversale d’'un cone
femelle MPx100; B) fibres de trachéides au MPx400 (originals).
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Différents types
de Fibres de
sclérenchymes

Lumiére cellulaire

Ponctuation

Figure 3.19: Fibres de sclérenchymes au niveau d’'une coupe transversale d’'un
cbne femelle au MPx100 avec double coloration (original).

Les feuilles :

La coupe transversale dans une écaille montre qu’elle est constitué de tissus

différenciés :

- Une cuticule qui protége et imperméabilise la surface des écalilles ;

- Un épiderme protecteur en périphérie, est muni de stomates qui assure les
échanges ;

- Un seul canal excréteur existant au sommet du faisceau cribo-vasculaire ;

- Un parenchyme pallissadique vers la face infériaure, et un parenchyme
médullaire vers la face supérieure;

- Un sclérenchyme qui se situe de part et d’autre d’un tissu conducteur ( il

existe un seule tissu conducteur au milieu de la feuille).
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Cuticule

Epiderme

Parenchyme médullaire

Canal excréteur

Tissu conducteur

Amas de fibres de
sclérenchyme

Parenchyme
palissadique

Figure 3.20: Coupe transversale d’une feuille de cupressus sempervirens var
horizontalis au MPx40 avec double coloration (original).

les tiges : La coupe transversale d’une tige montre de I'extérier cers l'intérieur :

-Une couche subérifére, sous la quelle se trouve des canaux excréteurs de
différentes tailles.

Parenchyme corticale.

-Tissu conducteur, constitué vers I'extérieur par le liber qui contient des fibres
extra-xylémiennes qui sont présentés en minces bandes alternant réguliérement
avec dautres élements du liber; en coupe, elles apparaissent de forme
rectangulaires, avec une lumiére cellulaire tres réduites. Et vers l'intérieur le bois
homoxylé qui constitue essentiellemnt des trachéide, en plus des rayons ligneux
appellé souvant rayon meédulaire, dont I'épaisseur en section tangentielle est

ordinairement d’une seule cellule(rayons unisérie).

-Au centre se trouve le parenchyme médulaire ol se trouve le xyléme primaire.
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Suber

Parenchyme

liber

Bois

Xyléme primaire

Parenchyme

Fibres
extraxylémiennes

Canal excréteur

Figure 3.21: Coupe transversale d'une tige de Cupressus sempervirens var
horizontalis au MPx40 avec double coloration (original).

Cellules protectrices

Cellules sécréteurs

Lumiére du canal

Figure 3.22: Structure du canal excréteur au MPx400 avec double coloration

(original).
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Fibres de
trachéides

Rayon
parenchymateux

liber

Fibres
extraxylémiennes

Figure 3.23: A) Coupes transversales au niveau des tissus conducteurs au
MPx100, B) Bois au MPx400 ; C) liber au MPx400 (avec double coloration)

(original).
- Des coupes longitudinales montrent la structure des trachéides qui sont de

type aréolés

Fibre de
trachéide

Rayon
parenchymateux

Figure 3.24: Bois en coupes tangentielles des tiges de Cupressus sempervirens
var horizontalis dont A) observé au MPx 100 et dans B) observé au
MPx400(original).
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De par leur richesse en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau

[191]. La détermination de la matiere séche et la teneur en eau sont mesurées par

séchage jusqu’a obtention une masse constante dans une étuve a 60°C. Les

résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1: Résultats des pesées de Cupressus sempervirens L. var horizontalis

apres dessiccation pendant 96h.

Prise d’essai Teneur en
(9) (Jo) Pesée eau en %
plante Pesée j, | Pesée j, J3 Pesée j, |de
fraiche (24h) (48h) (72h) (96h) | poids frais

12,9185 4.8110 4,811 4,6871 14,6387 |64.0925

14,9003 5.6117 54554 15,4098 |5,3901 |63.8255

13,5389 5.0169 4,8843 [4,8438 |4,823 64.3767

14,3597 5.4970 5.3387 |5.2953 |5,2748 |63.2666

13,358 5,2593 51148 [5.0708 |5,0438 |62.2413

Les résultats ont révélé une teneur moyenne en eau de 63.56% + 0,84352, ce qui
correspond a plus de la moitié du poids des cones frais (Figure 3.25), le reste
représente la matiére séche 36.47% * 0,7582).

M teneur en eau

B matiére séche

Figure 3.25 : Teneur en eau et en matiére séche des fruits frais de Cupressus

sempervirens var horizontalis.
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3.3. Détermination de la teneur en cendres

Le taux des cendres nous renseigne sur la quantité totale en sels minéraux
présents dans les fruits de cyprés horizontalis. Le reste est constitué de matiéres

volatiles et combustibles a cette température.

La calcination totale d’'une prise d’essai de 2 g de poudre végétale nous a permis

d’obtenir les résultats consignés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2: Teneur en cendres totales de la poudre des fruits de cyprés

horizontalis.

Poids de la capsule Poids de la Poids de la capsule Taux des
d’incinération (g) | prise d’essai (g) + cendres (Q) cendres %

16.4436 2.0017 16.5532 5.47

52.1535 2.0006 52.2613 5.38

66.4321 2.0011 66.5461 5.69

Les résultats font ressortir un taux moyen de cendres de 5.51% = 0.1594, ce qui
représente la fraction minérale du fruit. Ces valeurs indiquent que les fruits de

cypres horizontalis sont riches en matiéres organiques (94.49% + 0.1594).

3.4-Etudes des principes actifs

3.4.1. Réactions de caractérisation de la plante

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des fruits de Cupressus
sempervirens var horizontalis nous a permis d’obtenir des résultats consignés

dans le tableau 3.3 et la figure 3.26.
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Tableau 3.3: Résultats des réactions en tubes sur la poudre des fruits de
Cupressus sempervirens var horizontalis.

Familles chimiques Observations Résultats

Tanins Coloration verdatre Présence de tanins
cathéchiques

flavonoides Coloration orange Présence de flavonoides

saponosides Im= 166.66 Im=166.66

mucilages Précipité floconneux Présence de mucilage

Légende :
Test de mousse: A1: tube de tests Test des tanins: C1: tube de test
A2 : témoin C2: témoin
Test des flavonoides:B1: tube de test Test des saponosides: D
B2 : témoin

Figure 3.26: Réactions de caractérisation de la poudre des fruits de Cupressus

sempervirens var horizontalis (photo).

L’ensemble des réactions en tubes montre que celle relative aux tanins a été la
plus franche avec une prédominance des tanins cathéchiques. Ces réactions ont
mis en évidence également la présence des saponines en abondance, et des

flavonoides dans les fruits. Ces résultats concordent avec ceux trouvés par
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Emmami et al., (2006) [192] et Emammi et al ., (2007) [193] sur les fruits de la

méme variété.

3.4.2. Etudes des composés volatiles

3.4.2.1. Rendement de I'extraction

L’huile essentielle extraite a partir de la matiére végétale fraiche par
hydrodistillation, se caractérise par une faible teneur de I'ordre de 0.4%. Ce
rendement est le méme que celui rencontré par Emmami et al., (2006) sur une
méme variété d’ Iran (192) et il est voisin de ceux trouvée par Emmami et al.,
(2007) (0.38%) [193] et Maldan et al., (1997) (0.45%) [161].

3.4.2.2. Caractérisation de I'huile essentielle

a)-Caractéristigues organoleptiques :

Les caractéeres organoleptiques d’une huile essentielle sont liés a la composition
de I'huile, étant donné que la plupart des constituants volatils de cette derniére

sont odoriférants (tableau 3.4).

Tableau 3.4.: Caractéres organoleptiques de I'huile essentielle des fruits de

Cupressus sempervirens var horizontalis.

Caractéristiques Description de I’huile Description selon la littérature
essentielle étudiée [197,198]

Aspect liquide Liquide

Couleur Incolore Incolore ou faiblement jaunatre

Odeur Boisée, puissante de résine Balsamique et boisée

Saveur Piquante, amere Acerbe, amere, trés prononcé
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b)-Caractéristigues physico-chimique :

Les propriétés physico-chimiques constituent des données utiles pour son
appréciation tant sur le plan économique et scientifique. Ainsi, elles sont
considérées comme un moyen de vérification et de contréle de la qualité de I'huile
essentielle. Nos essais sont réalisés selon un protocole précis et déterminés par
des méthodes normalisées AFNOR (Tableau 3.5).

Tableau 3.5: Les indices physicochimiques de I'huile essentielle étudiée.

Parameétres Résultats Méthodes
L’indice d’acide 1.68 Titrémétrique
L’indice de 262.12 Titrémétrique

saponification

L’indice d’ester 15.73 Titrémétrique
L’indice de réfraction 1.46 Réfractométrique
Densité 0.86 Pycnométre

Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide indique le taux d'acides libres, il
permet de d’évaluer I'état de détérioration d’une huile essentielle. Un indice
d’acide inférieur a 2 (faible quantité d'acides libres) correspond a une bonne
conservation de I'essence [194]. Nos résultats ont montré que cet indice est
relativement faible, prouvant ainsi que I'huile essentielle est stable et ne provoque
pas d’oxydation. En effet, I'huile en s’oxydant se dégrade rapidement et provoque
une augmentation de I'indiced’acide.
L’indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes entraine un indice élevé.

Selon Kanko et al., (2004)[194] le faible indice de réfraction de I'huile essentielle
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indique sa faible réfraction de la lumiére ce qui favorise son utilisation dans les
produits cosmétiques. L’huile essentielle de notre plante présente un faible indice
de réfraction, ce qui s’explique probablement par sa faible teneur en

monoterpénes oxygéneés.

La valeur du taux de saponification indique le poids moléculaire moyen, plus
I'indice de saponification est élevé plus la masse molaire est faible [195]. Nos

résultats ont montré que I'huile essentielle étudiée présente un indice trés éleve.

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire
cependant insuffisante pour caractériser une 'huile essentielle. 1| est donc

primordial de déterminer le profil chromatographique de I'essence aromatique.

3.4.2.3. Analyse qualitative et semi quantitative de I'huile essentielle par CG/MS

L’analyse par CG/MS de l'huile essentielle des fruits de Cupressus sempervirens
var horizontalis selon les conditions opératoires citées précédemment a fourni 50
pics dont 46 ont été identifiés (84%) (Figure 3.27).

Air de

pic %
1. 1e+07

1e+07
9000000
8000000
7000000
S000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000 J U

—— ——— T T T T T 7 R
10.00 20.00 30.00 “40.00 50.00 60.00 70O0.00 80.00

Figure 3.27: Chromatogramme de [l'huile essentielle de Cupressus

sempervirens var horizontalis.

Temps
(min)
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L’identification des composés de l'huile essentielle par CG/MS s’est basée
essentiellement sur la comparaison du spectre de masse de la molécule inconnue
et par leur IK calculé avec le type de colonne capillaire HP5-MS a celui d’un
composé pur fourni par la base de données du micro-ordinateur couplé au

spectromeétre de masse (Tableau 3.6).

Tableau 3.6: Composition chimique de [I'huile essentielle de Cupressus

sempervirens var horizontalis.

N° |Composé TR(min) |% IK Qual
1 a-Pinéne 14.8 36.05 931 96
2 B-Phellandréne 17.42 5.92 977 91
3 B-Myrcéne 18.43 4.51 995, 80
4 |3-Caréne 19.55 15.90 1016 96
5 Limonéne 20.41 4.36 1032 96
6 |[4-Caréne 21.16 0.12 1046 97
7 O-terpinéne 21.69 1.05 1055 94
8 a-terpinoléne 23.44 6.63 1088 97
9 Non identifié 24 .48 0.09 1107 50
10 |Trans-p-menth-2-en-1ol 25.22 0.07 1122 95
11 | Non identifié 25.47 0.02 1127 60
12 | Camphor 25.83 0.04 1134 97
13 | Non identifié 26.09 0.03 1139 25
14 |terpinen-4-ol 28.10 1.44 1179 95
15 |a-terpinéol 28.94 0.58 1195 94
16 | Thymol methyl ether 30.82 0.05 1239 90
17 |Bornyl acétate 32.57 0.94 1281 98
18 | Tricycléne 33.23 0.21 1297 87
19 | Tricycléne 35.21 0.75 1337 87
20 |a-Cubebéne 35.49 1.47 1343 98
21 |Terpinyl acétate 35.86 3.95 1350 91
22 |Copaéne 36.66 0.28 1366 99
23 | Gamma-muuroléne 37.23 0.09 1377 96
24 |B-Elemeéne 37.45 0.07 1382 97
25 | (+)-Longifoléne 38.01 1.01 1393 99
26 |Cedrene 38.29 0.68 1398 95
27 |B-Caryophyllene 38.59 1.00 1405 99
28 | (+)-Epi-bicyclosesquiphellandréne |39.76 0.15 1432 72
29 |a-caryophylléne 40.03 0.41 1438 98
30 | B-cubebéne 40.47 0.29 1449 94
31 |Germacréne D 40.82 0.10 1457 97
32 |Germacréene D 41.51 4.89 1473 96
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33 |Isoledéne 42.01 0.67 1484 97
34 |a-Terpinéne 42.43 0.41 1494 81
35 |[(+)-A-Cadinéne 42.95 0.66 1507 97
36 |Nerolidol 44 .81 0.05 1556 90
37 |Caryophylléne oxide 45.35 0.10 1571 72
38 |Epiglobulol 46.01 0.05 1588 47
39 |Cédrol 46.68 3.06 1606 94
40 |Tau.-cadinol 48.00 0.21 1641 99
41 |a-cadinol 48.51 0.28 1655 93
42 | Non identifié 58.77 0.05 35
43 | Manoyl oxide 59.76 0.15 91
44 |Non identifié 60.41 0.14 72
45 | Epi-manool 62.03 0.18 86
46 | Non identifié 65.82 0.35 30
47 | Non identifie 66.81 0.31 83
48 | Non identifié 68.38 0.06 46
49 |Totarol 69.94 0.04 99
50 |fleximel 75.54 0,05 90

Total identifié 84

Monoterpénes hydrocarbonés 24

Monoterpénes oxygénés 14

Sesquiterpénes hydrocarboné 26

Sesquiterpénes oxygéné 12

Diterpénes oxygéné 8

Non identifié 8

Les composés sont classés en ordre de leur élution sur la colonne HP5-MS en

utilisant des homologues des séries de n-alcanes.

TR : temps de rétention.

IK : indice de Kovats relatifs aux n-alcanes - sur la colonne HP5-MS.

Le tableau suivant présente les 11 composés maijoritaires, il s’agit du a-pinéne

(N°1; 36.05%) qui est le premier composé majoritaire, suivi de A-3-caréne (N° 4;

15.90%) qui représente le deuxiéeme composé important. Les autres composés
B-phellandrene (N°2; 5.92%),
germacréne-D (N° 32; 4.89%), B-myrcene (N° 3; 4.51%), limonéne (N°5 ; 4.36%),
terpinyl acétate (N°21, 3.95%), et cédrol (N°39; 3.06%), a-cubebéne (N°20 ;

majoritaires sont a-terpinoléne (N°8; 6.63%),

1.47%) et terpinéne-4-ol (N°14 ; 1.44%).
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Tableau 3.7: Composés majoritaires, proportions et familles.
Familles

Composés Proportions

a-pinéne
36.05%

\ Germacréne-D
A-3-caréne 4.89%
15.9% e
Hydrocarbures
monoterpéniques
p-myrcéne
4.51%
a-terpinoléne

oy O

6.63%
: Limonéne
4.36%
@ Y Monoterpénes
0 H
Oxygénés
Terpinyl-acétate Terpinen-4-ol
1.44%

3.95%

Hydrocarbures
sésquiterpéniques

In

o

a-cubebéne
A 1.47%

B-phellandréne
5.92%

Alcool

2 0,
Cédrol 3.06% sésquiterpénique

g
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D’aprés ces résultats, il apparait que I'huile essentielle des fruits de Cupressus
sempervirens var horizontalis se caractérise par un équilibre entre les composés
monoterpéniques et sésquiterpéniques, avec existence de quelques composés

diterpéniques.

Nous remarquons que parmi les 38% des composés monoterpéniques et 63.16%
de ces composés sont des hydrocarbures en particulier : a-pinéne, A-3-caréne, a-
terpinoléene, Germacréne-D, B-myrcene, Limonene et qui sont considérés comme
produits majoritaires. lls représentent 24% de la totalité des constituants de cette
huile essentielle. Le reste, représenté par les monoterpénes oxygénés
représentent 36.84% et que sont constitués majoritairement par: Terpényl-

acétate et cédrol (8.35 % de la totalité des constituants identifiés) (tableau3.6).

Nous constatons l'existence aussi de 38% des sesquiterpénes parmi les 46
constituants identifiés, les hydrocarbures constituent 68.42%. Parmi les alcools
sesquiterpéniques mis en évidence, le cédrol qui s’avére majoritaire avec 3.06%
de la totalité des constituants de cette huile essentielle (tableau3.6).Nous avons

également observé la présence de quatre diterpénes faiblement représentés (8%).

Les résultats obtenus relatifs aux composés majoritaires identifiés dans I'huile
essentielle de Cupressus sempervirens var horizontalis sont comparés avec ceux
des autres huiles essentielles de la méme variété et également avec celles de la

variété pyramidalis dans certains pays (tableau3.8).

Comparés a certains travaux [192,196] rapportés dans le tableau 3.8, nos
résultats montrent que nous avons identifié plus de constituants dans I'huile
essentielle de cette variété. Nous avons noté certaines compatibilités notables de
proportions de certains constituants dans I'huile par rapport a celles extraites de la
méme variété du Mexique. Cependant, il existe des différences par rapport a celle

de la variété d’lran.
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Que ce soit pour la variété horizontalis ou pyramidalis la présence de a-pinéne
a été révélé comme composé majoritaire dans I'huile essentielle de Cupressus
sempervirens L. présente dans différents pays cités dans le tableau 3.8.
Cependant, leur pourcentage dans I'huile essentielle étudiée (36.05%), ainsi que
celle du Mexique (49.81%), et de 'Egypte (48.2%) est inférieur a ceux des huiles
essentielles des variétés iranienne (59.2%), tunisienne (64.1%), et croatienne
(69.9%).

Tableau 3.8: Principaux constituants de I'huile essentielle des cénes femelles de

Cupressus sempervirens L. selon l'origine.

Composeés C.semper | C.semper | C.semper | C.semper | C.sempers | C.semperv

majoritaires | var horiz var horiz | var horiz | var var iren var
[présente | (Mexique | (Iran) pyram pyramid pyrami
étude] ) [196] | [192] (Croatia) | (Egypte) (Tunisie)

[161] [197] [198]

a-pinéne 36.05% 49.81% 59.2% 69.9% 48.2% 64.1%

A-3-caréne 15.90% 17.94% - 11.7% 19.1% 7.8%

a-terpinoléne 6.63% 3.44% - 3.6% 2.6%

B- 5.92% 6.21% - -

phellandréne

Germacréne- 4.89% - 21% 2.5%

D

B-myrcéne 4.51% 6.185% 3.4% 2.6%

Limonene 4.36% 5.55% 2.4% 1.5%

Terpényl- 3.95% - 3.2% 2.4%

acétate

cédrol 3.06% - - 3.1%

a-cubebéne 1.47% 0.04% - 1.9% -

Terpinéne-4- 1.44% 0.32% -

ol

N° de 46 20 9 16 49 47

COMposes

identifies

Le A-3-caréne s’est révélé comme

le deuxiéme composé le plus important de

toutes les huiles essentielles extraites des variétés de différents pays avec des
taux assez comparables. Cependant, la variété horizontalis d’lran ne renferme pas
ce composé, mais contient comme second composé majoritaire le A-2-caréne
(14.9%).
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Pour les variétés horizontalis, on constate que notre plante présente la
particularité d’étre la seule parmi les variétés étudiées de différentes origines qui

posséde des composés ditérpéniques.

Selon Senatore et al., les variations rencontrées dans la composition chimique
des huiles essentielles, du point de vue qualitative et quantitative, peuvent
dépendre de l'un ou de la combinaison des facteurs tels que le patrimoine
geénétique, l'age, I'environnement de la plante, et la présence de chémotypes
[199].

3.4.3 Etude des composés non volatiles

3.4 3.1. Rendement de I'extraction de la fraction non volatile

La teneur en substances non volatiles miscibles dans les solvants apolaires (éther
de pétrole) est de 8.279% ce qui correspond a 1.66 g /20 g de la poudre des
fruits étudiés. En ce qui concerne les substances non volatiles miscibles dans les
solvants polaires, la teneur est de 16.43% correspondant a un résidu de 3.28 g

pour 20 g de la méme poudre comme illustré dans la figure 3.28.

M Fraction polaire
M fraction apolaire
I autre

Résidus de
I’extraction

Figure 3.28: Teneur des cénes femelles de Cupressus sempervirens.L. var
horizontalis en substances polaires et apolaires.
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Le rendement de I'extrait méthanolique obtenu est trés proche de celui obtenu par
Cariel et Jean [200]. Ces derniers ont obtenu un résidu de 33g pour 200g de la

plante (cones) soit un rendement de 16,5%.

3.5. Activités biologiques

Nous avons étudié les activités antimicrobiennes et anti-oxydantes des extraits
préparés. Les résultats observés lors de I'évaluation d’'un extrait brut ou d’'une
fraction enrichie est la composante de deux paramétres : 'activité intrinséque du
produit, d’'une part, et d’autre part, sa quantité relative dans I'extrait. Ainsi, I'activité
marquée d’un extrait peut tout aussi bien provenir d’'une faible quantité de
constituants trés actifs, que d’'une grande quantité de constituants peu actifs. De
plus, il se peut qu'une activité observée résulte de la somme d’activités de

plusieurs constituants [201,202].

3.5.1. Activité antimicrobienne

Nous avons intéressé a étudier 'effet antimicrobien de notre plante, car dans les
dernieres années, les scientifiques ont mis l'accent sur l'augmentation des
infections humaines causées par des bactéries pathogénes et des champignons.
Malheureusement, les micro-organismes développent une résistance a de
nombreux antibiotiques en raison de ['utilisation indiscriminée des antibiotiques
commerciaux [203,204]. Actuellement, les gens se tournent vers des produits
naturels. Par conséquent, [lutilisation des huiles essentielles est moins

dommageable pour la santé humaine [205,206].

La détermination du pouvoir antimicrobien des fruits de la plante étudiée, s’est
réalisée en appliquant la méthode de diffusion par des disques sur gélose. Cette
méthode nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I'huile

essentielle ainsi que de celui de I'extrait méthanolique des fruits.

L’estimation de l'activité antimicrobienne des extraits est basée sur une échelle de

mesure donnée par Mutai et al., (2009) [207]. lls ont classé le pouvoir
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antimicrobien, en fonction des diamétres des zones d’inhibition de la croissance

microbienne, en 5 classes :

Trés fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone est supérieur a 30mm ;
Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 21et 28mm ;
Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 16 et 20mm ;
Intermédiairement inhibitrice lorsque le diamétre varie entre10 et 16mm ;

Non inhibitrice lorsque le diamétre est inférieur a 10 mm.

Pour le control; Nous avons réalisé un antibiogramme pour estimer la sensibilité

des souches testées a un ou plusieurs antibiotiques tableau 3.9.

Pour les extraits testés ; les diameétres des zones d’inhibition observés autour
des disques imprégnés d’huile essentielle pure et d’extrait méthanolique (1mg/1ml
dilué dans le méthanol) aprés 24 heures d’incubation a 37°C pour les bactéries et

apres 48 heures a 25°C pour les levures sont reportés dans le tableau 3.10.

Tableau 3.9. Résultats de I'antibiogramme (Diamétres des zones d’inhibition de
croissance bactérienne en mm).

B. B. P. E. S. K. C.

subtilis | cereus | aeruginosa coli | aureus | pneumonie albicans
Gentamicine 40 40 21 34 21 30 -
Ampicilline 32 13 42 26 42 12 -
Penicilline G 28 R 34 R 32 R -
Cefazoline 44 R 40 26 40 30 -
Norfloxine 30 17 30 40 30 26 -
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Tableau 3.10 : Activité antimicrobienne de I'huile essentielle et de I'extrait
méthanolique (diamétres des zones d’inhibition de croissance des cultures

microbiennes en mm).

souches Huile essentielle Extrait méthanolique
B.subtilis 14 10
Gram+ B.cereus 18.5 14
S.aureus 20 15
E. coli R R
Gram- P. 13,5 20
aeruginosa
K. R R
pneumonie
Levure C.albicans R R

Nos résultats ont montré la présence des zones d’inhibition obtenues par I'huile

essentielle et méme par I'extrait méthalonique sur trois souches de Gram positif

testées. Ces résultats montrent I'efficacité de ces deux extraits naturels des fruits

de Cupressus sempervirens L. var

Figure3.31, Figure3.32).

horizontalis ( Figure3.29, Figure3.30,
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L’huile essentielle s’est caractérisée par une activité modérément inhibitrice sur
les souches B.cereus (18.5mm) et S.aureus (20mm), et par une activité

légérement inhibitrice sur les souches B.subtilis (14mm).

En ce qui concerne I'extrait méthanolique, son pouvoir inhibiteur vis —a-vis les trois
souches de Gram positif testées est léger (B.subtilis=10mm ; B.cereus=14mm ;

S.aureus=15mm).

En ce qui concerne l'action antimicrobienne de nos deux extraits sur les
souches de Gram négatif, il en ressort que seule la souche P. aeroginosa qui s’est
montrée globalement sensible. Cette espéce, selon nos résultats est considérée
intermédiairement sensible et vis-a-vis de I'huile essentielle (13.5mm) et sensible
a l'extrait méthanolique( 20mm). Dans cette optique , on considére que I'huile
essentielle présente un pouvoir modéré sur cette souche, tandis que l'extrait

méthanolique se caractérise par un Iéger pouvoir.

Pour les autres espeéces telles que K.pneumonie et E.coli, et de la levure
C.albicans aucune zone d’inhibition n'a été observé autour des disques chargés
que ce soit par [l'huile essentielle ou de I'extrait méthalonique. Ces souches
possédent un potentiel de résistance trés élevé contre I'action antimicrobienne de

nos extraits.

Figure 3.29: (A) Zones d’inhibition de l'huile essentielle et (B) de [Iextrait
méthanolique testés sur Bacillus subtilis.
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Figure 3.30: (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle et (B) de [I'extrait
méthanolique testés sur Pseudomonas aeroginosa.

Figure 3.31: (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle
testée sur Bacillus cereus.

Figure 3.32: (A) Zones d’inhibition de [I'huile essentielle et (B) de I'extrait
méthanolique testés sur Staphylococcuc aureus.
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L’activité inhibitrice des extraits vis-a-vis la majorité des souches est trés faible par
rapport a celle des antibiotiques. Cependant, I'activité de I'huile essentielle vis-a-
vis B.cereus avec une zone d’inhibition de 18.5mm s’est révélée plus élevé de
celle exercé par Ampécilline (13mm) et par Norfloxine (17mm). Le méme effet est
observé vis-a-vis P.aeroginosa avec une zone d’inhibition de 20mm, valeur
proche de la zone exercé par Gentamicine (21mm). L’extrait méthanolique, avec
sa zone d’inhibition de 20mm a un effet voisin de celui de la Gentamicine
(21mm). Il est a noté que le solvant utilisé pour dissoudre le résidu sec de I'extrait
organique (méthanol) n’a donné aucune zone d’inhibition. Selon Valero et
Salmeron (2003) [208], il est difficile de faire une comparaison entre les résultats

obtenus avec ceux rapportés par la littérature en raison des problémes suivants :

.Nature du matériel végétal ('espéce, extrait ou 'HE, origine géographique, saison
de cueillette) ;

.Procédé d’extraction ;

.Niveau de pureté du produit final et sa conservation ;

.Nature des souches testées ;

.Méthodes utilisées pour estimer I'activité antimicrobienne ;

.Milieux de culture employés (milieu synthétique ou nature).

Les bactéries a Gram (-) possedent une forte résistance, cette résistance n’est
pas surprenante, elle est en relation avec la nature de leurs membranes externes
qui se compose des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides ce

qui rend cette membrane imperméable a la plupart des agents biocides [209,210].

Cependant, Deans et Ritchie (1987) [211] n‘ont pas trouvé de différence
significative entre la sensibilité des bactéries Gram(-) et celle des bactéries
(Gram+), tel que rapportés dans nos résultats. Les différentes bactéries Gram- et
Gram’ testées présentent une activité variable a I'égard de I'huile essentielle et de
I'extrait méthanolique employés puisque Bacillus cereus; bactérie a Gram(+) a été
plus sensible que Pseudomonas aeroginosa; une bactérie Gram (-) vis-a-vis

I'extrait méthanolique.
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La qualité des souches tests est déterminante pour la valeur de I'essai, car celles-
ci sont I'instrument de mesure dans la méthode de détermination de I'activité d’'un

produit antimicrobien [212].

Dans nos conditions expérimentales, I'huile essentielle et I'extrait méthanolique
n‘ont donné aucune activité inhibitrice sur la souche Candida albicans. Ceci
pourrait étre expliqué par 'absence de substances a activité antifongique comme
les alcaloides [111]. Les études réalisées par Emmami et al., (2006), confirment
I'absence des alcaloides au niveau des fruits de cupressus sempervirens var
horizontalis , ils ont également signalé la résistance de C.abicans a I'égard de

I'huile essentielle de cette variété [192].

Pseudomonas aeruginosa qui a la réputation d’étre trés résistante a toute sorte
d’agents antimicrobiens et antibiotiques [213], a montré dans cette étude une
sensibilisation modérée vis-a-vis [I'extrait méthanolique et Iégére a l'action de

I'huile essentielle.

Budhiraja et al., (1999) ont montré que le composé terpinen-4-ol posséde un effet
inhibiteur contre P.aeroginosa [214], et I'huile essentielle testée contient 1.44% de
ce composé. Donc nous pouvons en déduire que probablement ce composé a

contribué a lI'inhibition de cette souche.

Une étude réalisé par Carlos Ramén et al.,(2012) [196] ont montré que I'huile
essentielle de Cupressus sempervirens var horizontalis exerce un pouvoir
antibactérien léger sur P.aeroginose avec une zone d’inhibition Iégérement
inférieure de celle que nous avons trouvé, et méme sur la souche

Staphylococcus aureus.

L’activité antibactérienne sur C. sempervirens var horizontalis de I'huile
essentielle et I'extrait méthanolique pourrait s’expliquer par la présence de
différents constituants selon les résultats de screening phytochimique de la plante
et CG/MS de rl'huile essentielle, notamment les flavonoides, les tanins, les
terpénes [111, 215, 216, 217, 218, 219].
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Ces résultats suggérent que I'activité antimicrobienne des huiles essentielles est
en relation avec I'activité de ces composants. Le terpene cyclique, I'a-pinéne qui
agit probablement sur la membrane en modifiant la liaison des phospholipides
dans la bicouche lipidique des bactéries Gram positif. Ceci est cohérent avec les
résultats obtenus dans ce travail. Nous pouvons donc en déduire que le composé
terpénique peut étre le majoritaire en agissant sur les bactéries Gram (+) comme

S.aureus.

L’activité antimicrobienne de I'huile essentielle de C sempervirens var horizontalis
en plus de 'a-pinéne pourrait, en partie, étre associés aussi d’autres constituants
majeurs tels que a- phellandréne, a-terpinyl acétate et cédrol. Ces composés ont
été signalés par leurs effets antimicrobiens [219, 220, 221, 222]. Dans notre
présente étude, ces constituants ont été révélés parmi les composés majoritaires.
Ce que nous a laissé pensé que probablement ils participent a I'effet antimicrobien

de cette huile essentielle testée.

Selon Marino et al., (2001), les composants minoritaires peuvent également
contribuer a [I'activité antimicrobienne des huiles essentielles, impliquant

probablement un certain type de synergie avec d’autres composés actifs [223].

3.5.2 Activité antioxydante

Il'y a un besoin important en antioxydants efficaces a partir de sources naturelles
comme alternatives aux additifs alimentaires de synthése afin de prévenir la
détérioration des aliments, médicaments et cosmétiques. Les extraits et les huiles
essentielles de nombreuses plantes ont été étudiés pour leur activité antioxydante
[224, 225, 226].

L'activité antiradicalaire de nos produits a été évaluée par la méthode de DPPH.
Une solution méthanolique de DPPH- (2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présente une
coloration violette sombre, en présence d'un antioxydant, la forme réduite de
DPPH-H confére a la solution une coloration jaune, et par conséquent une

diminution de I'absorbance [227].
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Le changement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence
de chacun des produits a tester a été mesuré a 517 nm, les résultats figurant
dans les tableaux et les figures ci-aprés illustrent les pourcentages de l'activité
antiradicalaire de l'huile essentielle et I'extrait méthanolique isolés a partir des
fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis et vis-a-vis du radical libre
DPPH. Ces résultats sont comparés entre eux et avec celle d'un antioxydant
standard (a-tocophérol) (Tableau 3.11, Figure3.33, Figure 3.34, Figure 3.35 et
Appendice C).

Tableau 3.11:

essentielle (A) et I'extrait méthanolique; (B) des cénes femelles de Cupressus

Pourcentages de l'activité antiradicalaire moyenne de [I'huile

sempervirens var horizontalis et du standard a-tocophérol (C) vis-a-vis du radical
libre DPPH.

activité de activité de
(B) y (C) S
(A activité de piégeur du piégeur du
Concentrations | piégeur du Concentrations | radical Concentrations | radical
(mg/ml) radical (mg/ml) DPPH (mg/ml) DPPH
DPPH (%) (%) (%)
15 6,1336 0,0001 8,62 0,005 36,2552
001 68,7462
20 11,5036 0,001 25,0533 d
0,02 76,0406
30 16,4429 0,005 35,52266 77 3665
0,03
77,6532
50 68,2519 0,01 59,9866 0,04
0,05 78,411
7 7
> 0,569 0,05 73,03
0,2 88,5266
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Figure 3.33: Pourcentages de I'activité antiradicalaire de I'huile essentielle des
cbnes femelles de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical
libre DPPH.
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Figure 3.34: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de I'extrait méthanolique
des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical libre

DPPH.
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Figure 3.35: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de standard a-tocophérol
des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical libre

DPPH.

L’analyse de ces résultats montre que le pouvoir réducteur se différencie selon la

nature de l'extrait isolé du méme organe. On remarque que nos extraits

présentent une activité antioxydante et que la faculté de piéger le radical libre

DPPH est tres importante avec I'extrait méthanolique qu’avec celle de l'huile

essentielle.

Afin d’établir une comparaison entre les échantillons, nous avons déterminé

I'IC50 de nos extraits (tableau 3.15), ce parameétre introduit par Brand-Williams et

al., et utilisé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats. |l

défini la concentration efficace du substrat qui cause la perte 50% de I'activité de
DPPH (couleur) [228].

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, deux autres parameétres sont

introduits :
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- Calcul de ’EC50 qui prend en considération la concentration de DPPH dans le
milieu réactionnel [concentration effective a 50%, EC50 = (IC50/mg de DPPH/mlI).
- Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a
'EC50 (APR = 1/EC50) [229]. Plus ces valeurs ne tendent pas et s’éloignent du

zéro, plus la puissance antioydante augmente.

Tableau 3.12: Activité antiradicalaire des extraits des cones femelles de
Cupressus sempervirens var horizontalis et du standard.

EC50(mg/mg APR
échantillons IC50 mg/ml DPPH)

Huile
essentielle 43.370+0.9184 |1084.3+ 22.9608 |0.0009+1.95.10°

Extrait 0,0081+0.00085|0.2013+0.02125 |5.0063+0.5315
méthanolique

a-tocophérol |0,0071+0.00023 |0.1773+0.0056 5.645+0.1835

Ces résultats montrent que I'extrait méthanolique est un excellent antioxydant
naturel. Il possede des capacités de neutralisation du radical libre DPPH
puissantes, puisqu’il agit a faible dose, il inhibe 'oxydation de 50 % de DPPH avec

seulement une concentration de 0.0081mg/ml et un APR de l'ordre de 5.0063.

En comparant le pouvoir de I'extrait méthanolique avec le standard a- tocophérol
qui a inhibé 50% l'activité¢ de DPPH a une dose de 0.0071 mg/ml et un APR de
5.645, se montre I'excellent pouvoir de I'extrait étudié.

En ce qui concerne l'huile essentielle, elle présente également une activité
antiradicalaire, mais trés faible (43.37mg/ml) par rapport I'extrait méthanolique ou

au standard.

Ce résultat concorde avec celui trouvé par Gianni et al., (2005) [9], qui a montré

que l'effet antioxydant de l'huile essentielle de cette plante est faible. Ce
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chercheur [9] et Ruberto & Baratta, (2000) [230] ont noté que les huiles
essentielles avec une plus grande abondance de monoterpénes hydrocarbonés
sont presque inefficaces. Ainsi selon Jukié et Milis, (2005) [231], l'activité
antioxydante des huiles essentielles peut étre liée au contenu phénolique. Et ont
noté que I'étude comparative sur la faculté de réduction du radical DPPH par des
chémotypes difféerents a prouvé que les chémotypes phénoliques montrent in vitro
des capacités antioxydantes plus exprimées et plus fort que les chémotypes non
phénoliques. Donc, nous pouvons expliquer ce faible pouvoir antioxydant de I'huile
essentielle de cette plante par leur richesse en composés monoterpéniques
hydrocarbonés de l'ordre de (24%) et pauvreté en composés phénoliques
(0.05%) qui ont été détectés par CG/MS.

En ce qui concerne l'extrait méthanolique, leur activité antiradicalaire pourrait
s’expliquer par la présence des tanins et des flavonoides, qui sont détectés par les
tests préliminaires réalisés dans cette étude. En effet les flavonoides et les tanins
sont des piégeurs de radicaux libres [232]. Par ailleurs, Uchida et ses
collaborateurs suggérent que les tanins ont une action de piégeage radicalaire
sur le radical 1-1 diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) [233].

En rappel, cette méme espéce s’est avérée riche en flavonoides tels que
cupressuflavone, amenoflavone, rutine, quercitrine, myricitrine [234]. Certains de
composés phénoliques (anthocyanidine, catechines flavones, flavonols and
isoflavones) tannins (acide ellagique, acide gallique, isopropanoids phenyl, acide

caffeique, acide coumarique, acide ferulique) lignans, catéchol [235].

En comparaison avec les résultats de travail de Emmami et al., (2007) [193], Les
extraits méthanoliques des feuilles et des fruits de toutes les variétés de
cupressus sempervirens L. ont également été prouvés posséder une activité
antioxydante lorsqu’ils ont été testés en utilisant d’autres méthodes (FTC et TBA).
lIs ont démontré que I'extrait méthanolique des fruits de Cupressus sempervirens
var horizontalis a une forte activité antioxydante était méme plus élevé que l'a-

tocophérol.

Dans une autre étude réalisé par lbrahim., et al (2007) [236], I'extrait

méthanolique de cette plante a exercer une forte activité antiradicalaire contre le
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radical 2,2-diphényl-2-picrylhdrazyle (DPPH) ainsi que certains des composés
phénoliques isolés ( par exemple, la quercitine, la rutine, I'acide caféique et I'acide
p-coumarique) en comparaison avec a-tocophérol et butyle hydroxyle toluéne

(BHT) comme des antioxydants standards.

Compte tenu de ces résultats obtenus par rapport a la forte activité antioxydante
des extraits méthanolique de cette plante et surtout de ces cbnes femelles,
nombreux chercheurs ont étudié le réle important de cet effet dans la capacité
hépatoprotécteur. Selon Rizk et al., (2007) et Koriem et al., (2009) [237,63] le
prétraitement avec I'extrait de méthanol a partir des graines et des feuilles de
Cupressus sempervirens L. respectivement a donné un effet hépatoprotecteur
contre des substances défavorables (CCL4, acétate de plomb), qui peuvent, a leur
tour, conduisent a la formation des radicaux libres et donc d'augmenter la
susceptibilité a des dommages hépatiques. lls ont suggéré que l'utilisation de cette
plante médicinale dans la thérapie est recommandée, cet effet liée a ses

constituants et ce résultat a été soutenu par des examens histologiques.
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CONCLUSION

L’évolution des esprits et le refus du « tout chimique » qui se manifeste de plus en
plus ouvrant un peu plus la porte au « retour », c'est-a-dire au respect de

'essentiel, la vie.

Ce travail a été mené dans le cadre de la valorisation de la flore spontané dans la
région de Blida et nous avons concerné a une plante médicinale ; Cupressus
sempervirens L. et précisément a la variété horizontalis qui est moins étudié par

rapport a la variété pyramidalis.

Une étude macroscopique des différents organes de la plante a permis de faire
une description de la plante étudiée. En outre des observations microscopiques
photoniques des coupes histologiques ont montré I'existence des structures de

sécrétions de type canaux excréteurs.

Un screening chimique de la plante a rapporté que les cones de Cupressus
sempervirens L. var horizontalis sont riches en tanins et saponines et en plus ils

possedent des flavonoides.

L’huile essentielle a été extraite par la technique d’hydrodistillation avec un
rendement de l'ordre 0.4%. L’analyse qualitative de I'huile essentielle par CG/MS,
a permis d’identifier quarante six composés (46), dont onze (11) sont majoritaires

parmi les quels : a-pinéne, A-3-caréne, I'a-terpinoléne et B-phellandréne.

L’analyse semi-quantitative a mis en évidence I'équivalence entre les composés
monoterpéniques et sesquiterpéniques, avec une dominance des composés

hydrocarbonés par rapport aux dérivés oxygenés.
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L’étude analytique de T'huile essentielle de Cupressus sempervirens var
horizontalis a présenté 11 composés majoritaires ou I'a-pinéne est le composé
principal avec une teneur de 36.05%, suivie par le 3-A- caréne avec un teneur de

15,90%. Tandis que L’extrait méthanolique a présenté un rendement de 16.43%

L’effet antimicrobien des extraits naturels des Cupressus sempervirens L. var
horizontalis est variable selon les souches microbiennes. D’aprés les résultats
obtenus, la plus grande valeur d’inhibition enregistrée sur les souches est de
'ordre de 20mm, qui signifie une activit¢ modéré de I'huile essentielle sur
S.aureus et de I'extrait méthanolique sur P.aeroginosa. Tandis qu’aucune activité

n’a été décelée vis—a-vis de K.pneumonie et C.albicans.

L’extrait méthanolique des fruits de la plante étudiée manifeste une forte activité
antiradicalaire qui est trés proche de celle du standard a-tocophérol. Cependant

I'huile essentielle possede un faible pouvoir antiradicalaire.

Dans la perspective de poursuivre et approfondir ce travail, il serait nécessaire :

-De faire une étude phytohistologique.

-De réaliser une identification a I'extrait méthanolique et tester les effets de ces
COMpOoses.

-De déterminer les Concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) pour chaque huile essentielle. -
D’attacher une attention particuliere pour I'activité antioxydante de I'extrait
méthanolique de cette plante dans les études a venir, qui s’est avérée trés

importante.



APPENDICE A

PHOTOS DE L’APPAREILLAGE

Figure 02 : Rotavapeur (photo).

Figure 03 : Four a moufle (photo).




APPENDICE B

TECHNIQUE DE LA DOUBLE COLORATION

Les phases de la coloration sont les suivantes :

Un prétraitement dans I'éther est nécessaire pour vider les cellules de leurs
contenus pendant 20 minutes.

Un ringage abondant a I'eau distillée.

Les coupes ont été placé 10 a 15min dans I'hypochloride (destruction des
structures cellulaires), suivie par un ringage a I'eau pendant 15 a 20 min ;
puis dans de I'acide acétique [0.1] (il a pour but d’augmenter l'affinité des
colorants), toujours suivie par un ringage a I'eau pendant 15 a 20 min.

par la suite une coloration au vert de méthyle a 1 % durant 10 min; puis au
rouge Congo a 2 % pendant 10min ont été faites. Avec ringcage a l'eau
pendant 15 a 20 min apres chaque coloration.

Un montage des coupes dans une goutte d'eau distillée entre lame et
lamelle. L'observation se fait immédiatement au microscope photonique

doté d’'un appareil photo et cela pour éviter le desséchement des coupes.



APPENDICE C
TEST ANTIOXYDANT

(Capacité de réduction du radical libre mesuré a 517 nm)

Tableau 1: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de I'huile essentielle des

cones femelles de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical

libre DPPH.

Activité de piégeur du radical DPPH (%)
Concentrations
(mg/ml)

Abs1 Abs?2 Abs3
5 2,1889 2,6565 /
10 / 4,1297 4,44
15 6,6141 6,478 5,349
20 / 11,5978 11,4094
30 17,078 17,6537 15,2093
50 69,0078 / 67,496
75 75,251 74,2894 62,1668

Tableau 2: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de I'extrait méthanolique des

cbnes femelles de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical

libre DPPH.
Activité de piégeur du radical DPPH (%)
Concentrations
(mg/ml)
Absl Abs?2 Abs3
0,0001 / 10,34 6,9
0,001 23,4 21,81 29,95
0,005 36,39 37,9 32,29
0,01 53,53 65,12 61,31
0,05 75,12 72,31 71,66
0,2 87,5 89,13 88,95




Tableau 3 (suite Appendice C): Pourcentages de l'activité antiradicalaire de
standard a-tocophérol des cones femelles de Cupressus sempervirens var

horizontalis vis-a-vis du radical libre DPPH.

Activité de piégeur du radical DPPH (%)

Concentrations

(mg/ml)
Absl Abs?2 Abs3
0,005 38,71 36,1668 33,889
0,01 69,536 66,8813 70,5358
0,02 76,1436 74,7005 77,2779
0,03 77,3872 76,5536 78,1587
0,04 77,8198 76,7192 78,4208
0,05 78,0656 / 78,7564
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RESUME

Cupressus sempervirens L. est une plante médicinale qui se caractérise par la
présence des fruits sous forme des cones. Ces cdnes sont des organes trés
utilisés en phytothérapie pour ses richesses en plusieurs substances bio-actives.
Nous nous sommes intéressés au cours de ce travail aux cbnes de la variété
Cupressus sempervirens var horizontalis, qui pousse dans la station
expérimentale de l'université de Blida (Algérie). Nous avons déterminé que les
sites sécréteurs de ces cones sont des canaux sécréteurs. Nous avons également
étudié leurs compositions chimiques. L’hydrodistillation est utilisée pour
I'extraction des constituants volatils des cdnes avec un rendement de 0.4%. La
CPG/SM appuyée par le calcul des indices de Kovats (IK) ont permis
I'identification de quarante-six (46) composés dont onze (11) sont majoritaires
parmi lesquels :L’'a-pinéne (30.5%), le A-3-caréne (15.9%), l'a-terpinoléne
(6.63%), B-phellandrene (5.92% ). La comparaison de cette composition chimique
a celles d’origines mexicaine, iranienne, Croate, égyptienne, et tunisienne a
montré parfois des difféerences remarquables. L’extraction de la fraction non
volatile a été déterminée par soxhlet qui a donné un extrait méthanolique avec un
rendement de 16.43%. Un screening phytochimique de la plante a montré la

présence des flavonoides, des saponines et des tanins en abondances.

La présente étude a également pour but d’évaluer I'activité antimicrobienne et
antioxydante des deux extraits de la plante. L’huile essentielle et I'extrait
méthanolique possédent un pouvoir antimicrobien variable selon les espéces avec
une plus forte zone d’inhibition de 20mm exercée par I'huile essentielle sur
S.aureus et l'extrait méthanolique sur P.aeroginosa qui reste une valeur
d’inhibition modérée. Alors qu’aucune activité n’a été signalée sur E.coli,

K.pneumonie et la levure C.albicans.

Les extraits méthanoliques ont présenté de fortes propriétés de piéger les

molécules du radical libre DPPH. D’ailleurs son pouvoir antioxydant avec un



IC50=0.0075mg/ml est proche de celle du standard a-tocophérol
(IC50=0.006mg/ml). Nous avons conclu aussi que l'huile essentielle possede la
capacité antioxydante, mais elle est trés faible en comparaison avec I'extrait

méthanolique.

ABSTRAT

Cupressus sempervirens L. is a medicinal plant which is characterized by the
presence of the fruits in the form of the cones. These cones are organs widely
used in phytotherapy for its riches of several bio-active substances. In this work,
we were interested in the cones of the Cupressus sempervirens var horizontalis
variety. This variety grows in the experimental station of the University of Blida
(Algeria). We determined that the secretory sites of these cones are secretory
canals. We also studied their chemical compositions. The hydrodistillation is used
for the extraction of the cones volatile components with a productivity of 0.4%. The
GC/MS supported by the calculation of Kovats indices (KI) allowed the
identification of forty-six (46) compounds with eleven (11) represent the majority of
which: The a-pinene (30.5%), the A-3-carene (15.9%), a-terpinolene (6.63%), B-
phellandrene (5.92%). The comparison of this chemical composition with those of
the same oil from Mexico, Iran, Croatia, Egypt, and Tunisia showed remarkable
differences. The extraction of the nonvolatile fraction was determined by soxhlet
which gave a methanolic extract with a productivity of 16.43%. A phytochemical
screening of the plant showed the presence of flavonoides, saponins and tanins in

abundances.

The purpose of the present study is also to evaluate the antimicrobial and
antioxidant activity of the two extracts of the plant. The essential oil and
methanolic extract have a variable antimicrobial ability according to species' with a
stronger inhibition zone of 20mm exerted by essential oil on S.aureus and the
methanolic extract on P.aeroginosa which remains a moderate inhibition value.

While no activity was reported on E. Coli, K.pneumonie, and C. albicans yeast.



The methanol extract presented strong properties to scavenge the molecules of
free radical DPPH. Moreover its antioxidant ability with 1C5,=0.0075mg/ml is close
to that of the a-tocopherol standard (IC50,=0.006mg/ml). We also concluded that
essential oil has the antioxidant capacity but it is very low in comparison to the

methanolic extract.

Dkl sda | pgia JKG e LS e sl s b Sl o Cupressus sempervirens.L

O ALl A glsall Ssall e adi e e o Ll sial G QL) Gl A aaly el e paiid
daadll 4 g6 ) Cupressus sempervirens var horizontalis adsad Ll Jaall 138 3 () saiga
Al pay Liad 8y 450 8) g8 e 3 ole A DAY adl e o) L 281 (L) 3adl) Bald) dxals (8 Ay el
Gl e Jlalll e B pllaiall G Sl 21 ALY JAall pulaill 43y 5k aodiud | ladll sdgd lesS aS )
(46)LS 0 Ol s A ppaniy [K Gala S <l e Cluny s al) Jlad Casan 857 0.4 Aoy 353 3
«(6.637 ) 0¥ sin ) Wl ¢(715.9) I S-3-Ull ¢ (30.57 ) lin Wl Leie Lplall Jiay US 5o 11 agine e
Al 5 S Al Sl Jmal L A el pe Al S il 138 &5 jliey (7 5.92) uoxlé - B

Aaii i g Ay pan

T 16.43 0,538 353 30 ae Jsilinal (aliie el 53l soxhlet daul s kil s o jall 2 adul K5 3
Bohs Wy opglall @Bl sy Adall JbeSl gasdll ekl 8
) 3l Al e (e Cpealiiiall Al jall siliaall s 32uS3U saliaall bl Cued dul ol o8
ax 0 o) a5y e gl ) DAL Calind Al Gl Saall Clalias Aol ()5St Jsilind) Galiiie SIS
LS aa Jailid) paliiusy 5 S.aureus LS s bl Gyl Wy Al ae 20 a8 Loyl
K.pneumonie s E.coli e blis gl aly ol cpa (8 Lol 4o s 408 35 W3l s P.aeroginosa
C. albicans 3_alls

sl Lgip8 8l 3 DPPH Gliall 5 all ) siall e 8 5 0l 45,08 Jsilisall aliin el
Jelgs 0.006=ICsp  sstasi il U8 58 55 -l (0 an 4 5 oo Ju/e 0.0075= [Cop ey 32080
Jslhall alitue 43 e dasdia ;,;L@sjjsm‘mm.z»& 3 _yasl) @qu‘y\ Cu 3l Qi L.z:j Lt



REMERCIEMENTS

##vant toutes choses, Je tiens a remercier Dieu le tout puissant de m’avoir donné le savoir

et la faculté de pouvoir réaliser ce travail.

ﬂe tiens particuliérement a remercier mon Promoteur Mr. HAMAIDI.M , Maitre de

conférences a L’USD, pour avoir accepté la charge d’étre rapporteur de ce mémoire, je le
remercie pour sa disponibilité, ses pertinents conseils et pour les efforts qu’il avait

consentis durant la rédaction de ce mémaoire.

ﬂe tiens a remercier aussi, M™. HAMAIDI.F. ma Co- promotrice, Maitre de

conférences, a L’USD, pour ses conseils, ses discussions enrichissantes, ses orientations et

Ses encouragements.

2(n remerciement chaleureux a8 M™ SAIDI.F, Professeur et responsable de la

post graduation (biotechnologies végetales) a I’USD, pour I’honneur qu’elle ma fait

en président mon jury. Je ne saurais jamais la remercier assez pour son aide, sa

disponibilité, son soutient sans faille et sa sympathie.

fexprime ma reconnaissance & Mr. MEGATLI. Maitre de Conférence a L’USD

d’avoir honoré ce travail en acceptant de I’examiner.

ﬂe remercie M ™ BOUCHENAFA. Maitre de conférence a I’institut de Chimie

industrielle, d’avoir honoreé ce travail en acceptant de I’examiner.



74 Mme BENOUAKLIL Ingénieur de laboratoire de Post-Graduation de Biologie

végetale et Mme BRAHIM ELRAHMANI Ingénieur de laboratoire de Biochimie.
J’exprime ma profonde gratitude pour leur disponibilité, leurs encouragements, et leur aide

pour le bon déroulement de mon travail. Je les remercie du fond du ceeur.

ﬂ'adresse également mes sincéres remerciements a Mr. Yousef, le gardien de la station

expérimentale de I’institut d’Agronomie pour son aide lors de la cueillette de la plante.

ﬂe tiens tout particuliérement a remercier M™ Sababo. K. Microbiologiste a I’hopital de

Boufarik pour ses nombreuses explications sur les protocoles des tests microbiologiques et

aux autres laborantines pour la bonne humeur régnant au sein du laboratoire.

7/les remerciements sont adressés également a ceux qui ont mis a ma disposition les

conditions materielles nécessaires pour la réalisation de ce travail tout au long de la période

de recherche.

ﬁexprime ma reconnaissance a tous les Enseignants et Etudiants en Post-Graduation

de Biologie de I’université de Blida pour leur encouragement et leur amitié, et a tous ceux

et celles qui m’ont aidé d’une fagon ou d’une autre dans mon travail.



DEDICACE

(’est avec un trés grand honneur que je dédié ce modeste travail aux

personnes les plus cheres au monde mes cherns Aarentd qui m’ont permis de continuer

mes études dans les meilleurs conditions et qui m’ont appris a ne jamais baissé les bras.

4 mon mari Farid qui m’a soutenu dans la réalisation de ce travail, qu’il trouve

ici I’expression de mon profond remerciement.

A4 Mon grand fere et Mes grande - ménes qui m’ont toujours aimé et comblé par ses

bénédictions.

ﬂe dédie aussi cette modeste réalisation a :

-Mes trés chers fréres el Rarim, et el 43¢5
-Mes trés cheres seeurs Ragdba, Samera, Hanane, o Aicha
-Mes chers neveux et niéces Hdel bassez, Wolammed, Sénine, Lina, Nour et
Cliaymae -Mes chers ucles, Tantes, (Cousins et (ousines

-Ainsi que pour tous mes s et mes Collegues.



TABLE DES MATIERES

RESUME

ABSTRACT

oaske

REMERCIEMENTS

DEDICACES

TABLE DES MATIERES

LISTE DES TABLEAUX ET FIGURES
INTRODUCTION

1. BIBLIOGRAPHIE

1. Généralités sur la plante étudiée
.1.1. Description botanique

1. 2. Taxonomie

. 1.3. Origine et répartition géographique
.1.4. Dénomination vernaculaire

. 1.5. Données écologiques

. 1.6. Données phytochimiques

.1.7. Médecine traditionnelle (propriétés thérapeutiques)

RS N (. N . (. (. U (-

.1.8. Travaux antérieurs

11

17

20

20
20
24
26
27
28
28
29

30



1.2. Les substances actives :

1.2.1. Les huiles essentielles

1.2.1.1. L’Aromathérapie

1.2.1.2. Définition des huiles essentielles

1.2.1.3. Localisation des huiles essentielles

1.2.1.4. Extraction des huiles essentielles

1.2.1.5. Composition chimique

1.2.1.6. Toxicité des huiles essentielles

1.2.2. Les composés phénoliques

1.2.2.1. Généralités sur les composés phénoliques

1.2.2.1. Les principales classes des composés phénoliques
1.2.2.2 Intérét biologique de quelques composés phénoliques
1.3. Etudes biologiques

1.3.1. L’Aromatogramme

1.3.1.1. Définition de 'aromatogramme et le mode d’application
1.3.1.2. Mode d’action contre les bactéries

1.3.2. Le stress oxydant, oxydants et antioxydants

1.3.2.1. Définition du stress oxydant

1.3.2 .2. Origine du stress

1.3.2.3. Définition d’'un radical libre

1.3.2.4. Origine d’un radical libre

1.3.2.5. Conséquences du stress oxydant

1.3.6. Les antioxydants

1.3.6.1. Définition des antioxydants

1.3.6.2. Les principales sources d’antioxydants

2. EXPERIMENTATION ET METHODES D’ANALYSES

2.1. Matériel végétal

2.2. Description botanique de la plante étudiée

2.2.1 Etude morphologique

2.2.2. Etudes histologiques et localisation des sites sécréteurs
2.3. Détermination de la teneur en matiére séche

2.4. Détermination de la teneur en cendres

32
32
32
32
33
33
34
35
36
36
36
40
42
42
42
42
43
43
43
43
44
45
46
46
46

50

50
50
50
50
51
51



2.5. Etudes des principes actifs

2.5.1. Réactions de caractérisation de la plante
2.5.1.1. Les solutions a analyser

2.5.1.2. Les réactions de caractérisation

2.5.2. Etudes des composés volatiles

2.5.2.1. Extraction par hydrodistillation
2.5.2.1.1. Principe

2.5.2.1.2. Procédé classique d’extraction
2.5.2.1.3. Conditions opératoires

2.5.2.2. Rendement de I'extraction

2.5.2.3. Caractérisation de 'huile essentielle
2.5.2.3.1. Caractéristiques organoleptiques
2.5.2.3.2. Caractéristiques physico-chimiques
2.5.2.4. Analyse qualitative et semi quantitative
de I'huile essentielle par CG/MS

2.5.2.4.1. But

2.5.2.4.1. Principe

2.5.2.4.2. Conditions opératoires

2.5.2.4.3. L’identification et détermination quantitative des composants

2.5.2.5. |dentifications des constituants en CG/MS par le calcul

des indices de Kovats

2.5.3. Etudes des composés non volatiles polaires

2.5.3.1. Principe

2.5.3.2. Conditions opératoires de I'extraction au soxhlet

2.5.3.3. Rendement de I'extraction

2.6. Etude biologique de Cupressus sempervirens var horizontalis

2.6.1. Activité antimicrobienne de Cupressus sempervirens var horizontalis

2.6.1.1. Principe

2.6.1.2. Protocole expérimental
2.7. Activité antioxydante
2.7.1. Principe

2.7.2. Mode opératoire

52
52
53
53
54
54
54
95
56
56
57
57
57
61

61
62
62
63
64

65
66
67
67
68
68
68
69
73
73
74



3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Déscription botanique

3.1.1. Etude morphologique

3.1.2. Etudes histologiques et localisation des sites sécréteurs
3.2. Détermination de la teneur en matiére séche
3-3-détermination de la teneur en cendres

3.4-Etudes des principes actifs

3.4.1-Réactions de caractérisation de la plante
3.4.2-Etudes des composés volatiles

3.4.2.1-Rendement de I'extraction

3.4.2.2. Caractérisation de I'huile essentielle

3.4.2.3. Analyse de I'huile essentielle par CG/MS

3.4.3. Etude des composés non volatiles

3.4.3.1. Rendement de I'extraction de la fraction non volatile
3.5. Activité biologique

3.5.1.Activité antimicrobienne

3.5.2.Activitéantioxydante

CONCLUSION

APPENDICE

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

7

77
77
82
91
92
92
92
94
94
94
96
102
102
103
103
110

117

119

123



LISTE DES ILLUSTRATION, GRAPHIQUES ET TABLEAUX

Figure 1.1  Aspect général des deux variétés de cupressus

sempervirens L (original).

Figure 1.2  Feuilles de Cupressus sempervirens var horizontalis (original).

Figure1.3  Organes reproducteurs de cupressus sempervirens L. var

horizontalis (original).

Figure 1.4 Différentes classes des composés phénoliques.

Figure 1.5 Origine des radicaux libres dans la cellule (d'aprés Machlin
& Bendich, 1987).

Figure 2.1 Appareillage d'hydrodistillation de type Clevenger.

21

22

22

39

45

55

Figure 2.2 Détermination de I'indice de Kovats a partir d’'un chromatogramme 65

quelconque.

Figure 2.3 Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet.

Figure 2.4 Schéma du Test de I'activité anti microbienne.

Figure 2.5 Réaction de réduction du DPPH.

Figure 3.1 A) Cupressus sepervirens var horizontalis ; B) Cupresssus

sempervirens var pyramidalis (original).

66

69

73



Figure 3.2 Vue d’ensemble dun feuillage dense de Cupressus sempervirens 78

var horizontalis (original) .

Figure 3.3 Différents types de rameaux de Cupressus sempervirens 78

var horizontalis (original).

Figure 3.4 A) et B) Feuilles de Cupressus sempervirens 79

var horizontalis observées sous loupe (originals).

Figure 3.5 Organes reproducteurs de Cupressus sempervirens 79

var horizontalis (original).

Figure 3.6 Cdbnes males groupés en inflorescence (original). 80

Figure 3.7 A) Céne male de cupressus sempervirens var horizontalis 80

B) Coupe longitudinale au niveau du cone male, observés sous loupe (originals).

Figure 3.8 Cdne femelle de Cupressus sempervirens var horizontalis 81

sous loupe (original) .

Figure 3.9 Constituants du fruit charnue de Cupressus sempervirens 81

var horizontalis sous loupe (original).

Figure 3.10 Fruits de cupressus sempervirens var horizontalis a 82

différentes tailles (original).

Figure 3.11 Les graines a partir des fruits mures ligneux de 82

Cupressus sempervirens var horizontalis (original).

Figure 3.12 Coupe transversale au niveau du fruit de 83

Cupressus sempervirens var horizontalis (état vital) (original)



Figure 3.13 A) Coupe longitudinale au niveau d’une canal excréteur 83
au niveau du fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis sous
MPx100(original).

Figure 3.14 A) Deux écailles observée sous loupe ; 84
B) la structure reliant entre ces écailles observée au MP x40 et C) Ecailles

séparées et observees sous MPx100(original).

Figure 3.15 Coupe transversale au niveau d’'un céne femelle 85

avec double coloration MPx40(original).

Figure 3.16 A) Epiderme du cbéne femelle ;B) Structure d’'une stomate 86
au MPx400 avec double coloration (original).

Figure 3.17  CanalL excréteur observé au MPx40 (original). 86

Figure 3.18 A) Tissu conducteur au niveau du coupe 86
transversale d’'un cone femelle MPx100; B) Fibres de sclérenchymes au MPx400

(originals).

Figure 3.19  Fibres de sclérenchymes au niveau d’une coupe 87

transversale d’un cone femelle au MPx100 avec double coloration (original).

Figure 3.20 Coupe transversale d’'une feuille de cupressus sempervirens 88
var horizontalis au MPx40 avec double coloration (original).

Figure 3.21 Coupe transversale d’une tige de Cupressus sempervirens 89

var horizontalis au MPx40 avec double coloration (original)

Figure 3.22  Structure du canal excréteur au MPx400 avec double 89

coloration (original).



Figure 3.23 A) Coupes transversales au niveau des tissus conducteurs 90
au MPx100 ; B) Le bois au MPx400; C) Le Liber au MPx400 (avec double

coloration) (original).

Figure 3.24 Bois en coupes longitudinales des tiges de Cupressus 90
sempervirens var horizontalis dont A) observé au MPx 100 et B) observé au MPx
400(original).

Figure 2.25 Teneur en eau et en matiére séche des fruits frais de 91
cupressus sempervirens var horizontalis.

Figure 2.26 Réactions de caractérisation de la poudre des fruits 93

de Cupressus sempervirens var horizontalis.

Figure 3.27 Chromatogramme de I'huile essentielle de Cupressus 96

sempervirens var horizontalis.

Figure 3.28 Teneur des cbnes femelles de Cupressus sempervirens.L. 102

var horizontalis en substances polaires et apolaires.

Figure 3.29  (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle et (B) de I'extrait 106

méthanolique testés sur Bacillus subtilis.

Figure 3.30 (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle et 107

I'extrait méthanolique ; (B) testés sur Pseudomonas aeroginosa.

Figure 3.31 (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle 107

testée sur Bacillus cereus.

Figure 3.32 : (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle et (B) 107

de I'extrait méthanolique ; testés sur Staphylococcuc aeroginosa.



Figure 3.33  Pourcentages de I'activité antiradicalaire de 112
I'huile essentielle des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis

vis-a-vis du radical libre DPPH.

Figure 3.34 Pourcentages de I'activité antiradicalaire de 112
I'extrait méthanolique des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis

vis-a-vis du radical libre DPPH .

Figure 3.35 Pourcentages de Il'activité antiradicalaire de 113
satandard a-tocophérol des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis

vis-a-vis du radical libre DPPH.

Tableau 1.1 Quelques activités biologiques des polyphénols. 40

Tableau 2.1 Liste et caractéristiques des souches microbiennes testées. 70

Tableau 2.2 Concentrations des solutions a tester dans le test antioxydant. 74

Tableau 3.1 Résultats des pesées de Cupressus sempervirens L. var 91

horizontalis aprés dessiccation pendant 96h.

Tableau 3.2 Teneur en cendres totales de la poudre des fruits 92

de cyprés horizontalis.

Tableau 3.3 Résultats des réactions en tubes sur la poudre des fruits 93

de Cupressus sempervirens var horizontalis.

Tableau 3.4  Caractéres organoleptiques de I'huile essentielle 94

des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis.

Tableau 3.5 Les indices physicochimiques de I'huile essentielle étudiée. 95



Tableau 3.6 Composition chimique de I'huile essentielle de Cupressus

sempervirens var horizontalis

Tableau 3.7 Composés majoritaires, proportions et familles.

Tableau 3.8 Principaux constituants de I'huile essentielle des cénes

femelles de Cupressus sempervirens. L selon l'origine.

Tableau 3.9 Reésultats de I'antibiogramme (Diameétres des zones

d’inhibition de croissance bactérienne en mm).

Tableau 3.10  Activité antimicrobienne de I'huile essentielle et de
I'extrait méthanolique (diamétres des zones d’inhibition de croissance

des cultures microbiennes en mm).

Tableau 3.11  Pourcentages de I'activité antiradicalaire moyenne de
I'huile essentielle (A) et I'extrait méthanolique (B) des cdnes femelles

et du standard a-tocophérol (C) vis-a-vis du radical libre DPPH.

Tableau 3.12 Activité antiradicalaire des extraits des cones femelles de

sempervirens var horizontalis et du standard.

97

99

101

104

105

111

114



17

INTRODUCTION

Ces dix dernieres années le recours a la médecine traditionnelle s’est répandu
partout dans le monde et a gagné en popularité, non seulement les populations
des pays en développement y ont accés mais aussi ceux des pays ou la bio-

médecine occupe une grande place dans les systémes de santé [1].

Dans ces dernieres années, les recherches scientifiques s'intéressaient aux
composés des plantes qui sont destinés a [lutilisation dans le domaine
phytopharmaceutique. Les molécules issues des plantes dites naturelles sont
considérées comme une source tres importante de médicaments; sachant que
plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine
moderne et prés de 75% d'entre eux sont appliqués selon leur usage traditionnel
[2]. Actuellement I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime environ 80%
des habitants de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de

plante en tant que soins de santé primaire [2].

Par conséquent les industries pharmaceutiques s'intéressent de plus en plus a la
diversité des molécules biologiques des végétaux dans le but d’avoir de nouveaux

composeés pourvus de propriétés inédites.

Vue cette richesse du monde végétal, notre travail porte sur une plante médicinale
dénommée Cupressus sempervirens L. C'est une espéce caractéristigue en
région méditerranéenne(3). Elle se présente sous deux formes d’aspect différent,
qui correspondent a deux variétés : la forme pyramidalis : a branches dressées ;
c’est le Cupressus sempervirens var pyramidalis, et la forme horizontalis: a
branches étalées ; c'est le Cupressus sempervirens var horizontalis ; la variété

étudiée dans ce mémoire [3, 4, 5].
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Les feuilles et les cénes de Cupressus sempervirens L. jouent un réle important
dans la médecine traditionnelle dans laquelle, ils sont utilisés comme des anti-
septiques, des anti-rhumatismales, anti-hémorroidaires, anti-diarrhéiques, des
agents vasoconstricteurs, pour la toux, les rhumes, les infections parasitaires,
I'inflammation et tonique pour les cheveux aussi forte. lls sont utilisés pour le
traitement des troubles gastro-intestinaux (diarrhée) et contre les dermatoses. Les
fruits de la plante sont utilisés traditionnellement pour guérir le diabéte [6]. L'action
pharmacologique de Cupressus a été étudiée par Madar et al. (1995), qui ont
rapporté que les terpénoides de cette plante présente une activité antifongique
[7]. En Albanie, un extrait hydro-alcoolique des cdnes de Cupressus sempervirens
L. est utilisé pour traiter une variété de troubles, y compris I'hyperlipidémie chez
des rats Wistar [8]. Cette plante a une huile essentielle tres abondante avec un
monoterpéne typique et est considéré comme un capteur de radicaux avec des

effets d'inhibition de la peroxydation lipidique [9].

Le choix de la plante basé d'une part sur I'importance de leurs fruits, qui sont
riches en métabolites secondaires (tanins, en essence a leucoanthocyanes et
catéchols, et en terpenes), et d’autre part sur leurs usages traditionnels connus.
Cependant, quelques études phytochimiques et biologiques sur Cupressus
sempervirens L. dans l'Algérie ont été signalées, au contraire dans d’autres
parties du monde.

La présente étude a porté sur la recherche de constituants chimiques et sur
I'évaluation in vitro des activités biologiques de l'huile essentielle et de I'extrait
méthanolique, préparés a partir des fruits de Cupressus sempervirens L. var

horizontalis. Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

Description botanique de la plante récoltée,

Extractions des principes actifs; I'huile essentielle par hydrodistillation, et
composés phénoliques par soxchlet,

Faire un screening chimique des extraits (tests en tube, CGMS,...),
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- Faire un screening biologique (activité antiradicalaire, activité antimicrobienne) des
extraits des fruits de Cupressus sempervirens L.var horizontalis (huile essentielle

et extrait méthanolique).
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CHAPITRE 1

BIBLIOGRAPHIE

1.1. Généralités sur la plante étudiée

1.1.1. Description botanique

Le cyprés méditerranéen ou en commun (Cupressus sempervirens L.) [10] est un
grand arbre toujours vert avec un tronc bien développé, il mesure habituellement
de 15 a 20 m de haut, mais peut atteindre 30 a 40 m [11]. Il croit rapidement

jusqu’a I'age de 20 ans et peut vivre jusqu’a I'age de 500 ans [11].

C’est un arbre trées ramifié [12], les rameaux sont généralement courts,
quadrangulaires, fins (6=1), vert grisatre et qui tombent aprés quelques années
[13].

Il offre deux ports trés distincts selon la variété, bien qu’ils soient généralement

considérés comme deux cultivars d'une méme espéce [14] (Figure1.1) :

- Pyramidal, en fuseau, dans la variété pyramidalis, dont les branches sont
dressées et proche du tronc.

- A cime légére, étalée, pour la variété horizontalis, dont sa forme peut rappeler
celle du cédre [13], qui étend ses branches de tous cotés [15] avec des grands

angles entre les branches et le tronc [16].

L’espéce Cupressus sempervirens.L se caractérise par une écorce grise brune et
lisse et se fissure verticalement avec I'age. Le bois quand a lui, de forte densité et

quasiment imputrescible ; il contient une essence appréciée pour son usage en
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menuiserie [14]. Il posséde également la propriété d’éloigner les insectes par son
odeur [17].

Variété
horizontalis

Variété
pyramidalis

Figure1.1: Aspect général de deux variétés de cupressus sempervirens L

(original)

Les feuilles sont persistantes, squamiformes, opposées, réduites a des petites
écailles, étroitement imbriquées sur 4 rangs [11, 18, 19, 20]. Elles se chevauchent
comme les tuiles d’un toit, recouvrant entierement les rameaux et lui donnant une
teinte d’'un vert foncé [21, 22, 23]. Elles ne dégagent qu’une odeur trés faible,

méme froissées [21] (Figure1.2).
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Figure 1.2: Feuilles de Cupressus sempervirens var horizontalis (original).

Le Systéme racinaire est trés développé, profond et étendu [23], avec des
racines secondaires horizontales et superficielles qui ancrent I'arbre dans le sol,

alors que la racine principale avorte t6t [4,23].

Les fleurs : au printemps, sur les jeunes rameaux apparaissent les organes
reproducteurs males et femelles [24]. Ces derniers sont portés par des cones.
Cette espéce est dite monoique [18,19] puisque les organes reproducteurs males

et femelles sont présents sur le méme pied [22] (Figure1.3).

Cone male

Cone femelle

Figure 1.3: les organes reproducteurs de Cupressus sempervirens var horizontalis

(original).
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e Les organes reproducteurs males sont groupés en chatons terminaux,
produits en abondance [24], ils constituent de petits cdnes agglomérés en épis
denses. Chacun comporte un axe simple autour duquel sont disposées suivant
une spirale trés serrées de nombreuses étamines écailleuses, imbrique de 8 a

10 paires d’écailles jaunatres [18].

Chaque étamine a maturité s’ouvre, laissant échapper les grains de pollen murs

et flétrissent peu de temps apres.

e Les organes reproducteurs femelles sont réunis en inflorescence
globuleuses ou ovoides regroupent 6 a 12 fleurs ou écailles, en donnant

naissance a des petits cones fructiferes [25].

Les cdnes femelles constituent le fruit du cyprés vert [26]. lIs présentent des
grosses bosselures, sont glabres [27], globuleux, un peu luisant, passent du vert
brillant a brun en murissant [28]. lls atteignent une longueur de 4 cm mais
généralement cette longueur varie entre 2 et 3 cm [29]. Les écailles sont

anguleuses, excentriqguement peltées, mucronées vers le centre [30.31].

Ces écalilles s’insérent autour d’'un axe central et chaque écaille est accompagnée
d’'une bractée qui est souvent visible au printemps, mais qui peut étre masquée
par les écailles, dont la taille augmente, au cours de la maturation du cbéne [32].
Les écailles sont dites ovuliféres, chacune d’elles porte a leur base 6 a 20 ovules
qui deviennent des graines [20,24]. lls sont charnues [27] et soudées [9) avant
leur maturation mais deviennent ligneuses en murissant puis s’écartent 'une de

I'autre a la maturité [33].

Dans la variété horizontalis les cénes femelles sont plus nombreux et souvent

agglomeérés que dans la variété pyramidalis [30].

Les graines : I'ovule fécondé se transforme en graine [32]. Les cbnes libérent de
trés petits graines (8 a 20 par écaille), ces derniéres sont brunes claires [3,18,23],

anguleuses, munies latéralement de 2 ailes membraneuses [28]. Ces ailes
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proviennent de I'élimination de la partie supérieure de I'écaille, qui facilitent sa

dispersion [22].

Pollinisation et fécondation : les grains de pollen sont dispersés par le vent:
pollinisation anémophile; ils atteignent les cones femelles, s’insinuent dans les
interstices des écailles, arrivent en contact des ovules ou ils sont retenus par une
substance mucilagineuse excrétée par le sommet de I'ovule puis germent [34]. Il

s’écoule plusieurs mois entre la pollinisation et la fécondation [34].

Maturation et cueillette

Le fruit atteint a peu prés le terme de son volume au cours de la méme année,

mais il ne murit que I'année suivante [3, 11, 35].

Les cOnes sont recueillis entre la fin de I'été et le début de I'automne, lorsqu’on

observe les changements de couleur de vert brillant & brun foncé [36].

1.1.2. Taxonomie

Les arbres vivants appartiennent a deux grands groupes systématiques, les

gymnospermes et les angiospermes.

Les gymnospermes (du Grec gymnos= nu) sont des plantes a fleurs dont les
graines sont dites nues parce qu’elles ne sont jamais protégées par un ovaire
clos. C’est pour cette raison que les gymnospermes n'ont pas des fruits car s’est
la paroi de I'ovaire qui, chez les angiospermes se transforme en fruit renfermant

les graines.

On appelle « coniféeres », les gymnospermes (vivantes ou fossiles) dont

I'inflorescence femelle prend a maturité I'aspect d’'un céne [37].
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Les coniferes appelés également résineux sont les représentants actuels des
gymnospermes. lls forment l'ordre des coniférales ou pinales, divisées
classiquement en six familles : les Araucariaceae (Araucarias, Agathis), les
Cephalataxaceae (cephalotaxus), les Cupresaceae (Cyprés, Thuyas, Genévrier),
les pinaceae ( Mélézes, Sapin, Pin, Cédres, épiceas ), les Podocarpaceae

(Podcarpus) et les Taxodiaceae (Séquoias) [38].

Le genre cupressus qui a donné son nom a la tribu des cupressaceae [39], est
constitué de 25 taxons répartis dans la zone tempérée chaude de I'hémisphére
nord [11].

Des trois especes méditerranéennes, le cyprés vert (Cupressus sempervirens L.)
également nommé cyprés de Provence ou de Florence est le plus répandu. Les
deux autres cyprés méditerranéens sont originaires d’Afrique du nord. Le cypres
de I'Atlas (Cupressus atlantica Gaussen) est endémique du Haut Atlas occidentale
du Maroc ou il constitue des peuplements assez dégradés et parfois réduits a
quelques arbres. Enfin, le cypreés de Duprez (Cupressus dupreziana A.Camus) se
rencontre naturellement dans le désert du Tassili N'Ajjer (Algérie) et représente

une des especes les plus menacées du monde [40].

Le cyprés vert a été connu pour exister depuis les plus anciens temps sous

deux formes qui correspondent a deux variétés [5,41] :

-Cyprés pyramidal (Cupressus sempervirens L. var fastgiata = var pyramidalis).

-Cyprés horizontalis (Cupressus sempervirens L. var horizontalis).

Les deux formes peuvent s’hybrider naturellement et produire des descendances

présentant une forme de couronne qui varie entre les premiers et les seconds [16].
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Selon la classification de linnaeus et Farjon [42.43.44], le cyprés horizontalis

appartient au :

Domaine :Eukaryota

Régne : Plantae

Sous régne : Trackeobionta
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Pinophytina
Division : Coniferophyta

Classe : Pinopsida / Coniferopsida
Ordre : Pinales

Famille : Cupressaceae

Subfamille : Cupressoideae

Genres : Cupressus

Espéce : Cupressus sempervirens L.

Variété : Cupressus sempervirens L. var. horizontalis (Mill) Gordon.

1.1.3. Origine et répartition géographique

Le genre cupressus se rencontre en zone tempérée chaude de I'hémisphére nord

[45,46]. Le cyprés méditerranéen (C.S.L) semble appartenir de tous temps au

paysage méditerranéen, avec ses formes horizontales et fastigiées [47]. Il s’agit

donc d’une introduction trés ancienne réalisée au fil de nombreuses années et

parfaitement réussie [5].

Il est originaire d’lIran, la Syrie, la Turquie, Chypre et de plusieurs iles grecques

(Créte, Samos, Rhodes). Cette especes a été introduite dans la plupart des pays

méditerranéens, probablement au cours du Tertiaire ou elle occupait les grandes

surfaces qui se sont réduites au cours des millénaires principalement par

'homme [48,49,50].
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En Algérie, cette espéce est utilisée surtout comme brise -vent dans les régions

de vents violents.

Pendant la période coloniale, dans la plaine de Mitidja a Blida (25 Km de I'ouest
d’Alger) et celle de Mohammedia (a 65 Km au sud de I'Oran), ou ont été plantés
de vastes champs d’agrumes, les colons francais ont utilisé cette espéce
massivement afin de border et délimiter ces champs servant comme abris et pour

créer également un microclimat favorable a la culture des agrumes.

Dans les zones montagneuses, cette espece est rarement utilisée dans les
travaux de conservation des sols a risque d’érosion hydrique et éolienne. Ainsi on
le trouve partout dans les cimetiéres musulmans, chrétiens et juifs [51]. Il n'existe

pas une station naturelle en Algérie [23].

1.1.4. Dénomination vernaculaire

Le cupressus sempervirens var horizontalis est parfois appelée communément :
cypres commun, cyprés d’ltalie, cyprés de Montpellier, cyprés de Provence,
cyprés toujours vert, cyprés méditerranéen, cyprés horizontal ou cypres male
[12,39,52].

Nom arabe : sarou a’adi (ses~) [53].

A travers son histoire, son nom a été modifié et a travers différentes époques on la

retrouve sous différentes appellations [44]:

e Cupressus horizontalis Mill. 1768;

e Cupressus sempervirens L. var. horizontalis (Mill.) Loudon 1830;

e Cupressus sempervirens L. f. horizontalis (Mill.) Voss 1907;

e Cupressus sempervirens L. subsp. horizontalis (Mill.) A. Camus 1914,
e Cupressus patula Spadoni 1826;

e Cupressus horizontalis Mill. var. pendula hort. ex Endl. 1847;

e Cupressus sempervirens L. var. numidica Trab. 1913.
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Selon la mythologie, dédiée au jeune Grec-Cuparissos, transformé par Apollon en
cyprés; du latin sempervirens : toujours vert (d’'ou son nom repris par Linnée)
[18].

1.1.5. Données écologiqgues

Le cyprés est une essence xérophile, car c’est un arbre robuste susceptible de
s’adapter a des conditions physiques trés sévéres, mais il peut étre plastique,
c'est-a dire qui peut se développer dans des climats humides [12]. Vue cette

résistance a la sécheresse il est utilisé pour le reboisement des terrains secs [4].

En effet, le cyprés est un arbre sans exigences pluviométriques et peut se
contenter de 250 a 350mm / an [12]. Du point de vue thermique, il est sensible
aux fortes gelées, résiste bien a la sécheresse, moyennement exigeant la lumiére
[13].

Il est peu exigeant quand a la nature du sol : il tolere aussi bien des sols calcaires

et acides s'ils sont profonds [4].

1.1.6. Données phytochimiques

Chimiquement, les galbules ou noix de cyprés renferment :

-Huiles essentielles :

monoterpénes (a pinéne, d-3-caréne, sabinéne) ;

Sesquiterpéne (a cedréne- d cadinéne) ;

Sesquiterpénols (cédrol, cadinol) ;

Diterpénols (manool, sempervirol) ;

-Acides di terpéniques (acides néocupressiques) [54].



29

- Polyphénols :
- Flavonoides [55, 56] ;
- Tanins [56, 57] ;

-Dimeéres et oligoméres proanthocyanidoliques [11,58).

1.1.7. Médecine traditionnelle (propriétés thérapeutiques)

Les cOnes femelles de cyprés contiennent des principes actifs qui ont des
propriétés thérapeutiques trés importantes. Le cyprés faisait partie de la matiere
médicale des anciens égyptiens, comme en témoignent divers papyrus (Ebers,
Chester, Beatty) [25].

Dans un ancien texte assyrien du Vie siécle av.J-C. le cyprés était indiqué pour
remédier aux douleurs et démangeaisons de l'anus. A cet égard, Hippocrate
(relayé au Moyen Age par Sainte-Hildegarde) ventait leurs mérites pour soigner
les troubles de la circulation (varices ou hémorroides, métrorragies associées a la
meénopause) [25]. L’insuffisance circulatoire au niveau des membres inférieurs est
pareillement combattue en utilisant ces « Noix » que I'on peut, en outre, tenir pour
antihémorragiques, antitussives, astringentes, diurétiques). Quant aux rameaux,
on les considére comme antiseptiques et antispasmodiques [25]. Aussi cette huile
est-elle employée pour resserrer et tonifier les tissus relachés, raison pour laquelle
elle est temporairement efficace dans les hémorroides et dans certains cas de
cellulite. Comme ceux de pin, ses composants sont facilement éliminés dans

I'urine, d’ou son action diurétique [59].

Dans I'Antiquité, les Grecs soignaient la dysenterie, les crachats sanglants,
I'asthme et la toux en administrant des cones de cyprés concassés et marinés
dans du vin [60].

Depuis toujours, le cyprés jouissait d’'une solide réputation comme hémostatique,

astringent, diurétique, pectoral et sudorifique. Il supprime les hémorragies



30

passives, les hémorroides, les diarrhées, les flux muqueux (Cazin, Lecherc,
Bensaude). Lecherc [25] affirme que les noix du cypres constituent un vaso-
constricteur, d’'une grande efficacité dans les affections du systéme veineux et
dont I'action est identique et de beaucoup supérieure a celle de 'hamamélis de
virginie. Les fruits de cyprés ont été également utilisés traditionnellement pour

soigner le diabéte (61].

Préconisée en 1892 par Bravo [25], I'essence de cypres est un reméde toujours
infaillible pour calmer les quintes de toux incoercibles en cas de coqueluche,
trachéite, bronchite, etc. (en solution alcoolique a 1/4°, Gatte fossé). On peut aussi

en imbiber de quelques gouttes, l'oreiller, le drap et le linge des malades.

Les travaux de Barbin (1931) ont montré que I'essence de cyprés est utilisée

avec succeés contre I'énurésie nocturne (pipi au lit).

Enfin, 'essence de cyprées est recommandée en cas de fievres intermittentes dont
I'efficacité est comparable a celle du quinquina (Lanzoni ) ainsi que dans les
troubles génito-urinaire. Elles possedent également un pouvoir bactéricide actif
sur Bacillus subtilus et micrococcus gyogénes var aureus ( Sarbach, 1962) [25].

1.1.8. Travaux antérieurs :

Les noix de Cupressus sempervirens. L renferment des polyméres
proanthocyanidines qui in vitro ont présenté une véritable activité antivirale contre
les deux rétrovirus : le VIH et HTLV Il B. Cette activité est un atout majeur de la
plante contre toutes les infections virales aigues ou récidivantes. Ces molécules

ont une action directe sur les virus et permettent de supprimer l'infection [62].

Une autre expérimentation pharmacologique chez les rats a montré une activité

angioprotectrice des oligomeéres proanthacyonidines, obtenue a partir des cdnes
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de Cupressus sempervirens. L . Ces molécules sont par ailleurs des inhibiteurs de
'enzyme de conversion de l'angiotensine (Lapin, voie IV) et des inhibiteurs de

I'élastase et de I'activité trypsique (in vitro) [11,58].

Une autre activité étudiée sur l'extrait méthanolique des cénes de Cupressus
sempervirens a montré que le traitement avec cet extrait avec ses flavonoides
peuvent fournir une protection partielle contre I'effet toxique induit par I'acétate de
plomb. Cela indique que cet extrait méthanolique peut étre capable de modifier
profondément la sensibilité des rats a la toxicité du sang et du foie, en plus de

stress oxydatif induit par 'acétate de plomb [63].

Karkabounas et al., (2003) ont testé I'effet de I'extrait des cbnes de Cupressus
sempervirens.L sur les paramétres lipidiques chez les rats. lls ont constaté que
'administration d’un extrait hydro-alcoolique des cénes de C.SL a un effet

important de réduction des lipides chez les rats Wistar [64].

Les travaux d’Emmami et al., (2009) ont montré que Cupressus sempervirens
L., cupressus sempervirens var horizontalis, Cupressus sempervirens cv
Cereiformis possédent une activité antivirale contre le virus d’herpes HSV-1, et
que parmi les différentes parties de ces plantes testées, il ressort que l'extrait
éthanoliques des fruits de cupressus sempervirens var horizontalis posséde une
forte activité anti-HSV [65].
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1.2. Les substances actives : Les huiles essentielles et les composés phénoliques

1.2.1. Les huiles essentielles

1.2.1.1 L'Aromathérapie

L’aromathérapie vient du grec aroma, « odeur » et therapia, « soins ». Il s’agit

donc de soigner a 'aide de principes odoriférants.

L’appellation qui est devenue d'usage courant pour parler des essences
aromatiques est « Huiles Essentielles ». cependant, la définition la plus compléete
est : « 'aromathérapie scientifique médicale est définie comme étant l'utilisation
d’Huiles Essentielles chémotypées, c’est a dire de composition biochimique bien
connue, par voie cutanée, orale, vaginale, rectale, nasale, auriculaire et olfactive
afin d’assurer un complément de soin ou un soin préventif ou curatif d’'un large
panel d’affections chez I'homme, I'animal et la plante, tant au niveau de la
destruction des foyers infectieux pathogenes que de la gestion des troubles

symptomatiques, organiques ou fonctionnels de ladite affection » [66].

1.2.1.2 Définition des huiles essentielles

Les parfums qu'exhalent certaines plantes sont dus a des molécules volatiles que

I'on désigne globalement par le terme "essence".

L '"AFNOR. (2000 a, b, et c) a définit les huiles essentielles comme étant : « des
produits obtenus soit a partir de matieres premiéres naturelles par distillation a
'eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés
mécaniques et qui sont préparés de la phase aqueuses par des procédés
physiques » [67, 68, 69].
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Funk et Wagnallis (2004) dans la nouvelle Encyclopédie ont décrit les huiles
essentielles comme étant des « liquides volatiles, la plupart du temps insolubles
dans l'eau, mais librement soluble dans les alcools, éthers et huiles végétales et

minérales. Elles sont habituellement non huileuses au contact » [70].

1.2.1.3 Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le regne végétal avec des
familles a haute teneur en matiéres odorantes comme les coniféres, les rutacées,

les myrtacées, les ombelliferes, les lamiacées, les géraniacées.

Les essences peuvent étre localisées dans des cellules sécrétrices isolées (cas
des lauracées et magnoliacées), mais on les rencontre le plus souvent dans des
organes seécréteurs spécialement différenciés et variables suivant les familles
botaniques. On peut citer, par exemple, les poils sécréteurs des lamiacées, les
poches sécrétrices des rutacées et les canaux sécréteurs des coniféres. L'appareil
sécreteur peut étre externe, comme chez la plupart de lamiacées, ou bien interne,

comme dans le cas des différents eucalyptus (myrtacées) [71.72].

1.2.1.4. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues des épices, herbes aromatiques, fruits ou
fleurs [73]. Elles sont extraites par distillation (hydrodistillation simple ou distillation
a vapeur saturée), par pression, par enfleurage ou au moyen d'un solvant, selon
la partie de la plante utilisée et la fragilité de I'huile [71, 74]. La méthode pratiquée
est trés importante pour obtenir une huile essentielle capable de produire la
saveur et I'odeur naturelle de la plante, avec un changement chimique minimal
des composés présents dans I'huile obtenue [73]. Il y a également d'autres
procédés plus développés tels que I’ hydrodistillation par micro-ondes sous vide et
I'hydrodiffusion. Les procédés utilisés pour l'obtention des huiles essentielles

peuvent influer sur la composition de ces derniéres [74].
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Il est a mentionner que d'autres facteurs comme le climat, le sol, et les conditions
de croissance influent sur la qualité et la concentration des composés dans les

huiles essentielles, et par conséquent leurs pouvoirs thérapeutiques [73, 75].

1.2.1.5. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes [76]. Ce sont
des mélanges complexes et éminemment variables de constituants qui
appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des

origines biogénétiques distinctes:

Le groupe de Terpenoides: les plus volatils c'est-a-dire a masse moléculaire peu
élevée [75], spécialement les monoterpenes: (C10) (myrcéne, a-pinéne, cinéol,
menthol) qui constituent parfois plus de 90 % de Il'huile essentielle, et les

sesquiterpénes: (C15) (caryophyllene, humulen, etc) [73, 77].

Les terpénes sont des composés issus du couplage de plusieurs unités
« isopréniques » (CsHsg), soit deux unités pour les monoterpénes (CioH16) €t trois
unités pour les sesquiterpénes (CisHz4). lIs ont la méme origine métabolique. Ces
composants majeurs déterminent les propriétés biologiques des huiles
essentielles [78, 79, 80].

Exceptionnellement, quelques diterpénes (CyoHs2) peuvent se retrouver dans les
huiles essentielles [81, 82, 83]. La réactivité des cations intermédiaires obtenus
lors du processus biosynthétique des mono et sesquiterpenes explique I'existence
d’'un grand nombre de molécules dérivées fonctionnalisées telles que des alcools
(géraniol, a-bisabolol), des cétones (menthone, B-vétivone), des aldéhydes
(citronellal, sinenal), des esters (acétate d’a-terpinyl, acétate de cédryle), des
phénols (thymol) [84].

Le groupe des composés aromatiques: Ce sont des dérivés du phénylpropane,
beaucoup moins fréquent, comme le safrol, I'apiol, I'anisaldéhyde, I'eugénol, la

vanilline et le cinnamaldéhyde [74]. Les dérivés phénylpropanoiques et les
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terpénoides sont associés en proportions trés variables de telle sorte que le
produit est hétérogéne et complexe sur le plan chimique. lls sont biosynthétisés au

sein des mémes organes sécréteurs ou ils forment I'essence naturelle [81].

Il existe également un nombre non négligeable de composés volatils issus de la
dégradation, de terpénes non volatiles (cas des ionones qui proviennent de 'auto-
oxydation des carotéenes) et d’acides gras (les petits odorats obtenus a partir des
acides linoléique et a-linoléique) tel que le (3Z)-hexén-1-ol décanal [84].

1.2.1.6. Toxicité des huiles essentielles

Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisées
avec une extréme prudence. Elles peuvent présenter de graves dangers lors d'une
utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité
d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe, en
ignorant que certaines sont plus rapidement dangereuses que les autres:
absinthe, armoise, chénopode, sauge officinale, hysope, thuya, tanaisie, aneth,
rue, anis, carvi, romarin [85]. D'autres sont a éviter durant la grossesse, ou
interdites aux personnes souffrant d'épilepsie, d'hypertension ou d'affections

dermatologiques [71].

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué par voie orale
faible ou trés faible: une DL 50 comprise entre 2 et 5 g de I'huile essentielle/kg du
poids de Il'animal pour la majorité des huiles couramment utilisées: anis,
eucalyptus, girofle ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/kg (camomille,
citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.). D'autres ont une DL50 inférieure a
1g/kg c’est le cas de I'huile essentielle de boldo (0.13 g/kg) ou les convulsions
apparaissent des 0.07 g/kg; l'essence de moutarde (0.34 g/kg); l'origan et la
sarriette (1.37 g/kg); le basilic, I'estragon et I'hysope (1.5 ml/kg).

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue [68],
cependant leur utilisation dans l'usage externe minimise les risques de toxicité
[73].
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2.2. 1.Les composés phénoliques

1.2.2.1 Généralités sur les composés phénoliqgues

Le terme« polyphénols» est frequemment utilisé dans le langage courant et méme
dans des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des
composeés phénoliques des végeétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules
molécules présentant plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait alors les
monophénols, pourtant abondants et importants chez les végétaux. Donc la
désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di
et les polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou

plusieurs fonctions phénoliques [86].

Les composés phénoliques constituent un des groupes le plus nombreux et
largement distribué des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de
8000 structures phénoliques connues. lls sont des produits du métabolisme

secondaire des végétaux et présents dans tous les organes de la plante [87].

Ces composés possédent en commun un ou plusieurs cycles benzéniques portant
une ou plusieurs fonctions hydroxyles (88). La structure des composés
phénoliques naturels varie des molécules simples (acides phénoliques simples)

aux molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [89].

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante
avec son environnement en jouant soit le réle des signaux de reconnaissance
entre les plantes elles mémes (Allélopathie) et entre les plantes et les symbioses,
ou pour lui permettre de résister aux diverses agressions vis-a-vis des
organismes pathogenes. lIs participent également de maniére trés efficace a la
tolérance des végétaux a des stress variés. Ces composés jouent un réle
essentiel dans I'équilibre et I'adaptation de la plante au sein de son milieu naturel
[89].

1.2.2.1. Principales classes des composés phénoliques

La classification des polyphénols est basée sur la distinction entre les composés

non flavonoides et les flavonoides [90] (Figure3):
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- Les composés non flavonoides : Les composés non flavonoides ne
possedent pas de squelette flavone [90] :
Les acides phénoliques : On distingue deux principales classes d’acide
phénolique; les dérivés de l'acide benzoique [91] et les dérivés de I'acide
cinnamique (92) La concentration de [Iacide hydroxy-benzoique est
généralement trés faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés sont
assez rares dans [lalimentation humaine par contre ceux d’acides
hydroxycinnamiques sont trés présents [86].
Les stilbenes: Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans
I'alimentation humaine, contenant au minimum deux noyaux aromatiques
reliés par une double liaison, formant un systéeme conjugué. Exemple: le
resvératrol, qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes
médicinales [86, 93].
Les lignanes et les lignines: Les plantes élaborent les lignanes par
dimérisation oxydante de deux unités d’alcool coniférique. Il existe d’autres
types de lignanes tels que les sesquinéolignanes et les dinéolignanes) [94].
Les lignanes se trouvent essentiellement dans les graines d’oléagineux [86].
Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le
regne veégétal représentés par les alcools p-coumarique, coniférique et
sinapique [95].
Les coumarines : Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant
comme structure de base le benzo-2-pyrone [96]. lls ont été isolés pour la
premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna odorata [97]. Les
coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels
que I'éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les
formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I'eau.
Les xanthones : C’est une famille constituée des composés polyphénoliques
généralement isolés dans les plantes supérieures et dans les microorganismes
répondant a une structure de base (C6-C1- C6). Quelques exemples de ces
composeés sont représentés ci-dessous: le gaboxanthone [98], le xanthene-9-
one [99] et le globuliférine [100].
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- Les composés flavonoides :

Ce sont des pigments hydrosolubles fréquents chez les végétaux et responsables
de certaines colorations des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. lls ont une
origine biosynthétique commune et posseédent de ce fait le méme élément
structurel de base : enchainement de 2-phénylchromane. Les flavonoides sont

connus principalement pour leur activité antioxydante [73].

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens [101]. Ce groupe est subdivisé
en plusieurs sous-classes, mais on distingue principalement 3 sous classes : les
flavonones et flavonols, les anthocyanes, et les flavan-3-ols, qui se différencient

par le degré d'oxydation du noyau pyranique central.

-Les flavonones et les flavonolss représentent environ 80% des flavonoides
connus. La principale activité attribuée a ces flavonoides est une propriété

vitaminique P veino-active [73].

- Les anthocyanes se trouvent en quantité importante dans certains fruits, en

particulier dans les baies de fruits rouges (myrtilles, cassis...). [102,103]

- Les flavan-3-ols, sont trés répandues dans le thé, le vin, le cacao. Exemple : les

catéchines
* Les polyphénols existent aussi sous forme d’oligoméres comme les tanins.

Les tanins : ils ont d'origine végétale et non azotée. Ce sont des composés
polyphénoliques de structures variées ayant en commun la propriété de précipiter
les alcaloides, la gélatine et les protéines [104,105]. Les tanins sont
particulierement abondants chez les coniféres, les Fagaceae, les Rosaceae [104].
On les trouve dans de nombreuses plantes utilisées dans [l'alimentation,
notamment les céréales et les légumineuses (orge, haricots secs, petits pois,
caroube, sorgho) [106]. Tous les organes végétaux peuvent en renfermer
(racines, écorces, feuilles) mais on note frequemment une accumulation dans les

organes agés. On distingue deux groupes selon leur structure chimique:
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e Les tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters d'oses et d’acides
phénols. Ces tanins sont de deux types :

- Les tanins galliques qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides
galliques. - Les tanins ellagiques qui sont
des esters d’'oses et d’acide ellagiques [7,105].

e Les tanins condensés ou les tanins catéchiques: De structure plus
complexe [95], sont des flavones polymériques. lls se consistuent en unités
flavan-3ol reliées par des ponts carbones en position 4-8 et 4-6. Les
proanthocyandines ont été identifiés chez tous les groupes de plantes vy

compris les Gymnospermes et les Ptéridophytes [48, 49, 50, 51, 52, 53, 54].

Polyphénols
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Figure 1.4 : Différentes classes des composés phénoliques [89].
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1.2.2.3. Intérét biologique de quelqgues composés phénoliques

Le rbéle des composés phénoliques est largement mis en évidence dans la

protection contre certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de

nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydantes [86]. Les exemples de

quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés

dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1 m Quelques activités biologiques des polyphénols.

Polyphénols

Activités

Auteurs

Acides Phénols

(cinnamiques et

benzoiques)

Coumarines

Flavonoides

Anti-inflammatoires, antiseptiques
urinaire, antiradicalaires,
cholagogues,
hépatoprotecteurs,cholérétiques,

immunostimulants

cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes,
tranquillisantes,vasodilatatrices,
anticoagulantes (au niveau du
coeur), hypotensives affections

cutanées

Antitumorales, Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires, Hypotenseurs
et diurétiques antioxydantes,

antivirales, anti-allergiques

BRUNETON.,1999 [74]

Gonzalez et coll., 1997
[107]

Stavric et Matula.,1992
[108]

Das et al., 1994 [109],
Bidet et al., 1980 [110],
Bruneton ., 1993 [111],
Aruoma et al., 1995 [112],
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Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tannins  galliques

et catéchiques

Lignanes

Protectrices capillaroveineux

Antioxydantes, Antitumorales
Antifongiques,

Anti inflammatoires

Antioxydante

Antimicrobien

Anti-inflammatoires, analgésiques

Middleton et Kardasnami.,
1993 [113].

Bruneton., 1993(111]

Bahorun., 1996 [114]

De Oliveira et al.,1972
[115]

Brownlee et al., 1992
[116]

Kreofsky et al., 1992 [117]

Okuda et al., 1983 (118]
Okamura et al., 1993
[119]

Milal et al., 1996 (120]

Kim et al.,2009 [121]
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3.1 Les tests biologiques

1.3.1. LAromatogramme

1.3.1.1 Définition de 'aromatogramme

C'est un examen de laboratoire simple et peu colteux [122]. Lorsque les
antibiotiques classiques n'agissent plus ou que la sensibilité de la personne aux
infections devient chronique ou tout simplement par choix, le praticien peut avoir
recours a l'aromatogramme [123].C'est un test de laboratoire pour déterminer
quelle huile essentielle est plus active, dans une situation clinique donnée. Cet
examen se fait de la méme maniére qu'un antibiogramme ou les antibiotiques sont
remplacés par des essences aromatiques, préalablement sélectionnées et
reconnues. Cette technique datant de 1950 et a été perfectionnée depuis lors
[123].

1.3.1.2. Mode d’action contre les bactéries

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles HE a fait I'objet d’'un grand
nombre de travaux. Cependant, la majorité des travaux cités s’arrétent au niveau
de la mise en évidence de I'activité antimicrobienne de ces HE. Les études sur les
mécanismes d’action de cette activité sont peu nombreux, et a ce jour, il n'existe
pas d’étude décrivant d’'une maniere claire et précise le mode d’action des HE
[124].

D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases :

* Attaque de la paroi bactérienne par l'huile essentielle, provoquant une

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
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* Acidification de lintérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie

cellulaire et la synthése des composants de structure.

* Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie [124].

1.3.2. Stress oxydant, Oxydant.et Les antioxydants

1.3.2.1 Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des espéces réactives de
'oxygéne (ERO) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les
dommages oxydatifs, ce déséquilibre a pour conséquences I'apparition de dégats

souvent irréversibles pour les cellules [125].

1.3.2.2 Origine du stress

Les radicaux libres (RL) sont produits par divers mécanismes physiologiques car
utiles pour 'organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances
normales, on dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel
n‘est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’'une

surproduction énorme de RL, un état de « stress oxydant » est signalé [126].

1.3.2.3 Définition d’un radical libre

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif [127]. L’ensemble des radicaux libres
et de leurs précurseur et souvent appelée espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
[126].

L’appellation, espéces réactives de 'oxygene (ERO) inclut les radicaux libres de
'oxygéne proprement dit (Le radical superoxyde O, ; hydroxyle HO’; l'oxyde

nitrique NO’), mais aussi certains dérivés oxygénées réactifs non radicalaires
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(peroxyde d’hydrogéne H,O,; 'oxygéne singulet *O,; I'anion hypochlorite CIO™; le
peroxynitrite ONOOQO") dont la toxicité est importante ([28,129].

1.3.2.4. Origine d’un radical libre

En I'absence d’agression extérieure particuliére d’origine chimique ou radiative,
les ERO sont produites physiologiquement a cause d’'imperfection au niveau de la
gestion de I'oxygéne dans des processus comme la respiration mitochondrial, la
phagocytose (au cours de laquelle survient une « flambée respiratoire ou choc
respiratoire»), qui entraine la production d’anion superoxyde, peroxyde et
hypochlorite, toxique pour les agents infectieux mais aussi pour les cellules

humaines [131].

L’'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés
produits directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde
d’azote, est produit par les systemes enzymatiques que sont les différentes NO
synthases, a des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou

les macrophages [126].

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox
que produit dans I'organisme I'oxydation de molécules comme les quinones. Les
rayonnements sont capables de générer des radicaux libres et les particules

inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres [126).

L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de radicaux libres dans

I'organisme [132].

L’activité de certaines enzymes cytoplasmique comme par exemple la xanthine

oxydase conduit également a la formation des ERO [133,134].

Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H, O > Acide urique + 2 0; + 2H*

Les ERO sont également générées sous l'effet de stress environnementaux
comme la pollution, I'exposition prolongée au soleil, I'absorption d’alcool ou de
médicaments, I'effort intense et prolongé, ainsi que le tabagisme (une bouffée de

cigarette contient environ 1014 radicaux) [135, 136, 137].
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Figure 1.5: Origine des radicaux libres dans la cellule (d'aprés Machlin & Bendich,
1987) [138].

1.3.2.5. Conséquence du stress oxydant

- Les radicaux libres peuvent attaqués les lipides et notamment les acides
gras polyinsaturés qui sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical
hydroxyle, cette réaction est appelée peroxydation lipidique. Les conséquences
engendrées sont différentes : I'attaque des lipides circulants aboutissant a la
formation de LDL oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépét
lipidique de la plaque d’athérome des maladies cardiovasculaires, I'attaque des
phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des

signaux [126].

- Les radicaux libres peuvent aussi agir sur le glucose et générer des
intermédiaires réactifs. Aussi le glucose peut s’oxyder dans des conditions
physiologiques, en présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes,
H,0, et OH’ [126,139].

- Les radicaux libres peuvent réagir avec les différents acides aminés et donc
altérer la structure des protéines. Les fonctions de multiples enzymes, de
récepteurs et de protéines de transport cellulaire peuvent ainsi étre modifiées.

C’est donc toute la machinerie cellulaire qui peut étre affectée [139].
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- Les radicaux libres et en particulier OH®, peuvent s’attaquer a I’ADN. lls
réagissent avec les nucléotides. lls peuvent mener a des modifications des bases
azotées, a la fragmentation de 'ADN, a des ruptures de brins ou a des pontages
entre des bases. Les conséquences de ces altérations peuvent étre immédiates.
La cellule, n’étant plus capable de fonctionner correctement, entre en apoptose.
Cependant, ces conséquences peuvent aussi s’exprimer a long terme. Les
modifications de I'expression du programme génétique de la cellule peuvent étre a

I'origine d’un cancer [139].

Pourtant, a cété de ces effets néfastes, les radicaux libres sont nécessaires au
bon fonctionnement cellulaire. Leur action est essentielle lors de la phagocytose.
De plus, des travaux récents mettent en évidence leur réle dans la communication

cellulaire [139].

1.3.2.6. Les antioxydants

L’'organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre la
production des RL. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par

le terme «antioxydant».

1.3.2.6.1. Définition des antioxydants

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui,
présentes a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent
ou inhibent significativement I'oxydation de ce substrat [140] et dont les produits
de la réaction entre 'oxydant et I'antioxydant ne doivent pas étre toxiques et ne

participe pas a la réaction radicalaire [141].

1.3.2.6.2. Les principales sources d’antioxydants

Lorsque des espéces réactives de I'oxygene sont générées in vivo, de nombreux
antioxydants interviennent. Il s’agit principalement d’enzymes: la superoxydase
dismutase, la glutathion peroxydase, la catalase et aussi des molécules de faible

masse moléculaire comme le tripeptide glutathion ou I'acide urique.
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En plus de ces substances propres a l'organisme, les médicaments et

I'alimentation peuvent étre également d’autres sources d’antioxydants.

> Les médicaments : comme le probucol qui baisse I'athérogenése, et La N-
acétylcystéine qui protége contre I'oxydation par la régénération de la glutathion.
Ce dernier présent la capacité de protection de la glutathion est jugée supérieur a
celle d’un antioxydant aussi puissant que I'a-tocophérol [143,145].

> Les vitamines : comme la vitamine C qui s’interagit avec les radicaux
libres OH et régénére la vitamine E. La vitamine E qui semble devoir fixer le
radical hydroxyle, et la B-caroténe qui est considérée parmi les photo-protecteurs
actifs, elle apparait comme un piégeur efficace de I'oxygéne [144].

> Les antioxydants naturels

L’intérét porté aux antioxydants naturels ne cesse de croitre ces derniéres
années. En effet, on trouve dans la littérature scientifique de plus en plus des

publications sur des composés naturels aux propriétés antioxydantes [145].

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures. Ce sont pour la plupart des composés polyphénoliques. Un composé
polyphénolique est tout composé possédant un noyau aromatique contenant un
ou plusieurs substituants hydroxyles, incluant différents groupes fonctionnels
dérivés (esters, glycosides, etc.). lls sont répandus parmi les plantes alimentaires

et sont réguliérement consommeés.

Les polyphénols naturels sont des molécules simples, comme les acides

phénoliques, et des composés hautement polymérisés comme les tanins.

. Les flavonoides : Les flavonoides agissent par deux mécanismes :
- soit par chélation des métaux (quercétine, catéchine)

- soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes
[146].
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lls jouent un rble trés important dans le traitement des inflammations, des
hépatites, des tumeurs, de I'hypertension, des thromboses, des allergies, des
affections bactériennes [136].0n les retrouve dans les fruits, les légumes, le thé et
le vin [144].

Jles xanthones lls possédent des propriétés inhibitrices envers la péroxydation
des lipides en plus du fait qu’ils captent les radicaux libres contre les anions

superoxydes [147].

.Les coumarines lls ont la capacité de capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également la péroxydation des lipides

membranaires [147].

.Les caroténoides Les caroténoides réagissent avec l'oxygéne singulet, les

radicaux peroxyles et alkoxyles en capturant les radicaux libres [148].

.Les dérivés d’acide phénolique On les retrouve dans de nombreux fruits, les
légumes, le café, les prunes, les myrtilles, le raisin et les pommes. Les composés
possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont I'acide caféique,

I'acide gallique et I'acide chorogénique [144].

La plupart de ces composés sont issus de I'acide hydroxycinnamique, de I'acide

coumarique, de I'acide caféique, de I'acide férulique et de I'acide chlorogénique.

lls possédent également des propriétés antitumorales par leur capacité de bloquer
la nitrosation des amines. Cette nitrosation se fait par réduction du nitrite en oxyde

nitrique ou encore par formation des dérivés C-nitroso.

Le verbascoside qui posséde une partie catéchole, inhibe l'autooxydation de
I'acide linoléique et la peroxydation lipidique microsomale. Il inhibe aussi la
peroxydation lipidique dépendante du fer dans les mitochondries et posséde une

forte capacité de capter le radical libre DPPH.

Parmi les dérivés phénoliques possédant une activité antioxydante , le plus
important est le réservératol. Ce stilbéne que I'on retrouve dans le raisin, inhibe le
développement des lésions pré-néoplasiques de la souris et il est connu comme

agent chimiopréventif potentiel chez I'étre humain [149].
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Jes tanins Les tanins inhibent la peroxydation lipidique des mitochondries du foie

et des microsomes mais aussi 'oxydation de I'acide ascorbique et du linoléate.

Lors de la peroxydation les tannins donnent des protons face aux radicaux libres,
et ainsi des radicaux tanniques stables sont formés. Ce qui permet de stopper la

réaction en chaine de I'auto-oxydation lipidique.

Les effets bénéfiques du thé vert ne sont plus a prouver. Le thé par ces
polyphénols en particulier le gallate d’épigallocatéchine, posséde des propriétés
antioxydantes et capte les radicaux libres. Les polyphénols du thé vert ont en plus
des propriétés antimutagenes ; des propriétés anticancéreuses qui ont été

démontrées [149].

.Les lignanes Les dérivés bifuranyles des lignanes sont étudiés pour leur
propriété antioxydante. Ces dérivés sont présents dans les graines de sésame
(Sesamum indicum DC., Pedaliaceae). Les lignanes diarylfuranofuraniques tels
que le sésaminol sont les substances qui empéchent la détérioration oxydative de

I'huile de sésame [149].
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CHAPITRE 2
EXPERIMENTATION ET METHODES D’ANALYSES

2.1. Matériel végétal

Les fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis (Figure1), ont été collectés
au cours des mois de Juin - Juillet, au niveau de la station expérimentale du
département d’Agronomie de l'université Saad Dahleb (Blida). Une partie de la
matiere végétale cueillie a été utilisée a I'état frais, 'autre partie a été séchée a

I'air libre, a 'ombre jusqu’a stabilisation de son poids (=7 jours).

L’identification de la plante a été effectuée au laboratoire de Biologie Végétale,
Département d’Agronomie, au niveau de l'université Saad Dahleb de Blida. Les
études histologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de recherche de

biologie végétale du département de Biologie.

2.2. Description botanique de la plante étudiée

2.2.1. Etude morphologique

Afin de caractériser les différents organes de la plante étudiée et leurs
constituants, nous avons réalisé une étude morphologique par des observations a

I'ceil nu et a la loupe.

2.2.2. Etude histologique et localisation des sites sécréteurs

Des coupes histologiques sont réalisées a main sous une loupe binoculaire pour
obtenir des coupes fines au niveau des feuilles (écailles), des tiges, et des fruits.

Nous avons utilisé la technique de la double coloration au rouge Congo et au vert
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de méthyle (Appendice B) [150] pour localiser les sites sécréteurs des essences

végétales ainsi que la structure des différents tissus.

2.3. Détermination de la teneur en matiére séche

Principe :

Le but est de déterminer la matiére séche dans la plante.

Mode opératoire :

Le matériel végétal a été lavé, pesé (PF) et séché a I'étuve ventilée a 60°C. La
plante a été pesée toutes les 24 H jusqu’a l'obtention d’'un poids constant (PS)

[151,152]. La teneur en eau (T) a été calculée comme suit :

PF-PS
PF

T(%) = X100

- Les résultats sont exprimés par la moyenne de cinqg mesurest écart type.

La matiére séche (Mg) est obtenue comme suit :

Mg(%) = 100 — T(%)

2.4. Détermination de la teneur en cendres

Principe :

Il repose sur la détermination des substances résiduelles non volatiles contenues

dans une drogue lorsque cette derniére est calcinée.
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Mode opératoire :

L'incinération du produit est conduite a 550°C + 1 5°C dans un four a moufle, a
chauffage électrique, jusqu'a une masse pratiquement constante, (NF V 03-922).
Les échantillons pesés de cbnes séchés et broyés (2g) et sont portés a une
température de 550°C pendant 3 heures jusqu'a l'obtention de cendres blanches,
gris clair ou rougeatres, visiblement dépourvues de particules de charbon.
L'échantillon est refroidi dans le dessiccateur et pesé dés qu'il a atteint la
température ambiante [153]. Le taux de cendres est calculé de la maniere

suivante :

Taux de cendres(%) = (M — M5) - 100M )
1 — Mg

M,: est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération,

M, : est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération chargée avec la prise
d'essai.

M, est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération avec les cendres.

- Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesuresz écart type.

2.5. Etudes des principes actifs

2.5.1. Réactions de caractérisation de la plante

La caractérisation chimique de la plante a été faite en utilisant principalement les
réactions en tube. Elle permet d’avoir des informations préliminaires sur les

principaux groupes chimiques de la plante [154].
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2.5.1.1. Les solutions a analyser

e infuséab5%

Nous avons mis dans un Erlenmeyer contenant 100ml d”eau bouillante, 5 g de
poudre. Aprés infusion de 15 mn, nous avons filtré et complété le filtrat a 100 ml

avec de 'eau distillée.

e décoctéal%

Nous avons porté a ébullition 100 ml d’eau distillée dans un Erlenmeyer, puis
nous avons ajouté 1g de poudre tout en le maintenant a une ébullition modérée

pendant 15 mn. Aprés filtration, nous avons ajusté le filtrat a 100 ml

2.5.1.2. Les réactions de Caractérisation de la plante

1) Tanins:

Dans un tube a essai contenant 1 ml de linfusé, ajouter 1 ml d'une solution
aqueuse diluée de FeCl3 a 1%. En présence de tanins catéchiques, il se
développe une coloration verdatre. L’apparition d’une teinte bleue noire indique

la présence de tanins galliques.

2) Flavonoides :

Le test consiste a ajouter a 1ml de I'infusé, quelques gouttes d’acide chlorhydrique
concentré (HCL) et 0.5g de magnésium (Mg). On laisse agir 3 minutes. Une

coloration orange ou rouge indique la présence des flavonoides.
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3) Saponosides :

Un volume de 100 ml du décocté a 1% sont répartis dans 10 tubes a essai
numeérotés de 1 a 10 successivement 1, 2, ....10 ml. Le volume de chaque tube
est ajusté a 10 ml avec de l'eau distillée. Chaque tube est agité pendant 15
secondes dans le sens de la longueur puis laissé au repos pendant 15 minutes.

Puis on mesure la hauteur de la mousse.

L’'indice de mousse est calculé a partir du tube dans lequel la hauteur de la

mousse est de 1 cm.

1000
Numéro du tube ot la hauteur de la mousse=1

Indice de mousse =

4) Mucilages :

A 1 ml de décocté a 10 % ajouter 5 ml d’éthanol absolu. L’obtention d’un précipité

floconneux, par mélange, indique la présence de mucilages.

2.5.2 Etudes des composés volatiles

2.5.2.1. Extraction par hydrodistillation

2.5.2.1.1. Principe

Au cours de I'hydrodistillation, la matiere végétale est en contact directe avec
I'eau bouillante. Elle peut flotter sur 'eau ou étre complétement immergée selon la
densité et la quantité a traité. La vapeur formée au sein de I'eau bouillante
entraine les constituants de I'huile essentielle [155], et le mélange se dirige vers le
systéme de réfrigérant ascendant. Aprés condensation, I'eau et I'huile essentielle

tombent par gravité dans I'essencier ou aura lieu la décantation. Ce mélange est



55

non miscible, ce qui facilité leur séparation par décantation et la récupération de
'huile essentielle. L’huile essentielle et I'eau forment deux phases: phase

organique et phase aqueuse.

La fin de I'extraction est atteinte lorsque le volume de 'huile essentielle recueilli ne

varie pas [156].

2.5.2.1.2. Procédé classique d’extraction

L’hydrodistillation est considérée comme le seul mode d’extraction retenu par la
Pharmacopée Européenne [157,158]. L’extraction des huiles essentielles est
réalisée en utilisant un appareil de type Clevenger modifié. La distillation peut

s'effectuer avec ou sans recyclage communément appelé cohobage (Figure 2.1).

Le montage de type Clevenger [159,160] est composé de quatre parties

principales :

1 .Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiére et l'eau.

2. La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la
phase vapeur,

3. Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs

4. Le vase florentin ou vont se séparer la phase organique et la phase aqueuse.
condenseur

T
s A

Huile
essentielle

:

Cohobag

Chauffe
ballon

Figure 2.1: Appareillage d'hydrodistillation de type Clevenger [159,160].
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Ce systeme peut étre équipé d'un recyclage ou cohobage : un principe de siphon
renvoie I'eau florale du vase florentin vers le réacteur. Un simple robinet au bas du
vase permet de recueillir I'huile essentielle a la fin de la réaction. Le milieu
réactionnel, constitué par la matiére et l'eau, est porté a ébullition grace a un
chauffe-ballon. La température est limitée par la température d'ébullition de I'eau:
100°C. La composition chimique des huiles essentielles dépend largement de
I'influence des conditions d'hydrodistillation sur I'essence contenue dans la plante.

2.5.2.1.3. Conditions opératoires

La matiére végétale (100g), constitué de cbdnes frais, partiellement écrasés est
introduite dans un ballon rempli d’eau distillé (500ml). L’hydrodistillation a été
réalisée dans un appareil de type Clevenger pendant trois heures [161]. L’huile
essentielle a été récupérée par décantation car elle surnage sur la phase
aqueuse. Cette derniére est recueillie en premier dans un bécher, pour pouvoir

ensuite récupérer 'huile dans autre bécher.

L’huile essentielle extraite est conservée a une température voisine de 4°C, dans
un flacon en verre opaque fermé hermétiquement pour la préserver de l'air, et de

la lumiere (principaux agents de dégradation) [162].

2.5.2.2. Rendement de 'huile essentielle

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de I'huile
récupérée (Myg) et la masse de la matiére végétale (M) fraiche, exprimées dans

la méme unité de masse.

Le rendement en HE, exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante :

MHE

R% = x 100

\
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2.5.2.3. Caractérisation de I'huile essentielle

La caractérisation d’'une huile essentielle consiste a :

- Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur,
saveur) ;

- Déterminer ses indices physiquo-chimiques (densité, indice de réfraction,
et pouvoir rotatoire, acidité, indice d’ester, et indice de saponification) ;

- Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des

différents constituants.

2.5.2.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Chaque extrait est caractérisé par ses propriétés organoleptiques telles que
'odeur, I'aspect la couleur, et la saveur qui dépendent des produits qui le
constituent [163].

4.5.2.3.2. Caractéristiques physico- chimiques :

Les constantes physiques sont des données indispensables pour caractériser une

huile essentielle en vue de son exploitation.

Les indices d’acides et d’esters permettent également d’avoir une idée générale

sur la composition chimique de I'huile essentielle.

Indices physiques :

1)- Densité relative a 20°C d3 [164]:

C’est le rapport de la masse d'un certain volume d’huile essentielle a 20°C a la
masse d’'un égal volume d’'eau a la méme température. On mesure la masse

m, du pycnomeétre en verre vide et propre. On le remplit d’eau distillée puis on le
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met dans un bain porté a une température de 20 °C pendant 20 a 30 minutes. A la
sortie du bain, on I'essuie puis on le pése, la masse obtenue correspond am;. Le
pycnométre est vidé, lavé puis séché, ensuite on le remplit avec de [I'huile

essentielle et on répéte les mémes opérations pour obtenir la masse m, .

La densité relative a 20°C est obtenue selon la formule :

20 _ M2-mg
d3o = m
1-mg

En fonction de leurs densités les huiles essentielles sont réparties en deux

classes :

- Les huiles lourdes ayant des densités supérieures a 1.
- Les huiles Iégéres ayant des densités inférieures a 1 dont la majorité des huiles

essentielles sont dans cette classe incluant I'huile essentielle étudiée.

2)- Indice de réfraction n3? [164]:

On définit I'indice de réfraction d’'une huile essentielle comme le rapport entre le
sinus de l'angle d’incidence et le sinus de l'angle de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde donnée, passant de l'air dans I'huile essentielle
maintenue a une température constante (t). On utilise la longueur d’'onde de la raie
D du sodium (A=589,6) nm. La température de référence est généralement a
20°C. Lorsque l'huile n’est pas liquide a cette température, on effectue les
mesures a 25°C ou a 30°C.

La détermination de I'indice de réfraction s’effectue avec un réfractométre.
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Mode opératoire :

L’échantillon est porté a une température égale a celle de I'expérience définie plus
haut. On nettoie le prisme du réfractométre avec de I'éthanol et on met quelques

gouttes de I'huile essentielle sur le prisme.

Pour calculer I'indice de réfraction Ir, on applique la formule suivante :

I, = n%’=nf + (6-20). 0.00045

n3’: L'indice de réfraction.
nd: La température a la quelle la substance soit liquide.
D : La raie de sodium (de longueur d’onde 589,6 nm).

0,00045 : la variation d’'indice de réfraction quand la température varie de 1°C.

Indices chimiques :

1)- Indice de saponification [165]:

L'indice de saponification, IS, est déterminé par la norme (NF T60-206). I
correspond au nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaire
pour saponifier 1 g de matiére grasse. On ajoute avec précision 25ml de KOH 0,5
M (d'hydroxyde de potassium) dans un ballon contenant 5 g d'huile essentielle. Le
tout est porté a ébullition pendant 3 heures. On ajoute de la phénophtaléine et le
mélange est titré avec HCL 0,5 M jusqu'a disparition de la couleur rouge. On

effectue un essai a blanc (sans huile).

L'indice de saponification est donné par la formule suivante :

_ (vo-v, )M*56.1
= e

Is
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Vy: volume d'HCL titrant pour le blanc (ml).
V;: volume d'HCL titrant pour I'échantillon (ml),
M: molarité d'acide chlorhydrique (mol/l) (0,4999),

Mg: masse de I'échantillon en (mg).

2)- L’'indice d’acide I4[166] :

C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la

neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d’huile essentielle.

Mode opératoire:

A 0,5 g dhuile essentielle sont ajoutés 2 ml d’éthanol et 2 a 3 gouttes de
phénophtaléine. La solution ainsi obtenue est titrée par une solution de KOH
(0,1N) dans r'éthanol jusqu’a l'apparition d’'une coloration rose pale. L'indice

d’acide (I,) est calculé par la formule suivante :

V: Le volume en millilitre de la solution de KOH utilisé.
M : La masse en gramme de la prise d’essai.

3)- L’'indice d’ester [166] :

C’est le nombre de miligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par I'hydrolyse des esters contenus dans un

gramme de I'huile essentielle.
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Mode opératoire:

On ajoute a l'aide d’'une burette 6,5 ml, de KOH (0,5N) et des fragments de pierre
ponce, dans un ballon contenant 0,5 g d’huile essentielle. Ensuite, on adapte le
réfrigérant et on place le ballon sur le bain d’eau bouillante et le laisse pendant

une durée précise.

Apres refroidissement et démontage du réfrigérant, 0,5 ml d’eau puis 3 gouttes de
la solution phénophtaléine ont été ajoutés. L’excés de KOH est titré avec HCI
(0,5N). Parallélement, un essai a blanc a été réalisé dans les mémes conditions

avec les mémes réactifs.

L’indice d’ester (I.) est donné par la formule suivante :

28.05
I, = (Vo-V1). I

m .

Vy: Volume de HCI utilisé pour I'essai a blanc (ml).
I/1: Volume de HCI utilisé pour la détermination.
m.: Masse de prise d’essai (g).

I,: Indice d’acide déterminé.

2.5.2.4. Analyse qualitative et semi quantitative de I'huile essentielle par CG/MS

2.5.2.4.1 But

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise
en ceuvre de plusieurs techniques [167]. La premiére approche, qui est la plus
couramment employée, est [lutilisation du couplage d'une technique
chromatographique, généralement la Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
permettant  l'individualisation des constituants, avec une technique

spectroscopique, la Spectrométrie de Masse (SM), permettant I'identification des
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constituants par comparaison des données spectrales avec celles de produits de
référence contenus dans des bibliothéques de spectres. Les données spectrales
sont ainsi systématiquement associées a l'utilisation des indices de rétention, qui
sont calculés a partir des temps de rétention d'une gamme étalon d’alcanes [83,
186, 169, 170].

4.5.2.4.2 Principe :

Pour commencer le test, une infime quantité (environ 1 microlitre) d'huile
essentielle est injectée dans une colonne tubulaire a une température trés éleve,
ou il est instantanément vaporisé et mélangé au gaz vecteur. Les substances
traversent la totalité de la colonne ou est placée la phase stationnaire qui permet
leurs séparations. Leurs differences de propriétés physicochimiques leur
conférent des vitesses d’élution et ils sont donc séparés en fonction du temps. lls
arrivent a I'extrémité de la colonne, ils sont alors détectés et enregistrés comme
une série de pics.
En couplant avec CPG, la partie source de SM recueille les molécules qui sont
éluées a I'état gazeux, et a l'aide des électrons a haute énergie, ces molécules
vont étre bombardées, conduisant ainsi a la formation des ions en phase gazeuse,

qui sont ensuite dirigés vers la partie analytique de I'appareil.

Finalement, l'ordinateur enregistre les données provenant du spectrométre de
masse. Les fragments ioniques forment le spectre de masse caractéristique du
composé. Les spectres de masse ainsi obtenus sont comparés avec ceux des
produits de référence contenus dans les bibliothéques informatisées disponibles
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Wiley Registery of Mass Spectral Data),

contenant plusieurs milliers de spectres [167, 171].

4.5.2.4.2. Conditions opératoires

Cette analyse a été faite au laboratoire d’analyses physico-chimiques au niveau
de la société des produits pesticides « Moubydal », selon les conditions

opératoires suivantes :
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. Appareil du type Hewlett Packard Agilent6890N piloté par Chemstation
(NIST98).

. Les conditions de chromatographie sont les suivantes :

.Colonne capillaire : HP5-MS (Crosslinked 5% PHME siloxane)
- Longueur : 30 m;
- Diamétre interne : 0.25mm ;
- Epaisseur du film de la phase : 0.25 ym.

- Programmation de température : 35°C pendant 5 min; puis on augmente la
température a raison de 3 °C/min jusqu’a atteindre 250°C pendant 30 min ;

- Volume injecté : 0.2 pl ;
- Mode d'’injection : en mode Splitess pendant 30 sec ;
- gaz vecteur : Hélium ;

- Débit du gaz vecteur : 1ml/min.

Spectrométrie de masse :

. Appareil : model Agilent 5973

-Températures : interface (280°C), source (230°C), quadripdle (150°C) ;

- L’énergie d’ionisation : 70 eV.

2.5.2.4.3. L’identification et détermination quantitative des composants

L’identification des composants est effectuée en se basant sur:
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-La comparaison des valeurs expérimentales des temps de rétention,
des indices de Kovats [, calculées, et des spectres de masse obtenus des
constituants de l'huile essentielle de Cupressus sempervirens var horizontalis
avec ceux donnés avec une base de données informatisées [NIST,
PHEROBASE].

- Et en tenant compte du pourcentage de probabilité de présence du
composé fournis par la base de données du micro-ordinateur couplé au

spectrométre de masse.

2.5.2.4.4.. Identification des constituants en CG/MS par le calcul des indices de

Kovats :

Principe :

Les indices de Kovats sont les temps de rétention relatifs des substances

analysées par rapport a celles des alcanes

L’indice de Kovats d’'un produit est caractéristique de l'interaction de ce
produit avec la phase stationnaire de la colonne. Il est calculé a partir du
chromatogramme des produits a identifier additionnés d’'une gamme d’étalon

d’alcanes.

Chaque pic (X) du chromatogramme doit pouvoir étre entre deux nombre
d’atomes de carbone de I'alcane consécutifs n et n+1.

Par définition, chaque nombre de carbone d’alcane a un indice égal a 100

fois son nombre d’atomes de carbone sur toute la colonne [172, 173, 174, 175].

En fonction de la température, la position du pic X est repérée par son

indice de Kovats I, donné par la formule suivante :
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I, =100 [n + —fx—kn ]

1:’Rn+1_t’Rn

n : nombre d’atomes de carbone de 'alcane n
tr, . temps de rétention réduite du produit X a déterminer
trn - temps de rétention réduite du alcane a n atomes de carbone se trouvant juste

avant X.
trneq - temps de rétention réduite du alcane normal a n+1 atomes de carbone se

trouvant juste apres X.

© Hauteur des pics

Solv_emt
n+1

n

» temps de rétention

Figure 2.2 : Détermination de l'indice de Kovats a partir d’'un chromatogramme

[156].

to: temps de rétention du solvant d’injection ou du premier produit non retenu.

tg: temps de rétention.

2.5.3. Etude des composés non volatils

L’extraction des composés non volatils de la plante sont réalisés a I'aide du

soxhlet.
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2.5.3.1. Principe

Le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, elles
se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de l'extracteur,

faisant ainsi macérer le solide dans le solvant.

Le solvant condensé s'accumule dans l'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du
tube siphon provoquant ainsi le retour du liquide dans le ballon qui est
accompagné des substances extraites. Le solvant contenu dans le ballon s'enrichit

donc progressivement en composés solubles.

Le cycle peut se répéter indéfiniment, jusqu'a épuisement complet du solide, d'ou
I'efficacité remarquable de cette technique par rapport a la simple macération
(Figure 2.3) [176].

Réfrigérant -

=

Cartouche —

Materiel i —
wégeétal

Ballon de
récupération

Extrait

Calotte chauffante

-

Figure 2.3 : Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet [176].
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2.5.3.2. Conditions opératoires de I'extraction au soxhlet

Nous avons introduire 20 g de fruit séché, préalablement lavé et séché dans une
cartouche en papier filtre. Cette cartouche est placée au niveau du soxhlet. Puis
nous avons incorporé 250 ml d’éther de pétrole dans un ballon a col rodé a fond

plat qui est lui-méme placé dans un bain marie et porté a ébullition.

Apres une douzaine de siphonages, nous avons récupéré d’'une part, le ballon
contenant le solvant enrichi en substances solubles (fraction lipidique) [177], et
d’autre part la matiére végétale contenue dans la cartouche de papier filtre que

'on nommera marc et qu’on laisse sécher a l'air libre.

Le marc récupéreé est réintroduit dans une seconde cartouche et soumis a une
seconde extraction au soxhlet en utilisant cette fois-ci du méthanol afin de

récupérer les substances polaires solubles.

Les résidus secs des deux extractions, a I'éther de pétrole et au méthanol, sont

obtenus par évaporation du solvant grace a un évaporateur rotatif.

2.5.3..3 Rendement de 'extraction

Les ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et aprés extraction afin

de déterminer la teneur respective de chacune des substances (Figure 2.7)

On définit le rendement de I'extrait R, comme étant le rapport entre la masse de
I'extrait M et la masse de la matiére végétale M,,,. Il est exprimé en pourcentage

par la relation suivante :

Re(%)= MMe 100
mv
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2.6. Etude biologique de Cupressus sempervirens var horizontalis

Dans cette partie, nous avons réalisé I'étude de l'effet antibactérien de I'extrait
méthanolique des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis, ainsi que de
celle de son huile essentielle. Nous avons également testé I'effet antioxydant de

ces extraits.

2.6.1. Activité antimicrobienne de Cupressus sempervirens var horizontalis

L’évaluation de [lactivité antimicrobienne de [I'huile essentielle et ['extrait
méthanolique de la plante étudiée, a été appréciée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosée en utilisant des disques stériles appelés aromatogramme. Les tests

ont été effectués au niveau de laboratoire de microbiologie a I’hépital de Boufarik.

2.6.1.1. Principe :

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque en papier
absorbant imprégné de la substance a tester sur une boite de gélose ensemencée

de culture a étudier.

Cette substance diffuse sur la surface de la gélose a partir du disque et d’un

gradient décroissant s’établit autour de ce dernier [178,179] (figure 2.4).

Le diameétre de la zone d’inhibition est proportionnel a l'efficacité de l'activité

antimicrobienne de I'’échantillon [180].
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Figure 2.4 : schéma du Test de I'activité anti microbienne [180].

2.6.1.2. Protocole expérimental

Le test de susceptibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des disques
décrite par Dulger et Gonuz, 2004 [181] ; Mohammedi, 2005 [182] ; Parekh et
Chanda, 2007 ([183] ; Rota et al, 2008 [184] et selon les recommandations de

'OMS suivies par le laboratoire de microbiologie de I'’hépital de Boufarik [185].

> Les souches de tests

Afin de tester le potentiel antimicrobien des extraits des fruits de la plante étudiée,
sept souches microbiennes ont été utilisées. Ces souches utilisées se rencontrent
dans diverses pathologies chez I'homme. Ces souches nous ont été
gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie du CRD-SAIDAL, sauf
pour Staphylococcus aureus et Escherichia coli qui proviennent du laboratoire de

microbiologie de I'hépital de Boufarik.
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Tableau 2.1 : liste et caractéristiques des souches microbiennes testées.

Nom de la souche N°ATCC Gram Famille
Bacilus subtilis 9372 + Bacillaceae
Basilus cereus 10876 + Bacillaceae
Staphylococcus aureus 25923 + Micrococcaceae
Echerichia coli 25922 - Enterobacteriaceae
Pseudomonas aerugéiosa 27853 - Pseudomonadaceae
Klebsiella pneumonie 4352 - Enterobacteriacece
Condida albicans 24433 / Cryptococcaceae

> Repigquage des souches

Les différentes espéces ont été

repiquées par la méthode des stries, puis

incubées a 37°C pendant 18 heures pour les bactéries et 24 heures pour les

levures, afin d’obtenir une culture jeune des souches testées et des colonies

isolées qui vont servir a la préparation de l'inoculum.

» Préparation des milieux de culture

Selon les méthodes employées et les souches, nous avons utilisés des milieux de

cultures, les suivants :
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1) Gélose nutritive et gélose Muller Hinton pour les Bactéries.

2) Gélose nutritive et milieu Sabouraud pour les levures.

Nous avons coulé ces milieux dans des boites pétrie posées préalablement sur
un plan de travail strictement horizontal, afin de permettre une répartition
homogéne du milieu de culture de 4mm d’épaisseur, ce qui correspond a une
quantité de 20 ml de milieu de culture pour les boites de pétrie de 9mm de
diamétre.

Les boites doivent étre convenablement séchées avant 'ensemencement.

> Préparation de I'inoculum

- A partir d’'une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, nous avons raclé
a l'aide d’'une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement

identiques et la mettre dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

- Aprés une bonne homogénéisation de la suspension bactérienne, son opacité a
eté mesureée; elle doit étre équivalente a 0.5 Mac Farland .L’ensemencement doit

se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I'inoculum.

> Les produits a tester

Afin d’explorer le pouvoir antimicrobien des fruits de Cupressus sempervirens var
horizentalis, nous avons testé l'effet de [I'huile essentielle pure et [I'extrait

méthanolique qui a été dissous dans le méthanol (1mg/ml).

Pour le contrble, nous avons utilisé des disques d’antibiotiques préts a l'usage :

Gentamicine- Norfloxacine -Ampiciline- Penicilline G- Cefazoline.

Des témoins sans extrait ont été réalisés avec des disques imprégneés de 3 pl de

méthanol.
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> Ensemencement

- nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, puis

nous l'avons essoré.

- puis nous l'avons frotté sur toute de la surface gélosée séche, de haut en bas,
en stries serrées. L'opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a

chaque fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui- méme ;

- L’ensemencement se termine en passant I'écouvillon a la périphérie de la
geélose. Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de pétrie, il faut recharger
I'écouvillon a chaque fois. L’ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer

une distribution homogéne des cultures.

> Application des disques

Les disques de papier (d=6mm ) absorbant contenant 3ul des extraits a
tester (huile essentielle et I'extrait méthanolique), ont été placés sur la surface
geélosée seche, inoculée au préalable par une suspension microbienne pure.
Chaque boite recoit 3 disques ce qui correspondent a 3 répétitions pour chaque

espece.

- ’ensemble des boites de pétri est incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

> Lecture des résultats :

L’activité antimicrobienne se manifeste par I'apparition d’'un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour des disques imprégnée des extraits testés. Les
résultats de cette activité sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition en

calculant la moyenne de trois mesurest écart type pour chaque test.
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2.7. Activité antioxydante

Le test chimique que nous avons utilisé pour évaluer I'activité antioxydante repose
sur le principe du pouvoir piégeage du radical DPPH". En général, le pouvoir
antioxydant de I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique testés a été estimé

par comparaison avec un antioxydant naturel (CI-tocophérol).

2.7.1. Principe

La capacité de donations des électrons par les huiles essentielles ou par certains
composeés purs, est mise en évidence par une meéthode spectrométrique, en

suivant la disparition de la couleur violette d’une solution méthanolique contenant

le radical libre DPPH* (1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl) [186].

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un
composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (I'intensité
de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons) [187]. La réaction se résume sous

la forme de I'équation (figure 2.5).

@\ /@ Diphenylpicrylhydrazyl @\ /@
N (radical libre) N
| I

N
—- ]
O4N NO, + R O,N Nno, *+ R

NO, M3 Diphenylpicrylhydrazine
(non radicalaire)

Figure 2.5: Réaction de réduction du DPPH [187].
RH= représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH

(violet) pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune).
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2.7.2. Mode opératoire :

L’activité de piégeur des radicaux libres a été déterminée par la méthode
spectrométrique basée sur la réduction d’'une solution méthanolique de DPPH en
utilisant la méthode de Blois (Feyza Oke, Belma Aslim,, Sahlan Ozturk’ and Senol
Altundag. , 2009)[188].

> Préparation de la solution DPPH :

Le DPPH 1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl est solubilisé dans du méthanol absolu

pour obtenir une solution de 0.004%.

» Préparation des solutions a tester:

Pour le test, les échantillons sont dissous dans le méthanol absolu [189]. Pour
tous les échantillons, que ce soit huile essentielle, extrait méthanolique ou
standard (a — tocophérol) nous préparons des solutions dans du méthanol a

différentes concentrations de I'ordre de milligramme par ml (tableau 2.2).

Tableau 2. 2: Concentrations des solutions a tester dans le test antioxydant.

Les échantillons Huile Extrait méthanolique Antioxydant standard

essentielle (a-tocophérol)
Concentrations 5 0.5 0.05
mg/ml 10 0.3 0.04

15 0.2 0.03

20 0.05 0.02

25 0.01 0.01

30 0.005
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50 0.001 0.005
75

» L’essaie au DPPH :

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 1 ml de la solution a tester, on ajoute
1 ml de la solution au DPPH. Aprés agitation par un vortex, les tubes sont placés
température ambiante et a l'obscurité pendant 30 minutes. Pour chaque
concentration, le test est répété 3 fois. Le blanc est composé de 1 ml de la

solution méthanolique au DPPH (0.004%) et de 1 ml de méthanol.

La lecture s’effectue par la mesure de l'absorbance a 517nm par un

spectrophotométre.

Le contréle positif est représenté par une solution d’'un antioxydant standard (a —
tocophérol) dont I'absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons tests.

» Expression des résultats :

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus

pour I'a-tocophérol. L’activité antioxydante qui exprime les capacités de piéger le

radical libre est estimée par I'équation suivante :

% d’activité antiradicalire = [(Abs blanc -Abs échantillon)/Abs blanc] x100.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesureszt écart type.

La valeur ICs5 a été déterminée pour chaque échantillon, est défini comme étant la

concentration de I'échantillon qui cause la perte de 50% de l'activit¢ de DPPH.
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Les valeurs IC50 sont déterminées graphiquement des trois tests séparés dont
I'abscisse représente la concentration des composés testés et 'ordonné l'activité

antiradicalaire en pourcentage [190].
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RESUME

Cupressus sempervirens L. est une plante médicinale qui se caractérise par la
présence des fruits sous forme des cones. Ces cdnes sont des organes trés
utilisés en phytothérapie pour ses richesses en plusieurs substances bio-actives.
Nous nous sommes intéressés au cours de ce travail aux cbnes de la variété
Cupressus sempervirens var horizontalis, qui pousse dans la station
expérimentale de l'université de Blida (Algérie). Nous avons déterminé que les
sites sécréteurs de ces cones sont des canaux sécréteurs. Nous avons également
étudié leurs compositions chimiques. L’hydrodistillation est utilisée pour
I'extraction des constituants volatils des cdnes avec un rendement de 0.4%. La
CPG/SM appuyée par le calcul des indices de Kovats (IK) ont permis
I'identification de quarante-six (46) composés dont onze (11) sont majoritaires
parmi lesquels :L’'a-pinéne (30.5%), le A-3-caréne (15.9%), l'a-terpinoléne
(6.63%), B-phellandrene (5.92% ). La comparaison de cette composition chimique
a celles d’origines mexicaine, iranienne, Croate, égyptienne, et tunisienne a
montré parfois des difféerences remarquables. L’extraction de la fraction non
volatile a été déterminée par soxhlet qui a donné un extrait méthanolique avec un
rendement de 16.43%. Un screening phytochimique de la plante a montré la

présence des flavonoides, des saponines et des tanins en abondances.

La présente étude a également pour but d’évaluer I'activité antimicrobienne et
antioxydante des deux extraits de la plante. L’huile essentielle et I'extrait
méthanolique possédent un pouvoir antimicrobien variable selon les espéces avec
une plus forte zone d’inhibition de 20mm exercée par I'huile essentielle sur
S.aureus et l'extrait méthanolique sur P.aeroginosa qui reste une valeur
d’inhibition modérée. Alors qu’aucune activité n’a été signalée sur E.coli,

K.pneumonie et la levure C.albicans.

Les extraits méthanoliques ont présenté de fortes propriétés de piéger les

molécules du radical libre DPPH. D’ailleurs son pouvoir antioxydant avec un



IC50=0.0075mg/ml est proche de celle du standard a-tocophérol
(IC50=0.006mg/ml). Nous avons conclu aussi que l'huile essentielle possede la
capacité antioxydante, mais elle est trés faible en comparaison avec I'extrait

méthanolique.

ABSTRAT

Cupressus sempervirens L. is a medicinal plant which is characterized by the
presence of the fruits in the form of the cones. These cones are organs widely
used in phytotherapy for its riches of several bio-active substances. In this work,
we were interested in the cones of the Cupressus sempervirens var horizontalis
variety. This variety grows in the experimental station of the University of Blida
(Algeria). We determined that the secretory sites of these cones are secretory
canals. We also studied their chemical compositions. The hydrodistillation is used
for the extraction of the cones volatile components with a productivity of 0.4%. The
GC/MS supported by the calculation of Kovats indices (KI) allowed the
identification of forty-six (46) compounds with eleven (11) represent the majority of
which: The a-pinene (30.5%), the A-3-carene (15.9%), a-terpinolene (6.63%), B-
phellandrene (5.92%). The comparison of this chemical composition with those of
the same oil from Mexico, Iran, Croatia, Egypt, and Tunisia showed remarkable
differences. The extraction of the nonvolatile fraction was determined by soxhlet
which gave a methanolic extract with a productivity of 16.43%. A phytochemical
screening of the plant showed the presence of flavonoides, saponins and tanins in

abundances.

The purpose of the present study is also to evaluate the antimicrobial and
antioxidant activity of the two extracts of the plant. The essential oil and
methanolic extract have a variable antimicrobial ability according to species' with a
stronger inhibition zone of 20mm exerted by essential oil on S.aureus and the
methanolic extract on P.aeroginosa which remains a moderate inhibition value.

While no activity was reported on E. Coli, K.pneumonie, and C. albicans yeast.



The methanol extract presented strong properties to scavenge the molecules of
free radical DPPH. Moreover its antioxidant ability with 1C5,=0.0075mg/ml is close
to that of the a-tocopherol standard (IC50,=0.006mg/ml). We also concluded that
essential oil has the antioxidant capacity but it is very low in comparison to the

methanolic extract.
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INTRODUCTION

Ces dix dernieres années le recours a la médecine traditionnelle s’est répandu
partout dans le monde et a gagné en popularité, non seulement les populations
des pays en développement y ont accés mais aussi ceux des pays ou la bio-

médecine occupe une grande place dans les systémes de santé [1].

Dans ces dernieres années, les recherches scientifiques s'intéressaient aux
composés des plantes qui sont destinés a [lutilisation dans le domaine
phytopharmaceutique. Les molécules issues des plantes dites naturelles sont
considérées comme une source tres importante de médicaments; sachant que
plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine
moderne et prés de 75% d'entre eux sont appliqués selon leur usage traditionnel
[2]. Actuellement I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime environ 80%
des habitants de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de

plante en tant que soins de santé primaire [2].

Par conséquent les industries pharmaceutiques s'intéressent de plus en plus a la
diversité des molécules biologiques des végétaux dans le but d’avoir de nouveaux

composeés pourvus de propriétés inédites.

Vue cette richesse du monde végétal, notre travail porte sur une plante médicinale
dénommée Cupressus sempervirens L. C'est une espéce caractéristigue en
région méditerranéenne(3). Elle se présente sous deux formes d’aspect différent,
qui correspondent a deux variétés : la forme pyramidalis : a branches dressées ;
c’est le Cupressus sempervirens var pyramidalis, et la forme horizontalis: a
branches étalées ; c'est le Cupressus sempervirens var horizontalis ; la variété

étudiée dans ce mémoire [3, 4, 5].



18

Les feuilles et les cénes de Cupressus sempervirens L. jouent un réle important
dans la médecine traditionnelle dans laquelle, ils sont utilisés comme des anti-
septiques, des anti-rhumatismales, anti-hémorroidaires, anti-diarrhéiques, des
agents vasoconstricteurs, pour la toux, les rhumes, les infections parasitaires,
I'inflammation et tonique pour les cheveux aussi forte. lls sont utilisés pour le
traitement des troubles gastro-intestinaux (diarrhée) et contre les dermatoses. Les
fruits de la plante sont utilisés traditionnellement pour guérir le diabéte [6]. L'action
pharmacologique de Cupressus a été étudiée par Madar et al. (1995), qui ont
rapporté que les terpénoides de cette plante présente une activité antifongique
[7]. En Albanie, un extrait hydro-alcoolique des cdnes de Cupressus sempervirens
L. est utilisé pour traiter une variété de troubles, y compris I'hyperlipidémie chez
des rats Wistar [8]. Cette plante a une huile essentielle tres abondante avec un
monoterpéne typique et est considéré comme un capteur de radicaux avec des

effets d'inhibition de la peroxydation lipidique [9].

Le choix de la plante basé d'une part sur I'importance de leurs fruits, qui sont
riches en métabolites secondaires (tanins, en essence a leucoanthocyanes et
catéchols, et en terpenes), et d’autre part sur leurs usages traditionnels connus.
Cependant, quelques études phytochimiques et biologiques sur Cupressus
sempervirens L. dans l'Algérie ont été signalées, au contraire dans d’autres
parties du monde.

La présente étude a porté sur la recherche de constituants chimiques et sur
I'évaluation in vitro des activités biologiques de l'huile essentielle et de I'extrait
méthanolique, préparés a partir des fruits de Cupressus sempervirens L. var

horizontalis. Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

Description botanique de la plante récoltée,

Extractions des principes actifs; I'huile essentielle par hydrodistillation, et
composés phénoliques par soxchlet,

Faire un screening chimique des extraits (tests en tube, CGMS,...),



19

- Faire un screening biologique (activité antiradicalaire, activité antimicrobienne) des
extraits des fruits de Cupressus sempervirens L.var horizontalis (huile essentielle

et extrait méthanolique).
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CHAPITRE 1

BIBLIOGRAPHIE

1.1. Généralités sur la plante étudiée

1.1.1. Description botanique

Le cyprés méditerranéen ou en commun (Cupressus sempervirens L.) [10] est un
grand arbre toujours vert avec un tronc bien développé, il mesure habituellement
de 15 a 20 m de haut, mais peut atteindre 30 a 40 m [11]. Il croit rapidement

jusqu’a I'age de 20 ans et peut vivre jusqu’a I'age de 500 ans [11].

C’est un arbre trées ramifié [12], les rameaux sont généralement courts,
quadrangulaires, fins (6=1), vert grisatre et qui tombent aprés quelques années
[13].

Il offre deux ports trés distincts selon la variété, bien qu’ils soient généralement

considérés comme deux cultivars d'une méme espéce [14] (Figure1.1) :

- Pyramidal, en fuseau, dans la variété pyramidalis, dont les branches sont
dressées et proche du tronc.

- A cime légére, étalée, pour la variété horizontalis, dont sa forme peut rappeler
celle du cédre [13], qui étend ses branches de tous cotés [15] avec des grands

angles entre les branches et le tronc [16].

L’espéce Cupressus sempervirens.L se caractérise par une écorce grise brune et
lisse et se fissure verticalement avec I'age. Le bois quand a lui, de forte densité et

quasiment imputrescible ; il contient une essence appréciée pour son usage en
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menuiserie [14]. Il posséde également la propriété d’éloigner les insectes par son
odeur [17].

Variété
horizontalis

Variété
pyramidalis

Figure1.1: Aspect général de deux variétés de cupressus sempervirens L

(original)

Les feuilles sont persistantes, squamiformes, opposées, réduites a des petites
écailles, étroitement imbriquées sur 4 rangs [11, 18, 19, 20]. Elles se chevauchent
comme les tuiles d’un toit, recouvrant entierement les rameaux et lui donnant une
teinte d’'un vert foncé [21, 22, 23]. Elles ne dégagent qu’une odeur trés faible,

méme froissées [21] (Figure1.2).
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Figure 1.2: Feuilles de Cupressus sempervirens var horizontalis (original).

Le Systéme racinaire est trés développé, profond et étendu [23], avec des
racines secondaires horizontales et superficielles qui ancrent I'arbre dans le sol,

alors que la racine principale avorte t6t [4,23].

Les fleurs : au printemps, sur les jeunes rameaux apparaissent les organes
reproducteurs males et femelles [24]. Ces derniers sont portés par des cones.
Cette espéce est dite monoique [18,19] puisque les organes reproducteurs males

et femelles sont présents sur le méme pied [22] (Figure1.3).

Cone male

Cone femelle

Figure 1.3: les organes reproducteurs de Cupressus sempervirens var horizontalis

(original).
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e Les organes reproducteurs males sont groupés en chatons terminaux,
produits en abondance [24], ils constituent de petits cdnes agglomérés en épis
denses. Chacun comporte un axe simple autour duquel sont disposées suivant
une spirale trés serrées de nombreuses étamines écailleuses, imbrique de 8 a

10 paires d’écailles jaunatres [18].

Chaque étamine a maturité s’ouvre, laissant échapper les grains de pollen murs

et flétrissent peu de temps apres.

e Les organes reproducteurs femelles sont réunis en inflorescence
globuleuses ou ovoides regroupent 6 a 12 fleurs ou écailles, en donnant

naissance a des petits cones fructiferes [25].

Les cdnes femelles constituent le fruit du cyprés vert [26]. lIs présentent des
grosses bosselures, sont glabres [27], globuleux, un peu luisant, passent du vert
brillant a brun en murissant [28]. lls atteignent une longueur de 4 cm mais
généralement cette longueur varie entre 2 et 3 cm [29]. Les écailles sont

anguleuses, excentriqguement peltées, mucronées vers le centre [30.31].

Ces écalilles s’insérent autour d’'un axe central et chaque écaille est accompagnée
d’'une bractée qui est souvent visible au printemps, mais qui peut étre masquée
par les écailles, dont la taille augmente, au cours de la maturation du cbéne [32].
Les écailles sont dites ovuliféres, chacune d’elles porte a leur base 6 a 20 ovules
qui deviennent des graines [20,24]. lls sont charnues [27] et soudées [9) avant
leur maturation mais deviennent ligneuses en murissant puis s’écartent 'une de

I'autre a la maturité [33].

Dans la variété horizontalis les cénes femelles sont plus nombreux et souvent

agglomeérés que dans la variété pyramidalis [30].

Les graines : I'ovule fécondé se transforme en graine [32]. Les cbnes libérent de
trés petits graines (8 a 20 par écaille), ces derniéres sont brunes claires [3,18,23],

anguleuses, munies latéralement de 2 ailes membraneuses [28]. Ces ailes
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proviennent de I'élimination de la partie supérieure de I'écaille, qui facilitent sa

dispersion [22].

Pollinisation et fécondation : les grains de pollen sont dispersés par le vent:
pollinisation anémophile; ils atteignent les cones femelles, s’insinuent dans les
interstices des écailles, arrivent en contact des ovules ou ils sont retenus par une
substance mucilagineuse excrétée par le sommet de I'ovule puis germent [34]. Il

s’écoule plusieurs mois entre la pollinisation et la fécondation [34].

Maturation et cueillette

Le fruit atteint a peu prés le terme de son volume au cours de la méme année,

mais il ne murit que I'année suivante [3, 11, 35].

Les cOnes sont recueillis entre la fin de I'été et le début de I'automne, lorsqu’on

observe les changements de couleur de vert brillant & brun foncé [36].

1.1.2. Taxonomie

Les arbres vivants appartiennent a deux grands groupes systématiques, les

gymnospermes et les angiospermes.

Les gymnospermes (du Grec gymnos= nu) sont des plantes a fleurs dont les
graines sont dites nues parce qu’elles ne sont jamais protégées par un ovaire
clos. C’est pour cette raison que les gymnospermes n'ont pas des fruits car s’est
la paroi de I'ovaire qui, chez les angiospermes se transforme en fruit renfermant

les graines.

On appelle « coniféeres », les gymnospermes (vivantes ou fossiles) dont

I'inflorescence femelle prend a maturité I'aspect d’'un céne [37].
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Les coniferes appelés également résineux sont les représentants actuels des
gymnospermes. lls forment l'ordre des coniférales ou pinales, divisées
classiquement en six familles : les Araucariaceae (Araucarias, Agathis), les
Cephalataxaceae (cephalotaxus), les Cupresaceae (Cyprés, Thuyas, Genévrier),
les pinaceae ( Mélézes, Sapin, Pin, Cédres, épiceas ), les Podocarpaceae

(Podcarpus) et les Taxodiaceae (Séquoias) [38].

Le genre cupressus qui a donné son nom a la tribu des cupressaceae [39], est
constitué de 25 taxons répartis dans la zone tempérée chaude de I'hémisphére
nord [11].

Des trois especes méditerranéennes, le cyprés vert (Cupressus sempervirens L.)
également nommé cyprés de Provence ou de Florence est le plus répandu. Les
deux autres cyprés méditerranéens sont originaires d’Afrique du nord. Le cypres
de I'Atlas (Cupressus atlantica Gaussen) est endémique du Haut Atlas occidentale
du Maroc ou il constitue des peuplements assez dégradés et parfois réduits a
quelques arbres. Enfin, le cypreés de Duprez (Cupressus dupreziana A.Camus) se
rencontre naturellement dans le désert du Tassili N'Ajjer (Algérie) et représente

une des especes les plus menacées du monde [40].

Le cyprés vert a été connu pour exister depuis les plus anciens temps sous

deux formes qui correspondent a deux variétés [5,41] :

-Cyprés pyramidal (Cupressus sempervirens L. var fastgiata = var pyramidalis).

-Cyprés horizontalis (Cupressus sempervirens L. var horizontalis).

Les deux formes peuvent s’hybrider naturellement et produire des descendances

présentant une forme de couronne qui varie entre les premiers et les seconds [16].
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Selon la classification de linnaeus et Farjon [42.43.44], le cyprés horizontalis

appartient au :

Domaine :Eukaryota

Régne : Plantae

Sous régne : Trackeobionta
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement : Pinophytina
Division : Coniferophyta

Classe : Pinopsida / Coniferopsida
Ordre : Pinales

Famille : Cupressaceae

Subfamille : Cupressoideae

Genres : Cupressus

Espéce : Cupressus sempervirens L.

Variété : Cupressus sempervirens L. var. horizontalis (Mill) Gordon.

1.1.3. Origine et répartition géographique

Le genre cupressus se rencontre en zone tempérée chaude de I'hémisphére nord

[45,46]. Le cyprés méditerranéen (C.S.L) semble appartenir de tous temps au

paysage méditerranéen, avec ses formes horizontales et fastigiées [47]. Il s’agit

donc d’une introduction trés ancienne réalisée au fil de nombreuses années et

parfaitement réussie [5].

Il est originaire d’lIran, la Syrie, la Turquie, Chypre et de plusieurs iles grecques

(Créte, Samos, Rhodes). Cette especes a été introduite dans la plupart des pays

méditerranéens, probablement au cours du Tertiaire ou elle occupait les grandes

surfaces qui se sont réduites au cours des millénaires principalement par

'homme [48,49,50].
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En Algérie, cette espéce est utilisée surtout comme brise -vent dans les régions

de vents violents.

Pendant la période coloniale, dans la plaine de Mitidja a Blida (25 Km de I'ouest
d’Alger) et celle de Mohammedia (a 65 Km au sud de I'Oran), ou ont été plantés
de vastes champs d’agrumes, les colons francais ont utilisé cette espéce
massivement afin de border et délimiter ces champs servant comme abris et pour

créer également un microclimat favorable a la culture des agrumes.

Dans les zones montagneuses, cette espece est rarement utilisée dans les
travaux de conservation des sols a risque d’érosion hydrique et éolienne. Ainsi on
le trouve partout dans les cimetiéres musulmans, chrétiens et juifs [51]. Il n'existe

pas une station naturelle en Algérie [23].

1.1.4. Dénomination vernaculaire

Le cupressus sempervirens var horizontalis est parfois appelée communément :
cypres commun, cyprés d’ltalie, cyprés de Montpellier, cyprés de Provence,
cyprés toujours vert, cyprés méditerranéen, cyprés horizontal ou cypres male
[12,39,52].

Nom arabe : sarou a’adi (ses~) [53].

A travers son histoire, son nom a été modifié et a travers différentes époques on la

retrouve sous différentes appellations [44]:

e Cupressus horizontalis Mill. 1768;

e Cupressus sempervirens L. var. horizontalis (Mill.) Loudon 1830;

e Cupressus sempervirens L. f. horizontalis (Mill.) Voss 1907;

e Cupressus sempervirens L. subsp. horizontalis (Mill.) A. Camus 1914,
e Cupressus patula Spadoni 1826;

e Cupressus horizontalis Mill. var. pendula hort. ex Endl. 1847;

e Cupressus sempervirens L. var. numidica Trab. 1913.
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Selon la mythologie, dédiée au jeune Grec-Cuparissos, transformé par Apollon en
cyprés; du latin sempervirens : toujours vert (d’'ou son nom repris par Linnée)
[18].

1.1.5. Données écologiqgues

Le cyprés est une essence xérophile, car c’est un arbre robuste susceptible de
s’adapter a des conditions physiques trés sévéres, mais il peut étre plastique,
c'est-a dire qui peut se développer dans des climats humides [12]. Vue cette

résistance a la sécheresse il est utilisé pour le reboisement des terrains secs [4].

En effet, le cyprés est un arbre sans exigences pluviométriques et peut se
contenter de 250 a 350mm / an [12]. Du point de vue thermique, il est sensible
aux fortes gelées, résiste bien a la sécheresse, moyennement exigeant la lumiére
[13].

Il est peu exigeant quand a la nature du sol : il tolere aussi bien des sols calcaires

et acides s'ils sont profonds [4].

1.1.6. Données phytochimiques

Chimiquement, les galbules ou noix de cyprés renferment :

-Huiles essentielles :

monoterpénes (a pinéne, d-3-caréne, sabinéne) ;

Sesquiterpéne (a cedréne- d cadinéne) ;

Sesquiterpénols (cédrol, cadinol) ;

Diterpénols (manool, sempervirol) ;

-Acides di terpéniques (acides néocupressiques) [54].
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- Polyphénols :
- Flavonoides [55, 56] ;
- Tanins [56, 57] ;

-Dimeéres et oligoméres proanthocyanidoliques [11,58).

1.1.7. Médecine traditionnelle (propriétés thérapeutiques)

Les cOnes femelles de cyprés contiennent des principes actifs qui ont des
propriétés thérapeutiques trés importantes. Le cyprés faisait partie de la matiere
médicale des anciens égyptiens, comme en témoignent divers papyrus (Ebers,
Chester, Beatty) [25].

Dans un ancien texte assyrien du Vie siécle av.J-C. le cyprés était indiqué pour
remédier aux douleurs et démangeaisons de l'anus. A cet égard, Hippocrate
(relayé au Moyen Age par Sainte-Hildegarde) ventait leurs mérites pour soigner
les troubles de la circulation (varices ou hémorroides, métrorragies associées a la
meénopause) [25]. L’insuffisance circulatoire au niveau des membres inférieurs est
pareillement combattue en utilisant ces « Noix » que I'on peut, en outre, tenir pour
antihémorragiques, antitussives, astringentes, diurétiques). Quant aux rameaux,
on les considére comme antiseptiques et antispasmodiques [25]. Aussi cette huile
est-elle employée pour resserrer et tonifier les tissus relachés, raison pour laquelle
elle est temporairement efficace dans les hémorroides et dans certains cas de
cellulite. Comme ceux de pin, ses composants sont facilement éliminés dans

I'urine, d’ou son action diurétique [59].

Dans I'Antiquité, les Grecs soignaient la dysenterie, les crachats sanglants,
I'asthme et la toux en administrant des cones de cyprés concassés et marinés
dans du vin [60].

Depuis toujours, le cyprés jouissait d’'une solide réputation comme hémostatique,

astringent, diurétique, pectoral et sudorifique. Il supprime les hémorragies
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passives, les hémorroides, les diarrhées, les flux muqueux (Cazin, Lecherc,
Bensaude). Lecherc [25] affirme que les noix du cypres constituent un vaso-
constricteur, d’'une grande efficacité dans les affections du systéme veineux et
dont I'action est identique et de beaucoup supérieure a celle de 'hamamélis de
virginie. Les fruits de cyprés ont été également utilisés traditionnellement pour

soigner le diabéte (61].

Préconisée en 1892 par Bravo [25], I'essence de cypres est un reméde toujours
infaillible pour calmer les quintes de toux incoercibles en cas de coqueluche,
trachéite, bronchite, etc. (en solution alcoolique a 1/4°, Gatte fossé). On peut aussi

en imbiber de quelques gouttes, l'oreiller, le drap et le linge des malades.

Les travaux de Barbin (1931) ont montré que I'essence de cyprés est utilisée

avec succeés contre I'énurésie nocturne (pipi au lit).

Enfin, 'essence de cyprées est recommandée en cas de fievres intermittentes dont
I'efficacité est comparable a celle du quinquina (Lanzoni ) ainsi que dans les
troubles génito-urinaire. Elles possedent également un pouvoir bactéricide actif
sur Bacillus subtilus et micrococcus gyogénes var aureus ( Sarbach, 1962) [25].

1.1.8. Travaux antérieurs :

Les noix de Cupressus sempervirens. L renferment des polyméres
proanthocyanidines qui in vitro ont présenté une véritable activité antivirale contre
les deux rétrovirus : le VIH et HTLV Il B. Cette activité est un atout majeur de la
plante contre toutes les infections virales aigues ou récidivantes. Ces molécules

ont une action directe sur les virus et permettent de supprimer l'infection [62].

Une autre expérimentation pharmacologique chez les rats a montré une activité

angioprotectrice des oligomeéres proanthacyonidines, obtenue a partir des cdnes
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de Cupressus sempervirens. L . Ces molécules sont par ailleurs des inhibiteurs de
'enzyme de conversion de l'angiotensine (Lapin, voie IV) et des inhibiteurs de

I'élastase et de I'activité trypsique (in vitro) [11,58].

Une autre activité étudiée sur l'extrait méthanolique des cénes de Cupressus
sempervirens a montré que le traitement avec cet extrait avec ses flavonoides
peuvent fournir une protection partielle contre I'effet toxique induit par I'acétate de
plomb. Cela indique que cet extrait méthanolique peut étre capable de modifier
profondément la sensibilité des rats a la toxicité du sang et du foie, en plus de

stress oxydatif induit par 'acétate de plomb [63].

Karkabounas et al., (2003) ont testé I'effet de I'extrait des cbnes de Cupressus
sempervirens.L sur les paramétres lipidiques chez les rats. lls ont constaté que
'administration d’un extrait hydro-alcoolique des cénes de C.SL a un effet

important de réduction des lipides chez les rats Wistar [64].

Les travaux d’Emmami et al., (2009) ont montré que Cupressus sempervirens
L., cupressus sempervirens var horizontalis, Cupressus sempervirens cv
Cereiformis possédent une activité antivirale contre le virus d’herpes HSV-1, et
que parmi les différentes parties de ces plantes testées, il ressort que l'extrait
éthanoliques des fruits de cupressus sempervirens var horizontalis posséde une
forte activité anti-HSV [65].
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1.2. Les substances actives : Les huiles essentielles et les composés phénoliques

1.2.1. Les huiles essentielles

1.2.1.1 L'Aromathérapie

L’aromathérapie vient du grec aroma, « odeur » et therapia, « soins ». Il s’agit

donc de soigner a 'aide de principes odoriférants.

L’appellation qui est devenue d'usage courant pour parler des essences
aromatiques est « Huiles Essentielles ». cependant, la définition la plus compléete
est : « 'aromathérapie scientifique médicale est définie comme étant l'utilisation
d’Huiles Essentielles chémotypées, c’est a dire de composition biochimique bien
connue, par voie cutanée, orale, vaginale, rectale, nasale, auriculaire et olfactive
afin d’assurer un complément de soin ou un soin préventif ou curatif d’'un large
panel d’affections chez I'homme, I'animal et la plante, tant au niveau de la
destruction des foyers infectieux pathogenes que de la gestion des troubles

symptomatiques, organiques ou fonctionnels de ladite affection » [66].

1.2.1.2 Définition des huiles essentielles

Les parfums qu'exhalent certaines plantes sont dus a des molécules volatiles que

I'on désigne globalement par le terme "essence".

L '"AFNOR. (2000 a, b, et c) a définit les huiles essentielles comme étant : « des
produits obtenus soit a partir de matieres premiéres naturelles par distillation a
'eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés
mécaniques et qui sont préparés de la phase aqueuses par des procédés
physiques » [67, 68, 69].
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Funk et Wagnallis (2004) dans la nouvelle Encyclopédie ont décrit les huiles
essentielles comme étant des « liquides volatiles, la plupart du temps insolubles
dans l'eau, mais librement soluble dans les alcools, éthers et huiles végétales et

minérales. Elles sont habituellement non huileuses au contact » [70].

1.2.1.3 Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le regne végétal avec des
familles a haute teneur en matiéres odorantes comme les coniféres, les rutacées,

les myrtacées, les ombelliferes, les lamiacées, les géraniacées.

Les essences peuvent étre localisées dans des cellules sécrétrices isolées (cas
des lauracées et magnoliacées), mais on les rencontre le plus souvent dans des
organes seécréteurs spécialement différenciés et variables suivant les familles
botaniques. On peut citer, par exemple, les poils sécréteurs des lamiacées, les
poches sécrétrices des rutacées et les canaux sécréteurs des coniféres. L'appareil
sécreteur peut étre externe, comme chez la plupart de lamiacées, ou bien interne,

comme dans le cas des différents eucalyptus (myrtacées) [71.72].

1.2.1.4. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont obtenues des épices, herbes aromatiques, fruits ou
fleurs [73]. Elles sont extraites par distillation (hydrodistillation simple ou distillation
a vapeur saturée), par pression, par enfleurage ou au moyen d'un solvant, selon
la partie de la plante utilisée et la fragilité de I'huile [71, 74]. La méthode pratiquée
est trés importante pour obtenir une huile essentielle capable de produire la
saveur et I'odeur naturelle de la plante, avec un changement chimique minimal
des composés présents dans I'huile obtenue [73]. Il y a également d'autres
procédés plus développés tels que I’ hydrodistillation par micro-ondes sous vide et
I'hydrodiffusion. Les procédés utilisés pour l'obtention des huiles essentielles

peuvent influer sur la composition de ces derniéres [74].
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Il est a mentionner que d'autres facteurs comme le climat, le sol, et les conditions
de croissance influent sur la qualité et la concentration des composés dans les

huiles essentielles, et par conséquent leurs pouvoirs thérapeutiques [73, 75].

1.2.1.5. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires des plantes [76]. Ce sont
des mélanges complexes et éminemment variables de constituants qui
appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des

origines biogénétiques distinctes:

Le groupe de Terpenoides: les plus volatils c'est-a-dire a masse moléculaire peu
élevée [75], spécialement les monoterpenes: (C10) (myrcéne, a-pinéne, cinéol,
menthol) qui constituent parfois plus de 90 % de Il'huile essentielle, et les

sesquiterpénes: (C15) (caryophyllene, humulen, etc) [73, 77].

Les terpénes sont des composés issus du couplage de plusieurs unités
« isopréniques » (CsHsg), soit deux unités pour les monoterpénes (CioH16) €t trois
unités pour les sesquiterpénes (CisHz4). lIs ont la méme origine métabolique. Ces
composants majeurs déterminent les propriétés biologiques des huiles
essentielles [78, 79, 80].

Exceptionnellement, quelques diterpénes (CyoHs2) peuvent se retrouver dans les
huiles essentielles [81, 82, 83]. La réactivité des cations intermédiaires obtenus
lors du processus biosynthétique des mono et sesquiterpenes explique I'existence
d’'un grand nombre de molécules dérivées fonctionnalisées telles que des alcools
(géraniol, a-bisabolol), des cétones (menthone, B-vétivone), des aldéhydes
(citronellal, sinenal), des esters (acétate d’a-terpinyl, acétate de cédryle), des
phénols (thymol) [84].

Le groupe des composés aromatiques: Ce sont des dérivés du phénylpropane,
beaucoup moins fréquent, comme le safrol, I'apiol, I'anisaldéhyde, I'eugénol, la

vanilline et le cinnamaldéhyde [74]. Les dérivés phénylpropanoiques et les
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terpénoides sont associés en proportions trés variables de telle sorte que le
produit est hétérogéne et complexe sur le plan chimique. lls sont biosynthétisés au

sein des mémes organes sécréteurs ou ils forment I'essence naturelle [81].

Il existe également un nombre non négligeable de composés volatils issus de la
dégradation, de terpénes non volatiles (cas des ionones qui proviennent de 'auto-
oxydation des carotéenes) et d’acides gras (les petits odorats obtenus a partir des
acides linoléique et a-linoléique) tel que le (3Z)-hexén-1-ol décanal [84].

1.2.1.6. Toxicité des huiles essentielles

Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisées
avec une extréme prudence. Elles peuvent présenter de graves dangers lors d'une
utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité
d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe, en
ignorant que certaines sont plus rapidement dangereuses que les autres:
absinthe, armoise, chénopode, sauge officinale, hysope, thuya, tanaisie, aneth,
rue, anis, carvi, romarin [85]. D'autres sont a éviter durant la grossesse, ou
interdites aux personnes souffrant d'épilepsie, d'hypertension ou d'affections

dermatologiques [71].

En régle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué par voie orale
faible ou trés faible: une DL 50 comprise entre 2 et 5 g de I'huile essentielle/kg du
poids de Il'animal pour la majorité des huiles couramment utilisées: anis,
eucalyptus, girofle ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/kg (camomille,
citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.). D'autres ont une DL50 inférieure a
1g/kg c’est le cas de I'huile essentielle de boldo (0.13 g/kg) ou les convulsions
apparaissent des 0.07 g/kg; l'essence de moutarde (0.34 g/kg); l'origan et la
sarriette (1.37 g/kg); le basilic, I'estragon et I'hysope (1.5 ml/kg).

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue [68],
cependant leur utilisation dans l'usage externe minimise les risques de toxicité
[73].
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2.2. 1.Les composés phénoliques

1.2.2.1 Généralités sur les composés phénoliqgues

Le terme« polyphénols» est frequemment utilisé dans le langage courant et méme
dans des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des
composeés phénoliques des végeétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules
molécules présentant plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait alors les
monophénols, pourtant abondants et importants chez les végétaux. Donc la
désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di
et les polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou

plusieurs fonctions phénoliques [86].

Les composés phénoliques constituent un des groupes le plus nombreux et
largement distribué des substances dans le royaume des végétaux, avec plus de
8000 structures phénoliques connues. lls sont des produits du métabolisme

secondaire des végétaux et présents dans tous les organes de la plante [87].

Ces composés possédent en commun un ou plusieurs cycles benzéniques portant
une ou plusieurs fonctions hydroxyles (88). La structure des composés
phénoliques naturels varie des molécules simples (acides phénoliques simples)

aux molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés) [89].

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante
avec son environnement en jouant soit le réle des signaux de reconnaissance
entre les plantes elles mémes (Allélopathie) et entre les plantes et les symbioses,
ou pour lui permettre de résister aux diverses agressions vis-a-vis des
organismes pathogenes. lIs participent également de maniére trés efficace a la
tolérance des végétaux a des stress variés. Ces composés jouent un réle
essentiel dans I'équilibre et I'adaptation de la plante au sein de son milieu naturel
[89].

1.2.2.1. Principales classes des composés phénoliques

La classification des polyphénols est basée sur la distinction entre les composés

non flavonoides et les flavonoides [90] (Figure3):
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- Les composés non flavonoides : Les composés non flavonoides ne
possedent pas de squelette flavone [90] :
Les acides phénoliques : On distingue deux principales classes d’acide
phénolique; les dérivés de l'acide benzoique [91] et les dérivés de I'acide
cinnamique (92) La concentration de [Iacide hydroxy-benzoique est
généralement trés faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés sont
assez rares dans [lalimentation humaine par contre ceux d’acides
hydroxycinnamiques sont trés présents [86].
Les stilbenes: Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans
I'alimentation humaine, contenant au minimum deux noyaux aromatiques
reliés par une double liaison, formant un systéeme conjugué. Exemple: le
resvératrol, qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes
médicinales [86, 93].
Les lignanes et les lignines: Les plantes élaborent les lignanes par
dimérisation oxydante de deux unités d’alcool coniférique. Il existe d’autres
types de lignanes tels que les sesquinéolignanes et les dinéolignanes) [94].
Les lignanes se trouvent essentiellement dans les graines d’oléagineux [86].
Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le
regne veégétal représentés par les alcools p-coumarique, coniférique et
sinapique [95].
Les coumarines : Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant
comme structure de base le benzo-2-pyrone [96]. lls ont été isolés pour la
premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna odorata [97]. Les
coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels
que I'éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les
formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I'eau.
Les xanthones : C’est une famille constituée des composés polyphénoliques
généralement isolés dans les plantes supérieures et dans les microorganismes
répondant a une structure de base (C6-C1- C6). Quelques exemples de ces
composeés sont représentés ci-dessous: le gaboxanthone [98], le xanthene-9-
one [99] et le globuliférine [100].
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- Les composés flavonoides :

Ce sont des pigments hydrosolubles fréquents chez les végétaux et responsables
de certaines colorations des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. lls ont une
origine biosynthétique commune et posseédent de ce fait le méme élément
structurel de base : enchainement de 2-phénylchromane. Les flavonoides sont

connus principalement pour leur activité antioxydante [73].

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens [101]. Ce groupe est subdivisé
en plusieurs sous-classes, mais on distingue principalement 3 sous classes : les
flavonones et flavonols, les anthocyanes, et les flavan-3-ols, qui se différencient

par le degré d'oxydation du noyau pyranique central.

-Les flavonones et les flavonolss représentent environ 80% des flavonoides
connus. La principale activité attribuée a ces flavonoides est une propriété

vitaminique P veino-active [73].

- Les anthocyanes se trouvent en quantité importante dans certains fruits, en

particulier dans les baies de fruits rouges (myrtilles, cassis...). [102,103]

- Les flavan-3-ols, sont trés répandues dans le thé, le vin, le cacao. Exemple : les

catéchines
* Les polyphénols existent aussi sous forme d’oligoméres comme les tanins.

Les tanins : ils ont d'origine végétale et non azotée. Ce sont des composés
polyphénoliques de structures variées ayant en commun la propriété de précipiter
les alcaloides, la gélatine et les protéines [104,105]. Les tanins sont
particulierement abondants chez les coniféres, les Fagaceae, les Rosaceae [104].
On les trouve dans de nombreuses plantes utilisées dans [l'alimentation,
notamment les céréales et les légumineuses (orge, haricots secs, petits pois,
caroube, sorgho) [106]. Tous les organes végétaux peuvent en renfermer
(racines, écorces, feuilles) mais on note frequemment une accumulation dans les

organes agés. On distingue deux groupes selon leur structure chimique:
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e Les tanins hydrolysables : Ce sont des polyesters d'oses et d’acides
phénols. Ces tanins sont de deux types :

- Les tanins galliques qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides
galliques. - Les tanins ellagiques qui sont
des esters d’'oses et d’acide ellagiques [7,105].

e Les tanins condensés ou les tanins catéchiques: De structure plus
complexe [95], sont des flavones polymériques. lls se consistuent en unités
flavan-3ol reliées par des ponts carbones en position 4-8 et 4-6. Les
proanthocyandines ont été identifiés chez tous les groupes de plantes vy

compris les Gymnospermes et les Ptéridophytes [48, 49, 50, 51, 52, 53, 54].

Polyphénols

| | | | | | |
[ Acides phéroliques | | Flavonoides| | Tarins ||  Stlbéres || Lignanes || Saponines || Phvtoskrals/ Phytostanals |
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Ex: aride galique Flavonaldes o tritemeénigues Stigrmastérol
Dérlvés acide drnamigue |« 0 e e
Ex: atide cafllgue
Mo H
Sa orine de sola
Matairesnd 3 Ja
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fitlde galloue "
Trans- tesvaratrol Caftiesténl
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Figure 1.4 : Différentes classes des composés phénoliques [89].
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1.2.2.3. Intérét biologique de quelqgues composés phénoliques

Le rbéle des composés phénoliques est largement mis en évidence dans la

protection contre certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de

nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydantes [86]. Les exemples de

quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés

dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1 m Quelques activités biologiques des polyphénols.

Polyphénols

Activités

Auteurs

Acides Phénols

(cinnamiques et

benzoiques)

Coumarines

Flavonoides

Anti-inflammatoires, antiseptiques
urinaire, antiradicalaires,
cholagogues,
hépatoprotecteurs,cholérétiques,

immunostimulants

cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes,
tranquillisantes,vasodilatatrices,
anticoagulantes (au niveau du
coeur), hypotensives affections

cutanées

Antitumorales, Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires, Hypotenseurs
et diurétiques antioxydantes,

antivirales, anti-allergiques

BRUNETON.,1999 [74]

Gonzalez et coll., 1997
[107]

Stavric et Matula.,1992
[108]

Das et al., 1994 [109],
Bidet et al., 1980 [110],
Bruneton ., 1993 [111],
Aruoma et al., 1995 [112],
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Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tannins  galliques

et catéchiques

Lignanes

Protectrices capillaroveineux

Antioxydantes, Antitumorales
Antifongiques,

Anti inflammatoires

Antioxydante

Antimicrobien

Anti-inflammatoires, analgésiques

Middleton et Kardasnami.,
1993 [113].

Bruneton., 1993(111]

Bahorun., 1996 [114]

De Oliveira et al.,1972
[115]

Brownlee et al., 1992
[116]

Kreofsky et al., 1992 [117]

Okuda et al., 1983 (118]
Okamura et al., 1993
[119]

Milal et al., 1996 (120]

Kim et al.,2009 [121]
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3.1 Les tests biologiques

1.3.1. LAromatogramme

1.3.1.1 Définition de 'aromatogramme

C'est un examen de laboratoire simple et peu colteux [122]. Lorsque les
antibiotiques classiques n'agissent plus ou que la sensibilité de la personne aux
infections devient chronique ou tout simplement par choix, le praticien peut avoir
recours a l'aromatogramme [123].C'est un test de laboratoire pour déterminer
quelle huile essentielle est plus active, dans une situation clinique donnée. Cet
examen se fait de la méme maniére qu'un antibiogramme ou les antibiotiques sont
remplacés par des essences aromatiques, préalablement sélectionnées et
reconnues. Cette technique datant de 1950 et a été perfectionnée depuis lors
[123].

1.3.1.2. Mode d’action contre les bactéries

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles HE a fait I'objet d’'un grand
nombre de travaux. Cependant, la majorité des travaux cités s’arrétent au niveau
de la mise en évidence de I'activité antimicrobienne de ces HE. Les études sur les
mécanismes d’action de cette activité sont peu nombreux, et a ce jour, il n'existe
pas d’étude décrivant d’'une maniere claire et précise le mode d’action des HE
[124].

D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases :

* Attaque de la paroi bactérienne par l'huile essentielle, provoquant une

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
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* Acidification de lintérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie

cellulaire et la synthése des composants de structure.

* Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie [124].

1.3.2. Stress oxydant, Oxydant.et Les antioxydants

1.3.2.1 Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des espéces réactives de
'oxygéne (ERO) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les
dommages oxydatifs, ce déséquilibre a pour conséquences I'apparition de dégats

souvent irréversibles pour les cellules [125].

1.3.2.2 Origine du stress

Les radicaux libres (RL) sont produits par divers mécanismes physiologiques car
utiles pour 'organisme a doses raisonnables. Cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances
normales, on dit que la balance antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel
n‘est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’'une

surproduction énorme de RL, un état de « stress oxydant » est signalé [126].

1.3.2.3 Définition d’un radical libre

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif [127]. L’ensemble des radicaux libres
et de leurs précurseur et souvent appelée espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
[126].

L’appellation, espéces réactives de 'oxygene (ERO) inclut les radicaux libres de
'oxygéne proprement dit (Le radical superoxyde O, ; hydroxyle HO’; l'oxyde

nitrique NO’), mais aussi certains dérivés oxygénées réactifs non radicalaires
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(peroxyde d’hydrogéne H,O,; 'oxygéne singulet *O,; I'anion hypochlorite CIO™; le
peroxynitrite ONOOQO") dont la toxicité est importante ([28,129].

1.3.2.4. Origine d’un radical libre

En I'absence d’agression extérieure particuliére d’origine chimique ou radiative,
les ERO sont produites physiologiquement a cause d’'imperfection au niveau de la
gestion de I'oxygéne dans des processus comme la respiration mitochondrial, la
phagocytose (au cours de laquelle survient une « flambée respiratoire ou choc
respiratoire»), qui entraine la production d’anion superoxyde, peroxyde et
hypochlorite, toxique pour les agents infectieux mais aussi pour les cellules

humaines [131].

L’'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés
produits directement par les cellules phagocytaires activées. Le monoxyde
d’azote, est produit par les systemes enzymatiques que sont les différentes NO
synthases, a des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou

les macrophages [126].

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox
que produit dans I'organisme I'oxydation de molécules comme les quinones. Les
rayonnements sont capables de générer des radicaux libres et les particules

inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres [126).

L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de radicaux libres dans

I'organisme [132].

L’activité de certaines enzymes cytoplasmique comme par exemple la xanthine

oxydase conduit également a la formation des ERO [133,134].

Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H, O > Acide urique + 2 0; + 2H*

Les ERO sont également générées sous l'effet de stress environnementaux
comme la pollution, I'exposition prolongée au soleil, I'absorption d’alcool ou de
médicaments, I'effort intense et prolongé, ainsi que le tabagisme (une bouffée de

cigarette contient environ 1014 radicaux) [135, 136, 137].
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Figure 1.5: Origine des radicaux libres dans la cellule (d'aprés Machlin & Bendich,
1987) [138].

1.3.2.5. Conséquence du stress oxydant

- Les radicaux libres peuvent attaqués les lipides et notamment les acides
gras polyinsaturés qui sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical
hydroxyle, cette réaction est appelée peroxydation lipidique. Les conséquences
engendrées sont différentes : I'attaque des lipides circulants aboutissant a la
formation de LDL oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépét
lipidique de la plaque d’athérome des maladies cardiovasculaires, I'attaque des
phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des

signaux [126].

- Les radicaux libres peuvent aussi agir sur le glucose et générer des
intermédiaires réactifs. Aussi le glucose peut s’oxyder dans des conditions
physiologiques, en présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes,
H,0, et OH’ [126,139].

- Les radicaux libres peuvent réagir avec les différents acides aminés et donc
altérer la structure des protéines. Les fonctions de multiples enzymes, de
récepteurs et de protéines de transport cellulaire peuvent ainsi étre modifiées.

C’est donc toute la machinerie cellulaire qui peut étre affectée [139].
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- Les radicaux libres et en particulier OH®, peuvent s’attaquer a I’ADN. lls
réagissent avec les nucléotides. lls peuvent mener a des modifications des bases
azotées, a la fragmentation de 'ADN, a des ruptures de brins ou a des pontages
entre des bases. Les conséquences de ces altérations peuvent étre immédiates.
La cellule, n’étant plus capable de fonctionner correctement, entre en apoptose.
Cependant, ces conséquences peuvent aussi s’exprimer a long terme. Les
modifications de I'expression du programme génétique de la cellule peuvent étre a

I'origine d’un cancer [139].

Pourtant, a cété de ces effets néfastes, les radicaux libres sont nécessaires au
bon fonctionnement cellulaire. Leur action est essentielle lors de la phagocytose.
De plus, des travaux récents mettent en évidence leur réle dans la communication

cellulaire [139].

1.3.2.6. Les antioxydants

L’'organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre la
production des RL. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par

le terme «antioxydant».

1.3.2.6.1. Définition des antioxydants

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui,
présentes a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent
ou inhibent significativement I'oxydation de ce substrat [140] et dont les produits
de la réaction entre 'oxydant et I'antioxydant ne doivent pas étre toxiques et ne

participe pas a la réaction radicalaire [141].

1.3.2.6.2. Les principales sources d’antioxydants

Lorsque des espéces réactives de I'oxygene sont générées in vivo, de nombreux
antioxydants interviennent. Il s’agit principalement d’enzymes: la superoxydase
dismutase, la glutathion peroxydase, la catalase et aussi des molécules de faible

masse moléculaire comme le tripeptide glutathion ou I'acide urique.
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En plus de ces substances propres a l'organisme, les médicaments et

I'alimentation peuvent étre également d’autres sources d’antioxydants.

> Les médicaments : comme le probucol qui baisse I'athérogenése, et La N-
acétylcystéine qui protége contre I'oxydation par la régénération de la glutathion.
Ce dernier présent la capacité de protection de la glutathion est jugée supérieur a
celle d’un antioxydant aussi puissant que I'a-tocophérol [143,145].

> Les vitamines : comme la vitamine C qui s’interagit avec les radicaux
libres OH et régénére la vitamine E. La vitamine E qui semble devoir fixer le
radical hydroxyle, et la B-caroténe qui est considérée parmi les photo-protecteurs
actifs, elle apparait comme un piégeur efficace de I'oxygéne [144].

> Les antioxydants naturels

L’intérét porté aux antioxydants naturels ne cesse de croitre ces derniéres
années. En effet, on trouve dans la littérature scientifique de plus en plus des

publications sur des composés naturels aux propriétés antioxydantes [145].

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures. Ce sont pour la plupart des composés polyphénoliques. Un composé
polyphénolique est tout composé possédant un noyau aromatique contenant un
ou plusieurs substituants hydroxyles, incluant différents groupes fonctionnels
dérivés (esters, glycosides, etc.). lls sont répandus parmi les plantes alimentaires

et sont réguliérement consommeés.

Les polyphénols naturels sont des molécules simples, comme les acides

phénoliques, et des composés hautement polymérisés comme les tanins.

. Les flavonoides : Les flavonoides agissent par deux mécanismes :
- soit par chélation des métaux (quercétine, catéchine)

- soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes
[146].
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lls jouent un rble trés important dans le traitement des inflammations, des
hépatites, des tumeurs, de I'hypertension, des thromboses, des allergies, des
affections bactériennes [136].0n les retrouve dans les fruits, les légumes, le thé et
le vin [144].

Jles xanthones lls possédent des propriétés inhibitrices envers la péroxydation
des lipides en plus du fait qu’ils captent les radicaux libres contre les anions

superoxydes [147].

.Les coumarines lls ont la capacité de capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également la péroxydation des lipides

membranaires [147].

.Les caroténoides Les caroténoides réagissent avec l'oxygéne singulet, les

radicaux peroxyles et alkoxyles en capturant les radicaux libres [148].

.Les dérivés d’acide phénolique On les retrouve dans de nombreux fruits, les
légumes, le café, les prunes, les myrtilles, le raisin et les pommes. Les composés
possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont I'acide caféique,

I'acide gallique et I'acide chorogénique [144].

La plupart de ces composés sont issus de I'acide hydroxycinnamique, de I'acide

coumarique, de I'acide caféique, de I'acide férulique et de I'acide chlorogénique.

lls possédent également des propriétés antitumorales par leur capacité de bloquer
la nitrosation des amines. Cette nitrosation se fait par réduction du nitrite en oxyde

nitrique ou encore par formation des dérivés C-nitroso.

Le verbascoside qui posséde une partie catéchole, inhibe l'autooxydation de
I'acide linoléique et la peroxydation lipidique microsomale. Il inhibe aussi la
peroxydation lipidique dépendante du fer dans les mitochondries et posséde une

forte capacité de capter le radical libre DPPH.

Parmi les dérivés phénoliques possédant une activité antioxydante , le plus
important est le réservératol. Ce stilbéne que I'on retrouve dans le raisin, inhibe le
développement des lésions pré-néoplasiques de la souris et il est connu comme

agent chimiopréventif potentiel chez I'étre humain [149].
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Jes tanins Les tanins inhibent la peroxydation lipidique des mitochondries du foie

et des microsomes mais aussi 'oxydation de I'acide ascorbique et du linoléate.

Lors de la peroxydation les tannins donnent des protons face aux radicaux libres,
et ainsi des radicaux tanniques stables sont formés. Ce qui permet de stopper la

réaction en chaine de I'auto-oxydation lipidique.

Les effets bénéfiques du thé vert ne sont plus a prouver. Le thé par ces
polyphénols en particulier le gallate d’épigallocatéchine, posséde des propriétés
antioxydantes et capte les radicaux libres. Les polyphénols du thé vert ont en plus
des propriétés antimutagenes ; des propriétés anticancéreuses qui ont été

démontrées [149].

.Les lignanes Les dérivés bifuranyles des lignanes sont étudiés pour leur
propriété antioxydante. Ces dérivés sont présents dans les graines de sésame
(Sesamum indicum DC., Pedaliaceae). Les lignanes diarylfuranofuraniques tels
que le sésaminol sont les substances qui empéchent la détérioration oxydative de

I'huile de sésame [149].



50

CHAPITRE 2
EXPERIMENTATION ET METHODES D’ANALYSES

2.1. Matériel végétal

Les fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis (Figure1), ont été collectés
au cours des mois de Juin - Juillet, au niveau de la station expérimentale du
département d’Agronomie de l'université Saad Dahleb (Blida). Une partie de la
matiere végétale cueillie a été utilisée a I'état frais, 'autre partie a été séchée a

I'air libre, a 'ombre jusqu’a stabilisation de son poids (=7 jours).

L’identification de la plante a été effectuée au laboratoire de Biologie Végétale,
Département d’Agronomie, au niveau de l'université Saad Dahleb de Blida. Les
études histologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de recherche de

biologie végétale du département de Biologie.

2.2. Description botanique de la plante étudiée

2.2.1. Etude morphologique

Afin de caractériser les différents organes de la plante étudiée et leurs
constituants, nous avons réalisé une étude morphologique par des observations a

I'ceil nu et a la loupe.

2.2.2. Etude histologique et localisation des sites sécréteurs

Des coupes histologiques sont réalisées a main sous une loupe binoculaire pour
obtenir des coupes fines au niveau des feuilles (écailles), des tiges, et des fruits.

Nous avons utilisé la technique de la double coloration au rouge Congo et au vert
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de méthyle (Appendice B) [150] pour localiser les sites sécréteurs des essences

végétales ainsi que la structure des différents tissus.

2.3. Détermination de la teneur en matiére séche

Principe :

Le but est de déterminer la matiére séche dans la plante.

Mode opératoire :

Le matériel végétal a été lavé, pesé (PF) et séché a I'étuve ventilée a 60°C. La
plante a été pesée toutes les 24 H jusqu’a l'obtention d’'un poids constant (PS)

[151,152]. La teneur en eau (T) a été calculée comme suit :

PF-PS
PF

T(%) = X100

- Les résultats sont exprimés par la moyenne de cinqg mesurest écart type.

La matiére séche (Mg) est obtenue comme suit :

Mg(%) = 100 — T(%)

2.4. Détermination de la teneur en cendres

Principe :

Il repose sur la détermination des substances résiduelles non volatiles contenues

dans une drogue lorsque cette derniére est calcinée.
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Mode opératoire :

L'incinération du produit est conduite a 550°C + 1 5°C dans un four a moufle, a
chauffage électrique, jusqu'a une masse pratiquement constante, (NF V 03-922).
Les échantillons pesés de cbnes séchés et broyés (2g) et sont portés a une
température de 550°C pendant 3 heures jusqu'a l'obtention de cendres blanches,
gris clair ou rougeatres, visiblement dépourvues de particules de charbon.
L'échantillon est refroidi dans le dessiccateur et pesé dés qu'il a atteint la
température ambiante [153]. Le taux de cendres est calculé de la maniere

suivante :

Taux de cendres(%) = (M — M5) - 100M )
1 — Mg

M,: est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération,

M, : est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération chargée avec la prise
d'essai.

M, est la masse, en grammes, de la capsule d'incinération avec les cendres.

- Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesuresz écart type.

2.5. Etudes des principes actifs

2.5.1. Réactions de caractérisation de la plante

La caractérisation chimique de la plante a été faite en utilisant principalement les
réactions en tube. Elle permet d’avoir des informations préliminaires sur les

principaux groupes chimiques de la plante [154].
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2.5.1.1. Les solutions a analyser

e infuséab5%

Nous avons mis dans un Erlenmeyer contenant 100ml d”eau bouillante, 5 g de
poudre. Aprés infusion de 15 mn, nous avons filtré et complété le filtrat a 100 ml

avec de 'eau distillée.

e décoctéal%

Nous avons porté a ébullition 100 ml d’eau distillée dans un Erlenmeyer, puis
nous avons ajouté 1g de poudre tout en le maintenant a une ébullition modérée

pendant 15 mn. Aprés filtration, nous avons ajusté le filtrat a 100 ml

2.5.1.2. Les réactions de Caractérisation de la plante

1) Tanins:

Dans un tube a essai contenant 1 ml de linfusé, ajouter 1 ml d'une solution
aqueuse diluée de FeCl3 a 1%. En présence de tanins catéchiques, il se
développe une coloration verdatre. L’apparition d’une teinte bleue noire indique

la présence de tanins galliques.

2) Flavonoides :

Le test consiste a ajouter a 1ml de I'infusé, quelques gouttes d’acide chlorhydrique
concentré (HCL) et 0.5g de magnésium (Mg). On laisse agir 3 minutes. Une

coloration orange ou rouge indique la présence des flavonoides.
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3) Saponosides :

Un volume de 100 ml du décocté a 1% sont répartis dans 10 tubes a essai
numeérotés de 1 a 10 successivement 1, 2, ....10 ml. Le volume de chaque tube
est ajusté a 10 ml avec de l'eau distillée. Chaque tube est agité pendant 15
secondes dans le sens de la longueur puis laissé au repos pendant 15 minutes.

Puis on mesure la hauteur de la mousse.

L’'indice de mousse est calculé a partir du tube dans lequel la hauteur de la

mousse est de 1 cm.

1000
Numéro du tube ot la hauteur de la mousse=1

Indice de mousse =

4) Mucilages :

A 1 ml de décocté a 10 % ajouter 5 ml d’éthanol absolu. L’obtention d’un précipité

floconneux, par mélange, indique la présence de mucilages.

2.5.2 Etudes des composés volatiles

2.5.2.1. Extraction par hydrodistillation

2.5.2.1.1. Principe

Au cours de I'hydrodistillation, la matiere végétale est en contact directe avec
I'eau bouillante. Elle peut flotter sur 'eau ou étre complétement immergée selon la
densité et la quantité a traité. La vapeur formée au sein de I'eau bouillante
entraine les constituants de I'huile essentielle [155], et le mélange se dirige vers le
systéme de réfrigérant ascendant. Aprés condensation, I'eau et I'huile essentielle

tombent par gravité dans I'essencier ou aura lieu la décantation. Ce mélange est
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non miscible, ce qui facilité leur séparation par décantation et la récupération de
'huile essentielle. L’huile essentielle et I'eau forment deux phases: phase

organique et phase aqueuse.

La fin de I'extraction est atteinte lorsque le volume de 'huile essentielle recueilli ne

varie pas [156].

2.5.2.1.2. Procédé classique d’extraction

L’hydrodistillation est considérée comme le seul mode d’extraction retenu par la
Pharmacopée Européenne [157,158]. L’extraction des huiles essentielles est
réalisée en utilisant un appareil de type Clevenger modifié. La distillation peut

s'effectuer avec ou sans recyclage communément appelé cohobage (Figure 2.1).

Le montage de type Clevenger [159,160] est composé de quatre parties

principales :

1 .Le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiére et l'eau.

2. La colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la
phase vapeur,

3. Le réfrigérant dans lequel se condensent les vapeurs

4. Le vase florentin ou vont se séparer la phase organique et la phase aqueuse.
condenseur

T
s A

Huile
essentielle

:

Cohobag

Chauffe
ballon

Figure 2.1: Appareillage d'hydrodistillation de type Clevenger [159,160].
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Ce systeme peut étre équipé d'un recyclage ou cohobage : un principe de siphon
renvoie I'eau florale du vase florentin vers le réacteur. Un simple robinet au bas du
vase permet de recueillir I'huile essentielle a la fin de la réaction. Le milieu
réactionnel, constitué par la matiére et l'eau, est porté a ébullition grace a un
chauffe-ballon. La température est limitée par la température d'ébullition de I'eau:
100°C. La composition chimique des huiles essentielles dépend largement de
I'influence des conditions d'hydrodistillation sur I'essence contenue dans la plante.

2.5.2.1.3. Conditions opératoires

La matiére végétale (100g), constitué de cbdnes frais, partiellement écrasés est
introduite dans un ballon rempli d’eau distillé (500ml). L’hydrodistillation a été
réalisée dans un appareil de type Clevenger pendant trois heures [161]. L’huile
essentielle a été récupérée par décantation car elle surnage sur la phase
aqueuse. Cette derniére est recueillie en premier dans un bécher, pour pouvoir

ensuite récupérer 'huile dans autre bécher.

L’huile essentielle extraite est conservée a une température voisine de 4°C, dans
un flacon en verre opaque fermé hermétiquement pour la préserver de l'air, et de

la lumiere (principaux agents de dégradation) [162].

2.5.2.2. Rendement de 'huile essentielle

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de I'huile
récupérée (Myg) et la masse de la matiére végétale (M) fraiche, exprimées dans

la méme unité de masse.

Le rendement en HE, exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante :

MHE

R% = x 100

\
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2.5.2.3. Caractérisation de I'huile essentielle

La caractérisation d’'une huile essentielle consiste a :

- Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur,
saveur) ;

- Déterminer ses indices physiquo-chimiques (densité, indice de réfraction,
et pouvoir rotatoire, acidité, indice d’ester, et indice de saponification) ;

- Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des

différents constituants.

2.5.2.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Chaque extrait est caractérisé par ses propriétés organoleptiques telles que
'odeur, I'aspect la couleur, et la saveur qui dépendent des produits qui le
constituent [163].

4.5.2.3.2. Caractéristiques physico- chimiques :

Les constantes physiques sont des données indispensables pour caractériser une

huile essentielle en vue de son exploitation.

Les indices d’acides et d’esters permettent également d’avoir une idée générale

sur la composition chimique de I'huile essentielle.

Indices physiques :

1)- Densité relative a 20°C d3 [164]:

C’est le rapport de la masse d'un certain volume d’huile essentielle a 20°C a la
masse d’'un égal volume d’'eau a la méme température. On mesure la masse

m, du pycnomeétre en verre vide et propre. On le remplit d’eau distillée puis on le
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met dans un bain porté a une température de 20 °C pendant 20 a 30 minutes. A la
sortie du bain, on I'essuie puis on le pése, la masse obtenue correspond am;. Le
pycnométre est vidé, lavé puis séché, ensuite on le remplit avec de [I'huile

essentielle et on répéte les mémes opérations pour obtenir la masse m, .

La densité relative a 20°C est obtenue selon la formule :

20 _ M2-mg
d3o = m
1-mg

En fonction de leurs densités les huiles essentielles sont réparties en deux

classes :

- Les huiles lourdes ayant des densités supérieures a 1.
- Les huiles Iégéres ayant des densités inférieures a 1 dont la majorité des huiles

essentielles sont dans cette classe incluant I'huile essentielle étudiée.

2)- Indice de réfraction n3? [164]:

On définit I'indice de réfraction d’'une huile essentielle comme le rapport entre le
sinus de l'angle d’incidence et le sinus de l'angle de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde donnée, passant de l'air dans I'huile essentielle
maintenue a une température constante (t). On utilise la longueur d’'onde de la raie
D du sodium (A=589,6) nm. La température de référence est généralement a
20°C. Lorsque l'huile n’est pas liquide a cette température, on effectue les
mesures a 25°C ou a 30°C.

La détermination de I'indice de réfraction s’effectue avec un réfractométre.
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Mode opératoire :

L’échantillon est porté a une température égale a celle de I'expérience définie plus
haut. On nettoie le prisme du réfractométre avec de I'éthanol et on met quelques

gouttes de I'huile essentielle sur le prisme.

Pour calculer I'indice de réfraction Ir, on applique la formule suivante :

I, = n%’=nf + (6-20). 0.00045

n3’: L'indice de réfraction.
nd: La température a la quelle la substance soit liquide.
D : La raie de sodium (de longueur d’onde 589,6 nm).

0,00045 : la variation d’'indice de réfraction quand la température varie de 1°C.

Indices chimiques :

1)- Indice de saponification [165]:

L'indice de saponification, IS, est déterminé par la norme (NF T60-206). I
correspond au nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaire
pour saponifier 1 g de matiére grasse. On ajoute avec précision 25ml de KOH 0,5
M (d'hydroxyde de potassium) dans un ballon contenant 5 g d'huile essentielle. Le
tout est porté a ébullition pendant 3 heures. On ajoute de la phénophtaléine et le
mélange est titré avec HCL 0,5 M jusqu'a disparition de la couleur rouge. On

effectue un essai a blanc (sans huile).

L'indice de saponification est donné par la formule suivante :

_ (vo-v, )M*56.1
= e

Is
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Vy: volume d'HCL titrant pour le blanc (ml).
V;: volume d'HCL titrant pour I'échantillon (ml),
M: molarité d'acide chlorhydrique (mol/l) (0,4999),

Mg: masse de I'échantillon en (mg).

2)- L’'indice d’acide I4[166] :

C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la

neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d’huile essentielle.

Mode opératoire:

A 0,5 g dhuile essentielle sont ajoutés 2 ml d’éthanol et 2 a 3 gouttes de
phénophtaléine. La solution ainsi obtenue est titrée par une solution de KOH
(0,1N) dans r'éthanol jusqu’a l'apparition d’'une coloration rose pale. L'indice

d’acide (I,) est calculé par la formule suivante :

V: Le volume en millilitre de la solution de KOH utilisé.
M : La masse en gramme de la prise d’essai.

3)- L’'indice d’ester [166] :

C’est le nombre de miligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par I'hydrolyse des esters contenus dans un

gramme de I'huile essentielle.
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Mode opératoire:

On ajoute a l'aide d’'une burette 6,5 ml, de KOH (0,5N) et des fragments de pierre
ponce, dans un ballon contenant 0,5 g d’huile essentielle. Ensuite, on adapte le
réfrigérant et on place le ballon sur le bain d’eau bouillante et le laisse pendant

une durée précise.

Apres refroidissement et démontage du réfrigérant, 0,5 ml d’eau puis 3 gouttes de
la solution phénophtaléine ont été ajoutés. L’excés de KOH est titré avec HCI
(0,5N). Parallélement, un essai a blanc a été réalisé dans les mémes conditions

avec les mémes réactifs.

L’indice d’ester (I.) est donné par la formule suivante :

28.05
I, = (Vo-V1). I

m .

Vy: Volume de HCI utilisé pour I'essai a blanc (ml).
I/1: Volume de HCI utilisé pour la détermination.
m.: Masse de prise d’essai (g).

I,: Indice d’acide déterminé.

2.5.2.4. Analyse qualitative et semi quantitative de I'huile essentielle par CG/MS

2.5.2.4.1 But

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise
en ceuvre de plusieurs techniques [167]. La premiére approche, qui est la plus
couramment employée, est [lutilisation du couplage d'une technique
chromatographique, généralement la Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)
permettant  l'individualisation des constituants, avec une technique

spectroscopique, la Spectrométrie de Masse (SM), permettant I'identification des
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constituants par comparaison des données spectrales avec celles de produits de
référence contenus dans des bibliothéques de spectres. Les données spectrales
sont ainsi systématiquement associées a l'utilisation des indices de rétention, qui
sont calculés a partir des temps de rétention d'une gamme étalon d’alcanes [83,
186, 169, 170].

4.5.2.4.2 Principe :

Pour commencer le test, une infime quantité (environ 1 microlitre) d'huile
essentielle est injectée dans une colonne tubulaire a une température trés éleve,
ou il est instantanément vaporisé et mélangé au gaz vecteur. Les substances
traversent la totalité de la colonne ou est placée la phase stationnaire qui permet
leurs séparations. Leurs differences de propriétés physicochimiques leur
conférent des vitesses d’élution et ils sont donc séparés en fonction du temps. lls
arrivent a I'extrémité de la colonne, ils sont alors détectés et enregistrés comme
une série de pics.
En couplant avec CPG, la partie source de SM recueille les molécules qui sont
éluées a I'état gazeux, et a l'aide des électrons a haute énergie, ces molécules
vont étre bombardées, conduisant ainsi a la formation des ions en phase gazeuse,

qui sont ensuite dirigés vers la partie analytique de I'appareil.

Finalement, l'ordinateur enregistre les données provenant du spectrométre de
masse. Les fragments ioniques forment le spectre de masse caractéristique du
composé. Les spectres de masse ainsi obtenus sont comparés avec ceux des
produits de référence contenus dans les bibliothéques informatisées disponibles
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Wiley Registery of Mass Spectral Data),

contenant plusieurs milliers de spectres [167, 171].

4.5.2.4.2. Conditions opératoires

Cette analyse a été faite au laboratoire d’analyses physico-chimiques au niveau
de la société des produits pesticides « Moubydal », selon les conditions

opératoires suivantes :
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. Appareil du type Hewlett Packard Agilent6890N piloté par Chemstation
(NIST98).

. Les conditions de chromatographie sont les suivantes :

.Colonne capillaire : HP5-MS (Crosslinked 5% PHME siloxane)
- Longueur : 30 m;
- Diamétre interne : 0.25mm ;
- Epaisseur du film de la phase : 0.25 ym.

- Programmation de température : 35°C pendant 5 min; puis on augmente la
température a raison de 3 °C/min jusqu’a atteindre 250°C pendant 30 min ;

- Volume injecté : 0.2 pl ;
- Mode d'’injection : en mode Splitess pendant 30 sec ;
- gaz vecteur : Hélium ;

- Débit du gaz vecteur : 1ml/min.

Spectrométrie de masse :

. Appareil : model Agilent 5973

-Températures : interface (280°C), source (230°C), quadripdle (150°C) ;

- L’énergie d’ionisation : 70 eV.

2.5.2.4.3. L’identification et détermination quantitative des composants

L’identification des composants est effectuée en se basant sur:
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-La comparaison des valeurs expérimentales des temps de rétention,
des indices de Kovats [, calculées, et des spectres de masse obtenus des
constituants de l'huile essentielle de Cupressus sempervirens var horizontalis
avec ceux donnés avec une base de données informatisées [NIST,
PHEROBASE].

- Et en tenant compte du pourcentage de probabilité de présence du
composé fournis par la base de données du micro-ordinateur couplé au

spectrométre de masse.

2.5.2.4.4.. Identification des constituants en CG/MS par le calcul des indices de

Kovats :

Principe :

Les indices de Kovats sont les temps de rétention relatifs des substances

analysées par rapport a celles des alcanes

L’indice de Kovats d’'un produit est caractéristique de l'interaction de ce
produit avec la phase stationnaire de la colonne. Il est calculé a partir du
chromatogramme des produits a identifier additionnés d’'une gamme d’étalon

d’alcanes.

Chaque pic (X) du chromatogramme doit pouvoir étre entre deux nombre
d’atomes de carbone de I'alcane consécutifs n et n+1.

Par définition, chaque nombre de carbone d’alcane a un indice égal a 100

fois son nombre d’atomes de carbone sur toute la colonne [172, 173, 174, 175].

En fonction de la température, la position du pic X est repérée par son

indice de Kovats I, donné par la formule suivante :
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I, =100 [n + —fx—kn ]

1:’Rn+1_t’Rn

n : nombre d’atomes de carbone de 'alcane n
tr, . temps de rétention réduite du produit X a déterminer
trn - temps de rétention réduite du alcane a n atomes de carbone se trouvant juste

avant X.
trneq - temps de rétention réduite du alcane normal a n+1 atomes de carbone se

trouvant juste apres X.

© Hauteur des pics

Solv_emt
n+1

n

» temps de rétention

Figure 2.2 : Détermination de l'indice de Kovats a partir d’'un chromatogramme

[156].

to: temps de rétention du solvant d’injection ou du premier produit non retenu.

tg: temps de rétention.

2.5.3. Etude des composés non volatils

L’extraction des composés non volatils de la plante sont réalisés a I'aide du

soxhlet.
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2.5.3.1. Principe

Le ballon est chauffé, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, elles
se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de l'extracteur,

faisant ainsi macérer le solide dans le solvant.

Le solvant condensé s'accumule dans l'extracteur jusqu'a atteindre le sommet du
tube siphon provoquant ainsi le retour du liquide dans le ballon qui est
accompagné des substances extraites. Le solvant contenu dans le ballon s'enrichit

donc progressivement en composés solubles.

Le cycle peut se répéter indéfiniment, jusqu'a épuisement complet du solide, d'ou
I'efficacité remarquable de cette technique par rapport a la simple macération
(Figure 2.3) [176].

Réfrigérant -

=

Cartouche —

Materiel i —
wégeétal

Ballon de
récupération

Extrait

Calotte chauffante

-

Figure 2.3 : Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet [176].
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2.5.3.2. Conditions opératoires de I'extraction au soxhlet

Nous avons introduire 20 g de fruit séché, préalablement lavé et séché dans une
cartouche en papier filtre. Cette cartouche est placée au niveau du soxhlet. Puis
nous avons incorporé 250 ml d’éther de pétrole dans un ballon a col rodé a fond

plat qui est lui-méme placé dans un bain marie et porté a ébullition.

Apres une douzaine de siphonages, nous avons récupéré d’'une part, le ballon
contenant le solvant enrichi en substances solubles (fraction lipidique) [177], et
d’autre part la matiére végétale contenue dans la cartouche de papier filtre que

'on nommera marc et qu’on laisse sécher a l'air libre.

Le marc récupéreé est réintroduit dans une seconde cartouche et soumis a une
seconde extraction au soxhlet en utilisant cette fois-ci du méthanol afin de

récupérer les substances polaires solubles.

Les résidus secs des deux extractions, a I'éther de pétrole et au méthanol, sont

obtenus par évaporation du solvant grace a un évaporateur rotatif.

2.5.3..3 Rendement de 'extraction

Les ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et aprés extraction afin

de déterminer la teneur respective de chacune des substances (Figure 2.7)

On définit le rendement de I'extrait R, comme étant le rapport entre la masse de
I'extrait M et la masse de la matiére végétale M,,,. Il est exprimé en pourcentage

par la relation suivante :

Re(%)= MMe 100
mv
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2.6. Etude biologique de Cupressus sempervirens var horizontalis

Dans cette partie, nous avons réalisé I'étude de l'effet antibactérien de I'extrait
méthanolique des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis, ainsi que de
celle de son huile essentielle. Nous avons également testé I'effet antioxydant de

ces extraits.

2.6.1. Activité antimicrobienne de Cupressus sempervirens var horizontalis

L’évaluation de [lactivité antimicrobienne de [I'huile essentielle et ['extrait
méthanolique de la plante étudiée, a été appréciée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosée en utilisant des disques stériles appelés aromatogramme. Les tests

ont été effectués au niveau de laboratoire de microbiologie a I’hépital de Boufarik.

2.6.1.1. Principe :

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disque en papier
absorbant imprégné de la substance a tester sur une boite de gélose ensemencée

de culture a étudier.

Cette substance diffuse sur la surface de la gélose a partir du disque et d’un

gradient décroissant s’établit autour de ce dernier [178,179] (figure 2.4).

Le diameétre de la zone d’inhibition est proportionnel a l'efficacité de l'activité

antimicrobienne de I'’échantillon [180].
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Figure 2.4 : schéma du Test de I'activité anti microbienne [180].

2.6.1.2. Protocole expérimental

Le test de susceptibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des disques
décrite par Dulger et Gonuz, 2004 [181] ; Mohammedi, 2005 [182] ; Parekh et
Chanda, 2007 ([183] ; Rota et al, 2008 [184] et selon les recommandations de

'OMS suivies par le laboratoire de microbiologie de I'’hépital de Boufarik [185].

> Les souches de tests

Afin de tester le potentiel antimicrobien des extraits des fruits de la plante étudiée,
sept souches microbiennes ont été utilisées. Ces souches utilisées se rencontrent
dans diverses pathologies chez I'homme. Ces souches nous ont été
gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie du CRD-SAIDAL, sauf
pour Staphylococcus aureus et Escherichia coli qui proviennent du laboratoire de

microbiologie de I'hépital de Boufarik.
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Tableau 2.1 : liste et caractéristiques des souches microbiennes testées.

Nom de la souche N°ATCC Gram Famille
Bacilus subtilis 9372 + Bacillaceae
Basilus cereus 10876 + Bacillaceae
Staphylococcus aureus 25923 + Micrococcaceae
Echerichia coli 25922 - Enterobacteriaceae
Pseudomonas aerugéiosa 27853 - Pseudomonadaceae
Klebsiella pneumonie 4352 - Enterobacteriacece
Condida albicans 24433 / Cryptococcaceae

> Repigquage des souches

Les différentes espéces ont été

repiquées par la méthode des stries, puis

incubées a 37°C pendant 18 heures pour les bactéries et 24 heures pour les

levures, afin d’obtenir une culture jeune des souches testées et des colonies

isolées qui vont servir a la préparation de l'inoculum.

» Préparation des milieux de culture

Selon les méthodes employées et les souches, nous avons utilisés des milieux de

cultures, les suivants :
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1) Gélose nutritive et gélose Muller Hinton pour les Bactéries.

2) Gélose nutritive et milieu Sabouraud pour les levures.

Nous avons coulé ces milieux dans des boites pétrie posées préalablement sur
un plan de travail strictement horizontal, afin de permettre une répartition
homogéne du milieu de culture de 4mm d’épaisseur, ce qui correspond a une
quantité de 20 ml de milieu de culture pour les boites de pétrie de 9mm de
diamétre.

Les boites doivent étre convenablement séchées avant 'ensemencement.

> Préparation de I'inoculum

- A partir d’'une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, nous avons raclé
a l'aide d’'une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement

identiques et la mettre dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

- Aprés une bonne homogénéisation de la suspension bactérienne, son opacité a
eté mesureée; elle doit étre équivalente a 0.5 Mac Farland .L’ensemencement doit

se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I'inoculum.

> Les produits a tester

Afin d’explorer le pouvoir antimicrobien des fruits de Cupressus sempervirens var
horizentalis, nous avons testé l'effet de [I'huile essentielle pure et [I'extrait

méthanolique qui a été dissous dans le méthanol (1mg/ml).

Pour le contrble, nous avons utilisé des disques d’antibiotiques préts a l'usage :

Gentamicine- Norfloxacine -Ampiciline- Penicilline G- Cefazoline.

Des témoins sans extrait ont été réalisés avec des disques imprégneés de 3 pl de

méthanol.
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> Ensemencement

- nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, puis

nous l'avons essoré.

- puis nous l'avons frotté sur toute de la surface gélosée séche, de haut en bas,
en stries serrées. L'opération est répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a

chaque fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui- méme ;

- L’ensemencement se termine en passant I'écouvillon a la périphérie de la
geélose. Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs boites de pétrie, il faut recharger
I'écouvillon a chaque fois. L’ensemencement s’effectue de telle sorte a assurer

une distribution homogéne des cultures.

> Application des disques

Les disques de papier (d=6mm ) absorbant contenant 3ul des extraits a
tester (huile essentielle et I'extrait méthanolique), ont été placés sur la surface
geélosée seche, inoculée au préalable par une suspension microbienne pure.
Chaque boite recoit 3 disques ce qui correspondent a 3 répétitions pour chaque

espece.

- ’ensemble des boites de pétri est incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

> Lecture des résultats :

L’activité antimicrobienne se manifeste par I'apparition d’'un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour des disques imprégnée des extraits testés. Les
résultats de cette activité sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition en

calculant la moyenne de trois mesurest écart type pour chaque test.
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2.7. Activité antioxydante

Le test chimique que nous avons utilisé pour évaluer I'activité antioxydante repose
sur le principe du pouvoir piégeage du radical DPPH". En général, le pouvoir
antioxydant de I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique testés a été estimé

par comparaison avec un antioxydant naturel (CI-tocophérol).

2.7.1. Principe

La capacité de donations des électrons par les huiles essentielles ou par certains
composeés purs, est mise en évidence par une meéthode spectrométrique, en

suivant la disparition de la couleur violette d’une solution méthanolique contenant

le radical libre DPPH* (1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl) [186].

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un
composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (I'intensité
de la coloration est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons) [187]. La réaction se résume sous

la forme de I'équation (figure 2.5).

@\ /@ Diphenylpicrylhydrazyl @\ /@
N (radical libre) N
| I

N
—- ]
O4N NO, + R O,N Nno, *+ R

NO, M3 Diphenylpicrylhydrazine
(non radicalaire)

Figure 2.5: Réaction de réduction du DPPH [187].
RH= représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH

(violet) pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune).
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2.7.2. Mode opératoire :

L’activité de piégeur des radicaux libres a été déterminée par la méthode
spectrométrique basée sur la réduction d’'une solution méthanolique de DPPH en
utilisant la méthode de Blois (Feyza Oke, Belma Aslim,, Sahlan Ozturk’ and Senol
Altundag. , 2009)[188].

> Préparation de la solution DPPH :

Le DPPH 1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl est solubilisé dans du méthanol absolu

pour obtenir une solution de 0.004%.

» Préparation des solutions a tester:

Pour le test, les échantillons sont dissous dans le méthanol absolu [189]. Pour
tous les échantillons, que ce soit huile essentielle, extrait méthanolique ou
standard (a — tocophérol) nous préparons des solutions dans du méthanol a

différentes concentrations de I'ordre de milligramme par ml (tableau 2.2).

Tableau 2. 2: Concentrations des solutions a tester dans le test antioxydant.

Les échantillons Huile Extrait méthanolique Antioxydant standard

essentielle (a-tocophérol)
Concentrations 5 0.5 0.05
mg/ml 10 0.3 0.04

15 0.2 0.03

20 0.05 0.02

25 0.01 0.01

30 0.005
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50 0.001 0.005
75

» L’essaie au DPPH :

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 1 ml de la solution a tester, on ajoute
1 ml de la solution au DPPH. Aprés agitation par un vortex, les tubes sont placés
température ambiante et a l'obscurité pendant 30 minutes. Pour chaque
concentration, le test est répété 3 fois. Le blanc est composé de 1 ml de la

solution méthanolique au DPPH (0.004%) et de 1 ml de méthanol.

La lecture s’effectue par la mesure de l'absorbance a 517nm par un

spectrophotométre.

Le contréle positif est représenté par une solution d’'un antioxydant standard (a —
tocophérol) dont I'absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons tests.

» Expression des résultats :

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus

pour I'a-tocophérol. L’activité antioxydante qui exprime les capacités de piéger le

radical libre est estimée par I'équation suivante :

% d’activité antiradicalire = [(Abs blanc -Abs échantillon)/Abs blanc] x100.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesureszt écart type.

La valeur ICs5 a été déterminée pour chaque échantillon, est défini comme étant la

concentration de I'échantillon qui cause la perte de 50% de l'activit¢ de DPPH.
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Les valeurs IC50 sont déterminées graphiquement des trois tests séparés dont
I'abscisse représente la concentration des composés testés et 'ordonné l'activité

antiradicalaire en pourcentage [190].
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CHAEPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Description botanique

3.1.1. Etude morphologiqgue

Appareil végétatif : C’est un grand arbre qui se caractérise par un tronc tres
elevé et tres ramifié, excepté dans sa partie inférieure, et par un écorce de couleur
brune —grisatre

Nous différencions la variété horizontalis (la variété étudiée) a celle pyramidalis
par la forme du port. Le cyprés horizontalis se caractérise par ses branches
étalées qui sont disposées en couronne irréguliére, ce qui lui différencié du cypres
pyramidalis qui posséde des branches dressées formant une couronne effilée
(Figure3d.1).

Figure3.1: A) Cupressus sempervirens var horizontali; B) Cupresssus
sempervirens var pyramidalis (original).
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Le cyprés horizontalis présente un feuillage dense (Figure 3.2), dont les feuilles
sont trés petites sous forme des écailles, triangulaires, d’'un vert vif, imbriqués sur
4 rangs, recouvrant des ramules irréguliéres, appliqués contre le rameau. Les
ramules sont courts, terminés en pointe émoussée (Figure 3.3, Figure 3.4).

Feuillage dense

Figure 3.2 : Vue d’ensemble dun feuillage dense de cupressus sempervirens var
horizontalis (original).

sur des
ramules
courts

Ramules
réparties
autour du
rameau

Figure 3.3: A) Différents types de rameaux de cupressus sempervirens var
horizontalis ; B) Partie terminale du ramule observé sous loupe (originals).
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Feuilles en
écailles

imbriquées
sur 4 rangs

Figure 3.4 : A) et B) Feuilles de Cupressus sempervirens var horizontalis
observées sous loupe (originals).

Appareil reproducteur : Nous retrouvons deux types d’organes reproducteurs qui
ne sont pas portés par des fleurs, mais par des cbnes. Cette espéce est
monoique : les organes males et femelles sont séparés, mais s’épanouissent sur
le méme pied (Figure 3.5).

Cone male

Cone femelle

Figure 3.5 : Organes reproducteurs de Cupressus sempervirens var horizontalis
(original).
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les organes reproducteurs males forment de petits cones. Ce sont considérés
comme des structures composés. Ce sont de petits cones jaunatres , avec une
forme cylindrique, sont constitué uniquement d’étamines insérées en spirale sur
un petit axe court. Elles portent sur leur face inférieure des grains de pollen
(Figure 3.6, Figure3.7).

Un ensemble de
Cobnes males a
I'extrimité d’'un
ramule

Figure 3.6 : Cbnes males de Cupressus sempervirens var horizontalis (original).

Sacs
polliniques

Grains de
pollen

Figure 3.7: A) Céne male de cupressus sempervirens var horizontalis ; B) Coupe
longitudinale au niveau du cone male, observés sous loupe (originals).

Les organes reproducteurs femelles sont des petits cones fructiféres. Le cone
femelle est un ensembles d’écailles dont chacune correspond a une fleur, ce qui
nous a laissé dire que chaque cone femelle est une inflorescence. Ces cones sont
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subglobuleux, verts, brun a maturité, a 12 écailles polygonales jointives au tour
d’un axe central, compte-tenu de leurs caractére clos ( Figure 3.8).

Bractée
Fleur (écaille)

Pétiole

Figure 3.8 : Cone femelle de Cupressus sempervirens var horizontalis observé
sous loupe (original).

Les écailles s’insérent en spirale sur 'axe du cbne et chacune est constituée
d’'une bractée qui est en concrescente avec elle, a l'aisseille de la quelle se

trouvent des ovules (Figure 3.9).

y

Axe
central

Graines

Figure 3.9: A) Coupe transversale au niveau du cone femelle, B) Coupe

transversale de ce cone observeé sous loupe (originals).

- le volume de ces cdnes accroit durant la maturation (figure 3.10).



Figure 3.10 : Fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis a différentes
tailles (original).

Les graines :

Quand les fruits deviennent mars, libérent de trés petites graines, de couleur brun
clair, et de forme irréquliere.

L |

Figure 3.11: Graines obtenues a partir des cénes mdires ligneux de Cupressus
sempervirens var horizontalis (original).

3.1.2. Etudes histologiques et localisation des sites sécréteurs

> A I'état vital :

L’observation morphologique des coupes histologiques des cbnes femelles a
'état vital (sans double coloration), nous a permis d’obtenir les résultats
suivants :

- Notre plante présente au niveau des fruits des structures de conductions :
faisceaux cribovasculaires, de soutien: des fibres de sclérenchymes, et de
sécrétion de type canaux excréteurs (Figure 3.12) . Ces canaux sont bien
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observés dans les coupes longitudinales sous forme de cavités allongées, et ceci
confirme la structure des ces éléments de sécrétion (Figure 3.13).

Faisceau
cribovasculaire
ﬂ o

Fibre de
sclérenchyme

Parenchyme

Figure 3.12: Coupe transversale au niveau du céne femelle de Cupressus sempervirens
var horizontalis (état vital) (original).

Canal
exécréteur

Figure 3.13: Coupe longitudinale au niveau du canal sécréteur au niveau du
cbne femelle de Cupressus sempervirens var horizontalis observé sous MPx100
(original).

-Dans nos coupes qui ont été faites entre deux écailles, nous remarquons

I'existance d’une structure spécifique qui relie les écailles entre elles (Figure 3.14).
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Figure 3.14 : A) Deux écaillées observées sous loupe ; B) Observées au MPx40
(originals).

> Avec double coloration :

Pour une meuilleur localisation des structures particuliéres (de soutien, de
sécrétion), des coupes histologiques minces ont été accomplies par la téchnique
de double coloration et ce en paralléle avec des observations microscopiques au
niveau non seulement des fruits objet d’étude, mais aussi au niveau des feuilles et

des tiges, c’est pour un bon savoir pour cette plante.

Le Cone femelle qui joue le role de fruit de cypres, présente de la périphérie vers

le centre (figure 3.15):

- Un épiderme qui contient de nombreux stomates. Ces stomates possédent

deux cellules stomatiques qui entoure un ostiole (figure 3.16).

- Un parenchyme qui est tapissé par des fibres de sclérenchymes. Ces fibres
se caractérisent par des parois secondaires et une lumiére cellulaire au centre.
Les ponctuations qui se trouve dans le plan des coupes se présentent comme

minces canaux traversant la paroi secondaire (figure 3.19).
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- Des canaux excréteurs situés proches de I'épiderme et sont distribués
irréguliérement dans le parenchyme. Elles sont constitués par des cellules
sécrétrices tapissant la paroi interne d’'un canal cylindrique dans lequel s’écoule et

s’accumule l'oléorésine. (figure 3.17)

-tissu conducteur qui se caractérise par la structure secondaire : dont le bois est
de type homoxylé composé d'une seule sorte d’éléments, des trachéides. Les
tracheides sont des cellules allongées dans le sens de I'axe de I'arbre, de section
quadrangulaire. Elles présentent des ponctuations aréolées pour assurer la
comminication entre les trachéides. malheuresement, nous n’avons pas pu

observés les ponctuations dans non coupes. Cependant, nous observons

I'apparaition parrmi les fibres de trachéides des cellules de parenchyme ligneux
(figure 3.18).

Fibres de
sclérenchymes

Parenchyme

Tissu conducteur

Canal excréteur

Epiderme

Figure 3.15: Coupe transversale au niveau d'un cbne femelle avec double
coloration MPx40 (original).
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Cellule
stomatique
Ostiole

Stomate

Figure 3.16 : A) Epiderme du cbéne femelle ; B) Structure d’'une stomate au
MPx400 avec double coloration (original).

Cellules sécrétrices

Lumiére du canal

Figure 3.17: Canal excréteur observé au MPx40 (original).

Fibres de

Bois rachéides

Parenchyme
ligneux

Liber

Figure 3.18 : A) Tissu conducteur au niveau d’une coupe transversale d’'un cone
femelle MPx100; B) fibres de trachéides au MPx400 (originals).
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Différents types
de Fibres de
sclérenchymes

Lumiére cellulaire

Ponctuation

Figure 3.19: Fibres de sclérenchymes au niveau d’'une coupe transversale d’'un
cbne femelle au MPx100 avec double coloration (original).

Les feuilles :

La coupe transversale dans une écaille montre qu’elle est constitué de tissus

différenciés :

- Une cuticule qui protége et imperméabilise la surface des écalilles ;

- Un épiderme protecteur en périphérie, est muni de stomates qui assure les
échanges ;

- Un seul canal excréteur existant au sommet du faisceau cribo-vasculaire ;

- Un parenchyme pallissadique vers la face infériaure, et un parenchyme
médullaire vers la face supérieure;

- Un sclérenchyme qui se situe de part et d’autre d’un tissu conducteur ( il

existe un seule tissu conducteur au milieu de la feuille).
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Cuticule

Epiderme

Parenchyme médullaire

Canal excréteur

Tissu conducteur

Amas de fibres de
sclérenchyme

Parenchyme
palissadique

Figure 3.20: Coupe transversale d’une feuille de cupressus sempervirens var
horizontalis au MPx40 avec double coloration (original).

les tiges : La coupe transversale d’une tige montre de I'extérier cers l'intérieur :

-Une couche subérifére, sous la quelle se trouve des canaux excréteurs de
différentes tailles.

Parenchyme corticale.

-Tissu conducteur, constitué vers I'extérieur par le liber qui contient des fibres
extra-xylémiennes qui sont présentés en minces bandes alternant réguliérement
avec dautres élements du liber; en coupe, elles apparaissent de forme
rectangulaires, avec une lumiére cellulaire tres réduites. Et vers l'intérieur le bois
homoxylé qui constitue essentiellemnt des trachéide, en plus des rayons ligneux
appellé souvant rayon meédulaire, dont I'épaisseur en section tangentielle est

ordinairement d’une seule cellule(rayons unisérie).

-Au centre se trouve le parenchyme médulaire ol se trouve le xyléme primaire.
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Suber

Parenchyme

liber

Bois

Xyléme primaire

Parenchyme

Fibres
extraxylémiennes

Canal excréteur

Figure 3.21: Coupe transversale d'une tige de Cupressus sempervirens var
horizontalis au MPx40 avec double coloration (original).

Cellules protectrices

Cellules sécréteurs

Lumiére du canal

Figure 3.22: Structure du canal excréteur au MPx400 avec double coloration

(original).
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Fibres de
trachéides

Rayon
parenchymateux

liber

Fibres
extraxylémiennes

Figure 3.23: A) Coupes transversales au niveau des tissus conducteurs au
MPx100, B) Bois au MPx400 ; C) liber au MPx400 (avec double coloration)

(original).
- Des coupes longitudinales montrent la structure des trachéides qui sont de

type aréolés

Fibre de
trachéide

Rayon
parenchymateux

Figure 3.24: Bois en coupes tangentielles des tiges de Cupressus sempervirens
var horizontalis dont A) observé au MPx 100 et dans B) observé au
MPx400(original).
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De par leur richesse en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau

[191]. La détermination de la matiere séche et la teneur en eau sont mesurées par

séchage jusqu’a obtention une masse constante dans une étuve a 60°C. Les

résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1: Résultats des pesées de Cupressus sempervirens L. var horizontalis

apres dessiccation pendant 96h.

Prise d’essai Teneur en
(9) (Jo) Pesée eau en %
plante Pesée j, | Pesée j, J3 Pesée j, |de
fraiche (24h) (48h) (72h) (96h) | poids frais

12,9185 4.8110 4,811 4,6871 14,6387 |64.0925

14,9003 5.6117 54554 15,4098 |5,3901 |63.8255

13,5389 5.0169 4,8843 [4,8438 |4,823 64.3767

14,3597 5.4970 5.3387 |5.2953 |5,2748 |63.2666

13,358 5,2593 51148 [5.0708 |5,0438 |62.2413

Les résultats ont révélé une teneur moyenne en eau de 63.56% + 0,84352, ce qui
correspond a plus de la moitié du poids des cones frais (Figure 3.25), le reste
représente la matiére séche 36.47% * 0,7582).

M teneur en eau

B matiére séche

Figure 3.25 : Teneur en eau et en matiére séche des fruits frais de Cupressus

sempervirens var horizontalis.
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3.3. Détermination de la teneur en cendres

Le taux des cendres nous renseigne sur la quantité totale en sels minéraux
présents dans les fruits de cyprés horizontalis. Le reste est constitué de matiéres

volatiles et combustibles a cette température.

La calcination totale d’'une prise d’essai de 2 g de poudre végétale nous a permis

d’obtenir les résultats consignés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2: Teneur en cendres totales de la poudre des fruits de cyprés

horizontalis.

Poids de la capsule Poids de la Poids de la capsule Taux des
d’incinération (g) | prise d’essai (g) + cendres (Q) cendres %

16.4436 2.0017 16.5532 5.47

52.1535 2.0006 52.2613 5.38

66.4321 2.0011 66.5461 5.69

Les résultats font ressortir un taux moyen de cendres de 5.51% = 0.1594, ce qui
représente la fraction minérale du fruit. Ces valeurs indiquent que les fruits de

cypres horizontalis sont riches en matiéres organiques (94.49% + 0.1594).

3.4-Etudes des principes actifs

3.4.1. Réactions de caractérisation de la plante

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des fruits de Cupressus
sempervirens var horizontalis nous a permis d’obtenir des résultats consignés

dans le tableau 3.3 et la figure 3.26.
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Tableau 3.3: Résultats des réactions en tubes sur la poudre des fruits de
Cupressus sempervirens var horizontalis.

Familles chimiques Observations Résultats

Tanins Coloration verdatre Présence de tanins
cathéchiques

flavonoides Coloration orange Présence de flavonoides

saponosides Im= 166.66 Im=166.66

mucilages Précipité floconneux Présence de mucilage

Légende :
Test de mousse: A1: tube de tests Test des tanins: C1: tube de test
A2 : témoin C2: témoin
Test des flavonoides:B1: tube de test Test des saponosides: D
B2 : témoin

Figure 3.26: Réactions de caractérisation de la poudre des fruits de Cupressus

sempervirens var horizontalis (photo).

L’ensemble des réactions en tubes montre que celle relative aux tanins a été la
plus franche avec une prédominance des tanins cathéchiques. Ces réactions ont
mis en évidence également la présence des saponines en abondance, et des

flavonoides dans les fruits. Ces résultats concordent avec ceux trouvés par
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Emmami et al., (2006) [192] et Emammi et al ., (2007) [193] sur les fruits de la

méme variété.

3.4.2. Etudes des composés volatiles

3.4.2.1. Rendement de I'extraction

L’huile essentielle extraite a partir de la matiére végétale fraiche par
hydrodistillation, se caractérise par une faible teneur de I'ordre de 0.4%. Ce
rendement est le méme que celui rencontré par Emmami et al., (2006) sur une
méme variété d’ Iran (192) et il est voisin de ceux trouvée par Emmami et al.,
(2007) (0.38%) [193] et Maldan et al., (1997) (0.45%) [161].

3.4.2.2. Caractérisation de I'huile essentielle

a)-Caractéristigues organoleptiques :

Les caractéeres organoleptiques d’une huile essentielle sont liés a la composition
de I'huile, étant donné que la plupart des constituants volatils de cette derniére

sont odoriférants (tableau 3.4).

Tableau 3.4.: Caractéres organoleptiques de I'huile essentielle des fruits de

Cupressus sempervirens var horizontalis.

Caractéristiques Description de I’huile Description selon la littérature
essentielle étudiée [197,198]

Aspect liquide Liquide

Couleur Incolore Incolore ou faiblement jaunatre

Odeur Boisée, puissante de résine Balsamique et boisée

Saveur Piquante, amere Acerbe, amere, trés prononcé
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b)-Caractéristigues physico-chimique :

Les propriétés physico-chimiques constituent des données utiles pour son
appréciation tant sur le plan économique et scientifique. Ainsi, elles sont
considérées comme un moyen de vérification et de contréle de la qualité de I'huile
essentielle. Nos essais sont réalisés selon un protocole précis et déterminés par
des méthodes normalisées AFNOR (Tableau 3.5).

Tableau 3.5: Les indices physicochimiques de I'huile essentielle étudiée.

Parameétres Résultats Méthodes
L’indice d’acide 1.68 Titrémétrique
L’indice de 262.12 Titrémétrique

saponification

L’indice d’ester 15.73 Titrémétrique
L’indice de réfraction 1.46 Réfractométrique
Densité 0.86 Pycnométre

Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide indique le taux d'acides libres, il
permet de d’évaluer I'état de détérioration d’une huile essentielle. Un indice
d’acide inférieur a 2 (faible quantité d'acides libres) correspond a une bonne
conservation de I'essence [194]. Nos résultats ont montré que cet indice est
relativement faible, prouvant ainsi que I'huile essentielle est stable et ne provoque
pas d’oxydation. En effet, I'huile en s’oxydant se dégrade rapidement et provoque
une augmentation de I'indiced’acide.
L’indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes entraine un indice élevé.

Selon Kanko et al., (2004)[194] le faible indice de réfraction de I'huile essentielle
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indique sa faible réfraction de la lumiére ce qui favorise son utilisation dans les
produits cosmétiques. L’huile essentielle de notre plante présente un faible indice
de réfraction, ce qui s’explique probablement par sa faible teneur en

monoterpénes oxygéneés.

La valeur du taux de saponification indique le poids moléculaire moyen, plus
I'indice de saponification est élevé plus la masse molaire est faible [195]. Nos

résultats ont montré que I'huile essentielle étudiée présente un indice trés éleve.

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire
cependant insuffisante pour caractériser une 'huile essentielle. 1| est donc

primordial de déterminer le profil chromatographique de I'essence aromatique.

3.4.2.3. Analyse qualitative et semi quantitative de I'huile essentielle par CG/MS

L’analyse par CG/MS de l'huile essentielle des fruits de Cupressus sempervirens
var horizontalis selon les conditions opératoires citées précédemment a fourni 50
pics dont 46 ont été identifiés (84%) (Figure 3.27).

Air de

pic %
1. 1e+07

1e+07
9000000
8000000
7000000
S000000
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3000000
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1000000 J U

—— ——— T T T T T 7 R
10.00 20.00 30.00 “40.00 50.00 60.00 70O0.00 80.00

Figure 3.27: Chromatogramme de [l'huile essentielle de Cupressus

sempervirens var horizontalis.

Temps
(min)
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L’identification des composés de l'huile essentielle par CG/MS s’est basée
essentiellement sur la comparaison du spectre de masse de la molécule inconnue
et par leur IK calculé avec le type de colonne capillaire HP5-MS a celui d’un
composé pur fourni par la base de données du micro-ordinateur couplé au

spectromeétre de masse (Tableau 3.6).

Tableau 3.6: Composition chimique de [I'huile essentielle de Cupressus

sempervirens var horizontalis.

N° |Composé TR(min) |% IK Qual
1 a-Pinéne 14.8 36.05 931 96
2 B-Phellandréne 17.42 5.92 977 91
3 B-Myrcéne 18.43 4.51 995, 80
4 |3-Caréne 19.55 15.90 1016 96
5 Limonéne 20.41 4.36 1032 96
6 |[4-Caréne 21.16 0.12 1046 97
7 O-terpinéne 21.69 1.05 1055 94
8 a-terpinoléne 23.44 6.63 1088 97
9 Non identifié 24 .48 0.09 1107 50
10 |Trans-p-menth-2-en-1ol 25.22 0.07 1122 95
11 | Non identifié 25.47 0.02 1127 60
12 | Camphor 25.83 0.04 1134 97
13 | Non identifié 26.09 0.03 1139 25
14 |terpinen-4-ol 28.10 1.44 1179 95
15 |a-terpinéol 28.94 0.58 1195 94
16 | Thymol methyl ether 30.82 0.05 1239 90
17 |Bornyl acétate 32.57 0.94 1281 98
18 | Tricycléne 33.23 0.21 1297 87
19 | Tricycléne 35.21 0.75 1337 87
20 |a-Cubebéne 35.49 1.47 1343 98
21 |Terpinyl acétate 35.86 3.95 1350 91
22 |Copaéne 36.66 0.28 1366 99
23 | Gamma-muuroléne 37.23 0.09 1377 96
24 |B-Elemeéne 37.45 0.07 1382 97
25 | (+)-Longifoléne 38.01 1.01 1393 99
26 |Cedrene 38.29 0.68 1398 95
27 |B-Caryophyllene 38.59 1.00 1405 99
28 | (+)-Epi-bicyclosesquiphellandréne |39.76 0.15 1432 72
29 |a-caryophylléne 40.03 0.41 1438 98
30 | B-cubebéne 40.47 0.29 1449 94
31 |Germacréne D 40.82 0.10 1457 97
32 |Germacréene D 41.51 4.89 1473 96
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33 |Isoledéne 42.01 0.67 1484 97
34 |a-Terpinéne 42.43 0.41 1494 81
35 |[(+)-A-Cadinéne 42.95 0.66 1507 97
36 |Nerolidol 44 .81 0.05 1556 90
37 |Caryophylléne oxide 45.35 0.10 1571 72
38 |Epiglobulol 46.01 0.05 1588 47
39 |Cédrol 46.68 3.06 1606 94
40 |Tau.-cadinol 48.00 0.21 1641 99
41 |a-cadinol 48.51 0.28 1655 93
42 | Non identifié 58.77 0.05 35
43 | Manoyl oxide 59.76 0.15 91
44 |Non identifié 60.41 0.14 72
45 | Epi-manool 62.03 0.18 86
46 | Non identifié 65.82 0.35 30
47 | Non identifie 66.81 0.31 83
48 | Non identifié 68.38 0.06 46
49 |Totarol 69.94 0.04 99
50 |fleximel 75.54 0,05 90

Total identifié 84

Monoterpénes hydrocarbonés 24

Monoterpénes oxygénés 14

Sesquiterpénes hydrocarboné 26

Sesquiterpénes oxygéné 12

Diterpénes oxygéné 8

Non identifié 8

Les composés sont classés en ordre de leur élution sur la colonne HP5-MS en

utilisant des homologues des séries de n-alcanes.

TR : temps de rétention.

IK : indice de Kovats relatifs aux n-alcanes - sur la colonne HP5-MS.

Le tableau suivant présente les 11 composés maijoritaires, il s’agit du a-pinéne

(N°1; 36.05%) qui est le premier composé majoritaire, suivi de A-3-caréne (N° 4;

15.90%) qui représente le deuxiéeme composé important. Les autres composés
B-phellandrene (N°2; 5.92%),
germacréne-D (N° 32; 4.89%), B-myrcene (N° 3; 4.51%), limonéne (N°5 ; 4.36%),
terpinyl acétate (N°21, 3.95%), et cédrol (N°39; 3.06%), a-cubebéne (N°20 ;

majoritaires sont a-terpinoléne (N°8; 6.63%),

1.47%) et terpinéne-4-ol (N°14 ; 1.44%).
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Tableau 3.7: Composés majoritaires, proportions et familles.
Familles

Composés Proportions

a-pinéne
36.05%

\ Germacréne-D
A-3-caréne 4.89%
15.9% e
Hydrocarbures
monoterpéniques
p-myrcéne
4.51%
a-terpinoléne

oy O

6.63%
: Limonéne
4.36%
@ Y Monoterpénes
0 H
Oxygénés
Terpinyl-acétate Terpinen-4-ol
1.44%

3.95%

Hydrocarbures
sésquiterpéniques

In

o

a-cubebéne
A 1.47%

B-phellandréne
5.92%

Alcool

2 0,
Cédrol 3.06% sésquiterpénique

g
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D’aprés ces résultats, il apparait que I'huile essentielle des fruits de Cupressus
sempervirens var horizontalis se caractérise par un équilibre entre les composés
monoterpéniques et sésquiterpéniques, avec existence de quelques composés

diterpéniques.

Nous remarquons que parmi les 38% des composés monoterpéniques et 63.16%
de ces composés sont des hydrocarbures en particulier : a-pinéne, A-3-caréne, a-
terpinoléene, Germacréne-D, B-myrcene, Limonene et qui sont considérés comme
produits majoritaires. lls représentent 24% de la totalité des constituants de cette
huile essentielle. Le reste, représenté par les monoterpénes oxygénés
représentent 36.84% et que sont constitués majoritairement par: Terpényl-

acétate et cédrol (8.35 % de la totalité des constituants identifiés) (tableau3.6).

Nous constatons l'existence aussi de 38% des sesquiterpénes parmi les 46
constituants identifiés, les hydrocarbures constituent 68.42%. Parmi les alcools
sesquiterpéniques mis en évidence, le cédrol qui s’avére majoritaire avec 3.06%
de la totalité des constituants de cette huile essentielle (tableau3.6).Nous avons

également observé la présence de quatre diterpénes faiblement représentés (8%).

Les résultats obtenus relatifs aux composés majoritaires identifiés dans I'huile
essentielle de Cupressus sempervirens var horizontalis sont comparés avec ceux
des autres huiles essentielles de la méme variété et également avec celles de la

variété pyramidalis dans certains pays (tableau3.8).

Comparés a certains travaux [192,196] rapportés dans le tableau 3.8, nos
résultats montrent que nous avons identifié plus de constituants dans I'huile
essentielle de cette variété. Nous avons noté certaines compatibilités notables de
proportions de certains constituants dans I'huile par rapport a celles extraites de la
méme variété du Mexique. Cependant, il existe des différences par rapport a celle

de la variété d’lran.
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Que ce soit pour la variété horizontalis ou pyramidalis la présence de a-pinéne
a été révélé comme composé majoritaire dans I'huile essentielle de Cupressus
sempervirens L. présente dans différents pays cités dans le tableau 3.8.
Cependant, leur pourcentage dans I'huile essentielle étudiée (36.05%), ainsi que
celle du Mexique (49.81%), et de 'Egypte (48.2%) est inférieur a ceux des huiles
essentielles des variétés iranienne (59.2%), tunisienne (64.1%), et croatienne
(69.9%).

Tableau 3.8: Principaux constituants de I'huile essentielle des cénes femelles de

Cupressus sempervirens L. selon l'origine.

Composeés C.semper | C.semper | C.semper | C.semper | C.sempers | C.semperv

majoritaires | var horiz var horiz | var horiz | var var iren var
[présente | (Mexique | (Iran) pyram pyramid pyrami
étude] ) [196] | [192] (Croatia) | (Egypte) (Tunisie)

[161] [197] [198]

a-pinéne 36.05% 49.81% 59.2% 69.9% 48.2% 64.1%

A-3-caréne 15.90% 17.94% - 11.7% 19.1% 7.8%

a-terpinoléne 6.63% 3.44% - 3.6% 2.6%

B- 5.92% 6.21% - -

phellandréne

Germacréne- 4.89% - 21% 2.5%

D

B-myrcéne 4.51% 6.185% 3.4% 2.6%

Limonene 4.36% 5.55% 2.4% 1.5%

Terpényl- 3.95% - 3.2% 2.4%

acétate

cédrol 3.06% - - 3.1%

a-cubebéne 1.47% 0.04% - 1.9% -

Terpinéne-4- 1.44% 0.32% -

ol

N° de 46 20 9 16 49 47

COMposes

identifies

Le A-3-caréne s’est révélé comme

le deuxiéme composé le plus important de

toutes les huiles essentielles extraites des variétés de différents pays avec des
taux assez comparables. Cependant, la variété horizontalis d’lran ne renferme pas
ce composé, mais contient comme second composé majoritaire le A-2-caréne
(14.9%).
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Pour les variétés horizontalis, on constate que notre plante présente la
particularité d’étre la seule parmi les variétés étudiées de différentes origines qui

posséde des composés ditérpéniques.

Selon Senatore et al., les variations rencontrées dans la composition chimique
des huiles essentielles, du point de vue qualitative et quantitative, peuvent
dépendre de l'un ou de la combinaison des facteurs tels que le patrimoine
geénétique, l'age, I'environnement de la plante, et la présence de chémotypes
[199].

3.4.3 Etude des composés non volatiles

3.4 3.1. Rendement de I'extraction de la fraction non volatile

La teneur en substances non volatiles miscibles dans les solvants apolaires (éther
de pétrole) est de 8.279% ce qui correspond a 1.66 g /20 g de la poudre des
fruits étudiés. En ce qui concerne les substances non volatiles miscibles dans les
solvants polaires, la teneur est de 16.43% correspondant a un résidu de 3.28 g

pour 20 g de la méme poudre comme illustré dans la figure 3.28.

M Fraction polaire
M fraction apolaire
I autre

Résidus de
I’extraction

Figure 3.28: Teneur des cénes femelles de Cupressus sempervirens.L. var
horizontalis en substances polaires et apolaires.
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Le rendement de I'extrait méthanolique obtenu est trés proche de celui obtenu par
Cariel et Jean [200]. Ces derniers ont obtenu un résidu de 33g pour 200g de la

plante (cones) soit un rendement de 16,5%.

3.5. Activités biologiques

Nous avons étudié les activités antimicrobiennes et anti-oxydantes des extraits
préparés. Les résultats observés lors de I'évaluation d’'un extrait brut ou d’'une
fraction enrichie est la composante de deux paramétres : 'activité intrinséque du
produit, d’'une part, et d’autre part, sa quantité relative dans I'extrait. Ainsi, I'activité
marquée d’un extrait peut tout aussi bien provenir d’'une faible quantité de
constituants trés actifs, que d’'une grande quantité de constituants peu actifs. De
plus, il se peut qu'une activité observée résulte de la somme d’activités de

plusieurs constituants [201,202].

3.5.1. Activité antimicrobienne

Nous avons intéressé a étudier 'effet antimicrobien de notre plante, car dans les
dernieres années, les scientifiques ont mis l'accent sur l'augmentation des
infections humaines causées par des bactéries pathogénes et des champignons.
Malheureusement, les micro-organismes développent une résistance a de
nombreux antibiotiques en raison de ['utilisation indiscriminée des antibiotiques
commerciaux [203,204]. Actuellement, les gens se tournent vers des produits
naturels. Par conséquent, [lutilisation des huiles essentielles est moins

dommageable pour la santé humaine [205,206].

La détermination du pouvoir antimicrobien des fruits de la plante étudiée, s’est
réalisée en appliquant la méthode de diffusion par des disques sur gélose. Cette
méthode nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I'huile

essentielle ainsi que de celui de I'extrait méthanolique des fruits.

L’estimation de l'activité antimicrobienne des extraits est basée sur une échelle de

mesure donnée par Mutai et al., (2009) [207]. lls ont classé le pouvoir
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antimicrobien, en fonction des diamétres des zones d’inhibition de la croissance

microbienne, en 5 classes :

Trés fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone est supérieur a 30mm ;
Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 21et 28mm ;
Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 16 et 20mm ;
Intermédiairement inhibitrice lorsque le diamétre varie entre10 et 16mm ;

Non inhibitrice lorsque le diamétre est inférieur a 10 mm.

Pour le control; Nous avons réalisé un antibiogramme pour estimer la sensibilité

des souches testées a un ou plusieurs antibiotiques tableau 3.9.

Pour les extraits testés ; les diameétres des zones d’inhibition observés autour
des disques imprégnés d’huile essentielle pure et d’extrait méthanolique (1mg/1ml
dilué dans le méthanol) aprés 24 heures d’incubation a 37°C pour les bactéries et

apres 48 heures a 25°C pour les levures sont reportés dans le tableau 3.10.

Tableau 3.9. Résultats de I'antibiogramme (Diamétres des zones d’inhibition de
croissance bactérienne en mm).

B. B. P. E. S. K. C.

subtilis | cereus | aeruginosa coli | aureus | pneumonie albicans
Gentamicine 40 40 21 34 21 30 -
Ampicilline 32 13 42 26 42 12 -
Penicilline G 28 R 34 R 32 R -
Cefazoline 44 R 40 26 40 30 -
Norfloxine 30 17 30 40 30 26 -
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Tableau 3.10 : Activité antimicrobienne de I'huile essentielle et de I'extrait
méthanolique (diamétres des zones d’inhibition de croissance des cultures

microbiennes en mm).

souches Huile essentielle Extrait méthanolique
B.subtilis 14 10
Gram+ B.cereus 18.5 14
S.aureus 20 15
E. coli R R
Gram- P. 13,5 20
aeruginosa
K. R R
pneumonie
Levure C.albicans R R

Nos résultats ont montré la présence des zones d’inhibition obtenues par I'huile

essentielle et méme par I'extrait méthalonique sur trois souches de Gram positif

testées. Ces résultats montrent I'efficacité de ces deux extraits naturels des fruits

de Cupressus sempervirens L. var

Figure3.31, Figure3.32).

horizontalis ( Figure3.29, Figure3.30,
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L’huile essentielle s’est caractérisée par une activité modérément inhibitrice sur
les souches B.cereus (18.5mm) et S.aureus (20mm), et par une activité

légérement inhibitrice sur les souches B.subtilis (14mm).

En ce qui concerne I'extrait méthanolique, son pouvoir inhibiteur vis —a-vis les trois
souches de Gram positif testées est léger (B.subtilis=10mm ; B.cereus=14mm ;

S.aureus=15mm).

En ce qui concerne l'action antimicrobienne de nos deux extraits sur les
souches de Gram négatif, il en ressort que seule la souche P. aeroginosa qui s’est
montrée globalement sensible. Cette espéce, selon nos résultats est considérée
intermédiairement sensible et vis-a-vis de I'huile essentielle (13.5mm) et sensible
a l'extrait méthanolique( 20mm). Dans cette optique , on considére que I'huile
essentielle présente un pouvoir modéré sur cette souche, tandis que l'extrait

méthanolique se caractérise par un Iéger pouvoir.

Pour les autres espeéces telles que K.pneumonie et E.coli, et de la levure
C.albicans aucune zone d’inhibition n'a été observé autour des disques chargés
que ce soit par [l'huile essentielle ou de I'extrait méthalonique. Ces souches
possédent un potentiel de résistance trés élevé contre I'action antimicrobienne de

nos extraits.

Figure 3.29: (A) Zones d’inhibition de l'huile essentielle et (B) de [Iextrait
méthanolique testés sur Bacillus subtilis.
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Figure 3.30: (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle et (B) de [I'extrait
méthanolique testés sur Pseudomonas aeroginosa.

Figure 3.31: (A) Zones d’inhibition de I'huile essentielle
testée sur Bacillus cereus.

Figure 3.32: (A) Zones d’inhibition de [I'huile essentielle et (B) de I'extrait
méthanolique testés sur Staphylococcuc aureus.
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L’activité inhibitrice des extraits vis-a-vis la majorité des souches est trés faible par
rapport a celle des antibiotiques. Cependant, I'activité de I'huile essentielle vis-a-
vis B.cereus avec une zone d’inhibition de 18.5mm s’est révélée plus élevé de
celle exercé par Ampécilline (13mm) et par Norfloxine (17mm). Le méme effet est
observé vis-a-vis P.aeroginosa avec une zone d’inhibition de 20mm, valeur
proche de la zone exercé par Gentamicine (21mm). L’extrait méthanolique, avec
sa zone d’inhibition de 20mm a un effet voisin de celui de la Gentamicine
(21mm). Il est a noté que le solvant utilisé pour dissoudre le résidu sec de I'extrait
organique (méthanol) n’a donné aucune zone d’inhibition. Selon Valero et
Salmeron (2003) [208], il est difficile de faire une comparaison entre les résultats

obtenus avec ceux rapportés par la littérature en raison des problémes suivants :

.Nature du matériel végétal ('espéce, extrait ou 'HE, origine géographique, saison
de cueillette) ;

.Procédé d’extraction ;

.Niveau de pureté du produit final et sa conservation ;

.Nature des souches testées ;

.Méthodes utilisées pour estimer I'activité antimicrobienne ;

.Milieux de culture employés (milieu synthétique ou nature).

Les bactéries a Gram (-) possedent une forte résistance, cette résistance n’est
pas surprenante, elle est en relation avec la nature de leurs membranes externes
qui se compose des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides ce

qui rend cette membrane imperméable a la plupart des agents biocides [209,210].

Cependant, Deans et Ritchie (1987) [211] n‘ont pas trouvé de différence
significative entre la sensibilité des bactéries Gram(-) et celle des bactéries
(Gram+), tel que rapportés dans nos résultats. Les différentes bactéries Gram- et
Gram’ testées présentent une activité variable a I'égard de I'huile essentielle et de
I'extrait méthanolique employés puisque Bacillus cereus; bactérie a Gram(+) a été
plus sensible que Pseudomonas aeroginosa; une bactérie Gram (-) vis-a-vis

I'extrait méthanolique.
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La qualité des souches tests est déterminante pour la valeur de I'essai, car celles-
ci sont I'instrument de mesure dans la méthode de détermination de I'activité d’'un

produit antimicrobien [212].

Dans nos conditions expérimentales, I'huile essentielle et I'extrait méthanolique
n‘ont donné aucune activité inhibitrice sur la souche Candida albicans. Ceci
pourrait étre expliqué par 'absence de substances a activité antifongique comme
les alcaloides [111]. Les études réalisées par Emmami et al., (2006), confirment
I'absence des alcaloides au niveau des fruits de cupressus sempervirens var
horizontalis , ils ont également signalé la résistance de C.abicans a I'égard de

I'huile essentielle de cette variété [192].

Pseudomonas aeruginosa qui a la réputation d’étre trés résistante a toute sorte
d’agents antimicrobiens et antibiotiques [213], a montré dans cette étude une
sensibilisation modérée vis-a-vis [I'extrait méthanolique et Iégére a l'action de

I'huile essentielle.

Budhiraja et al., (1999) ont montré que le composé terpinen-4-ol posséde un effet
inhibiteur contre P.aeroginosa [214], et I'huile essentielle testée contient 1.44% de
ce composé. Donc nous pouvons en déduire que probablement ce composé a

contribué a lI'inhibition de cette souche.

Une étude réalisé par Carlos Ramén et al.,(2012) [196] ont montré que I'huile
essentielle de Cupressus sempervirens var horizontalis exerce un pouvoir
antibactérien léger sur P.aeroginose avec une zone d’inhibition Iégérement
inférieure de celle que nous avons trouvé, et méme sur la souche

Staphylococcus aureus.

L’activité antibactérienne sur C. sempervirens var horizontalis de I'huile
essentielle et I'extrait méthanolique pourrait s’expliquer par la présence de
différents constituants selon les résultats de screening phytochimique de la plante
et CG/MS de rl'huile essentielle, notamment les flavonoides, les tanins, les
terpénes [111, 215, 216, 217, 218, 219].
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Ces résultats suggérent que I'activité antimicrobienne des huiles essentielles est
en relation avec I'activité de ces composants. Le terpene cyclique, I'a-pinéne qui
agit probablement sur la membrane en modifiant la liaison des phospholipides
dans la bicouche lipidique des bactéries Gram positif. Ceci est cohérent avec les
résultats obtenus dans ce travail. Nous pouvons donc en déduire que le composé
terpénique peut étre le majoritaire en agissant sur les bactéries Gram (+) comme

S.aureus.

L’activité antimicrobienne de I'huile essentielle de C sempervirens var horizontalis
en plus de 'a-pinéne pourrait, en partie, étre associés aussi d’autres constituants
majeurs tels que a- phellandréne, a-terpinyl acétate et cédrol. Ces composés ont
été signalés par leurs effets antimicrobiens [219, 220, 221, 222]. Dans notre
présente étude, ces constituants ont été révélés parmi les composés majoritaires.
Ce que nous a laissé pensé que probablement ils participent a I'effet antimicrobien

de cette huile essentielle testée.

Selon Marino et al., (2001), les composants minoritaires peuvent également
contribuer a [I'activité antimicrobienne des huiles essentielles, impliquant

probablement un certain type de synergie avec d’autres composés actifs [223].

3.5.2 Activité antioxydante

Il'y a un besoin important en antioxydants efficaces a partir de sources naturelles
comme alternatives aux additifs alimentaires de synthése afin de prévenir la
détérioration des aliments, médicaments et cosmétiques. Les extraits et les huiles
essentielles de nombreuses plantes ont été étudiés pour leur activité antioxydante
[224, 225, 226].

L'activité antiradicalaire de nos produits a été évaluée par la méthode de DPPH.
Une solution méthanolique de DPPH- (2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présente une
coloration violette sombre, en présence d'un antioxydant, la forme réduite de
DPPH-H confére a la solution une coloration jaune, et par conséquent une

diminution de I'absorbance [227].
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Le changement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence
de chacun des produits a tester a été mesuré a 517 nm, les résultats figurant
dans les tableaux et les figures ci-aprés illustrent les pourcentages de l'activité
antiradicalaire de l'huile essentielle et I'extrait méthanolique isolés a partir des
fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis et vis-a-vis du radical libre
DPPH. Ces résultats sont comparés entre eux et avec celle d'un antioxydant
standard (a-tocophérol) (Tableau 3.11, Figure3.33, Figure 3.34, Figure 3.35 et
Appendice C).

Tableau 3.11:

essentielle (A) et I'extrait méthanolique; (B) des cénes femelles de Cupressus

Pourcentages de l'activité antiradicalaire moyenne de [I'huile

sempervirens var horizontalis et du standard a-tocophérol (C) vis-a-vis du radical
libre DPPH.

activité de activité de
(B) y (C) S
(A activité de piégeur du piégeur du
Concentrations | piégeur du Concentrations | radical Concentrations | radical
(mg/ml) radical (mg/ml) DPPH (mg/ml) DPPH
DPPH (%) (%) (%)
15 6,1336 0,0001 8,62 0,005 36,2552
001 68,7462
20 11,5036 0,001 25,0533 d
0,02 76,0406
30 16,4429 0,005 35,52266 77 3665
0,03
77,6532
50 68,2519 0,01 59,9866 0,04
0,05 78,411
7 7
> 0,569 0,05 73,03
0,2 88,5266
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Figure 3.33: Pourcentages de I'activité antiradicalaire de I'huile essentielle des
cbnes femelles de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical
libre DPPH.
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Figure 3.34: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de I'extrait méthanolique
des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical libre

DPPH.
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Figure 3.35: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de standard a-tocophérol
des fruits de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical libre

DPPH.

L’analyse de ces résultats montre que le pouvoir réducteur se différencie selon la

nature de l'extrait isolé du méme organe. On remarque que nos extraits

présentent une activité antioxydante et que la faculté de piéger le radical libre

DPPH est tres importante avec I'extrait méthanolique qu’avec celle de l'huile

essentielle.

Afin d’établir une comparaison entre les échantillons, nous avons déterminé

I'IC50 de nos extraits (tableau 3.15), ce parameétre introduit par Brand-Williams et

al., et utilisé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats. |l

défini la concentration efficace du substrat qui cause la perte 50% de I'activité de
DPPH (couleur) [228].

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, deux autres parameétres sont

introduits :
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- Calcul de ’EC50 qui prend en considération la concentration de DPPH dans le
milieu réactionnel [concentration effective a 50%, EC50 = (IC50/mg de DPPH/mlI).
- Calcul du pouvoir antiradicalaire (APR) qui est inversement proportionnel a
'EC50 (APR = 1/EC50) [229]. Plus ces valeurs ne tendent pas et s’éloignent du

zéro, plus la puissance antioydante augmente.

Tableau 3.12: Activité antiradicalaire des extraits des cones femelles de
Cupressus sempervirens var horizontalis et du standard.

EC50(mg/mg APR
échantillons IC50 mg/ml DPPH)

Huile
essentielle 43.370+0.9184 |1084.3+ 22.9608 |0.0009+1.95.10°

Extrait 0,0081+0.00085|0.2013+0.02125 |5.0063+0.5315
méthanolique

a-tocophérol |0,0071+0.00023 |0.1773+0.0056 5.645+0.1835

Ces résultats montrent que I'extrait méthanolique est un excellent antioxydant
naturel. Il possede des capacités de neutralisation du radical libre DPPH
puissantes, puisqu’il agit a faible dose, il inhibe 'oxydation de 50 % de DPPH avec

seulement une concentration de 0.0081mg/ml et un APR de l'ordre de 5.0063.

En comparant le pouvoir de I'extrait méthanolique avec le standard a- tocophérol
qui a inhibé 50% l'activité¢ de DPPH a une dose de 0.0071 mg/ml et un APR de
5.645, se montre I'excellent pouvoir de I'extrait étudié.

En ce qui concerne l'huile essentielle, elle présente également une activité
antiradicalaire, mais trés faible (43.37mg/ml) par rapport I'extrait méthanolique ou

au standard.

Ce résultat concorde avec celui trouvé par Gianni et al., (2005) [9], qui a montré

que l'effet antioxydant de l'huile essentielle de cette plante est faible. Ce
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chercheur [9] et Ruberto & Baratta, (2000) [230] ont noté que les huiles
essentielles avec une plus grande abondance de monoterpénes hydrocarbonés
sont presque inefficaces. Ainsi selon Jukié et Milis, (2005) [231], l'activité
antioxydante des huiles essentielles peut étre liée au contenu phénolique. Et ont
noté que I'étude comparative sur la faculté de réduction du radical DPPH par des
chémotypes difféerents a prouvé que les chémotypes phénoliques montrent in vitro
des capacités antioxydantes plus exprimées et plus fort que les chémotypes non
phénoliques. Donc, nous pouvons expliquer ce faible pouvoir antioxydant de I'huile
essentielle de cette plante par leur richesse en composés monoterpéniques
hydrocarbonés de l'ordre de (24%) et pauvreté en composés phénoliques
(0.05%) qui ont été détectés par CG/MS.

En ce qui concerne l'extrait méthanolique, leur activité antiradicalaire pourrait
s’expliquer par la présence des tanins et des flavonoides, qui sont détectés par les
tests préliminaires réalisés dans cette étude. En effet les flavonoides et les tanins
sont des piégeurs de radicaux libres [232]. Par ailleurs, Uchida et ses
collaborateurs suggérent que les tanins ont une action de piégeage radicalaire
sur le radical 1-1 diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) [233].

En rappel, cette méme espéce s’est avérée riche en flavonoides tels que
cupressuflavone, amenoflavone, rutine, quercitrine, myricitrine [234]. Certains de
composés phénoliques (anthocyanidine, catechines flavones, flavonols and
isoflavones) tannins (acide ellagique, acide gallique, isopropanoids phenyl, acide

caffeique, acide coumarique, acide ferulique) lignans, catéchol [235].

En comparaison avec les résultats de travail de Emmami et al., (2007) [193], Les
extraits méthanoliques des feuilles et des fruits de toutes les variétés de
cupressus sempervirens L. ont également été prouvés posséder une activité
antioxydante lorsqu’ils ont été testés en utilisant d’autres méthodes (FTC et TBA).
lIs ont démontré que I'extrait méthanolique des fruits de Cupressus sempervirens
var horizontalis a une forte activité antioxydante était méme plus élevé que l'a-

tocophérol.

Dans une autre étude réalisé par lbrahim., et al (2007) [236], I'extrait

méthanolique de cette plante a exercer une forte activité antiradicalaire contre le
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radical 2,2-diphényl-2-picrylhdrazyle (DPPH) ainsi que certains des composés
phénoliques isolés ( par exemple, la quercitine, la rutine, I'acide caféique et I'acide
p-coumarique) en comparaison avec a-tocophérol et butyle hydroxyle toluéne

(BHT) comme des antioxydants standards.

Compte tenu de ces résultats obtenus par rapport a la forte activité antioxydante
des extraits méthanolique de cette plante et surtout de ces cbnes femelles,
nombreux chercheurs ont étudié le réle important de cet effet dans la capacité
hépatoprotécteur. Selon Rizk et al., (2007) et Koriem et al., (2009) [237,63] le
prétraitement avec I'extrait de méthanol a partir des graines et des feuilles de
Cupressus sempervirens L. respectivement a donné un effet hépatoprotecteur
contre des substances défavorables (CCL4, acétate de plomb), qui peuvent, a leur
tour, conduisent a la formation des radicaux libres et donc d'augmenter la
susceptibilité a des dommages hépatiques. lls ont suggéré que l'utilisation de cette
plante médicinale dans la thérapie est recommandée, cet effet liée a ses

constituants et ce résultat a été soutenu par des examens histologiques.
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CONCLUSION

L’évolution des esprits et le refus du « tout chimique » qui se manifeste de plus en
plus ouvrant un peu plus la porte au « retour », c'est-a-dire au respect de

'essentiel, la vie.

Ce travail a été mené dans le cadre de la valorisation de la flore spontané dans la
région de Blida et nous avons concerné a une plante médicinale ; Cupressus
sempervirens L. et précisément a la variété horizontalis qui est moins étudié par

rapport a la variété pyramidalis.

Une étude macroscopique des différents organes de la plante a permis de faire
une description de la plante étudiée. En outre des observations microscopiques
photoniques des coupes histologiques ont montré I'existence des structures de

sécrétions de type canaux excréteurs.

Un screening chimique de la plante a rapporté que les cones de Cupressus
sempervirens L. var horizontalis sont riches en tanins et saponines et en plus ils

possedent des flavonoides.

L’huile essentielle a été extraite par la technique d’hydrodistillation avec un
rendement de l'ordre 0.4%. L’analyse qualitative de I'huile essentielle par CG/MS,
a permis d’identifier quarante six composés (46), dont onze (11) sont majoritaires

parmi les quels : a-pinéne, A-3-caréne, I'a-terpinoléne et B-phellandréne.

L’analyse semi-quantitative a mis en évidence I'équivalence entre les composés
monoterpéniques et sesquiterpéniques, avec une dominance des composés

hydrocarbonés par rapport aux dérivés oxygenés.
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L’étude analytique de T'huile essentielle de Cupressus sempervirens var
horizontalis a présenté 11 composés majoritaires ou I'a-pinéne est le composé
principal avec une teneur de 36.05%, suivie par le 3-A- caréne avec un teneur de

15,90%. Tandis que L’extrait méthanolique a présenté un rendement de 16.43%

L’effet antimicrobien des extraits naturels des Cupressus sempervirens L. var
horizontalis est variable selon les souches microbiennes. D’aprés les résultats
obtenus, la plus grande valeur d’inhibition enregistrée sur les souches est de
'ordre de 20mm, qui signifie une activit¢ modéré de I'huile essentielle sur
S.aureus et de I'extrait méthanolique sur P.aeroginosa. Tandis qu’aucune activité

n’a été décelée vis—a-vis de K.pneumonie et C.albicans.

L’extrait méthanolique des fruits de la plante étudiée manifeste une forte activité
antiradicalaire qui est trés proche de celle du standard a-tocophérol. Cependant

I'huile essentielle possede un faible pouvoir antiradicalaire.

Dans la perspective de poursuivre et approfondir ce travail, il serait nécessaire :

-De faire une étude phytohistologique.

-De réaliser une identification a I'extrait méthanolique et tester les effets de ces
COMpOoses.

-De déterminer les Concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) pour chaque huile essentielle. -
D’attacher une attention particuliere pour I'activité antioxydante de I'extrait
méthanolique de cette plante dans les études a venir, qui s’est avérée trés

importante.



APPENDICE A

PHOTOS DE L’APPAREILLAGE

Figure 02 : Rotavapeur (photo).

Figure 03 : Four a moufle (photo).




APPENDICE B

TECHNIQUE DE LA DOUBLE COLORATION

Les phases de la coloration sont les suivantes :

Un prétraitement dans I'éther est nécessaire pour vider les cellules de leurs
contenus pendant 20 minutes.

Un ringage abondant a I'eau distillée.

Les coupes ont été placé 10 a 15min dans I'hypochloride (destruction des
structures cellulaires), suivie par un ringage a I'eau pendant 15 a 20 min ;
puis dans de I'acide acétique [0.1] (il a pour but d’augmenter l'affinité des
colorants), toujours suivie par un ringage a I'eau pendant 15 a 20 min.

par la suite une coloration au vert de méthyle a 1 % durant 10 min; puis au
rouge Congo a 2 % pendant 10min ont été faites. Avec ringcage a l'eau
pendant 15 a 20 min apres chaque coloration.

Un montage des coupes dans une goutte d'eau distillée entre lame et
lamelle. L'observation se fait immédiatement au microscope photonique

doté d’'un appareil photo et cela pour éviter le desséchement des coupes.



APPENDICE C
TEST ANTIOXYDANT

(Capacité de réduction du radical libre mesuré a 517 nm)

Tableau 1: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de I'huile essentielle des

cones femelles de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical

libre DPPH.

Activité de piégeur du radical DPPH (%)
Concentrations
(mg/ml)

Abs1 Abs?2 Abs3
5 2,1889 2,6565 /
10 / 4,1297 4,44
15 6,6141 6,478 5,349
20 / 11,5978 11,4094
30 17,078 17,6537 15,2093
50 69,0078 / 67,496
75 75,251 74,2894 62,1668

Tableau 2: Pourcentages de l'activité antiradicalaire de I'extrait méthanolique des

cbnes femelles de Cupressus sempervirens var horizontalis vis-a-vis du radical

libre DPPH.
Activité de piégeur du radical DPPH (%)
Concentrations
(mg/ml)
Absl Abs?2 Abs3
0,0001 / 10,34 6,9
0,001 23,4 21,81 29,95
0,005 36,39 37,9 32,29
0,01 53,53 65,12 61,31
0,05 75,12 72,31 71,66
0,2 87,5 89,13 88,95




Tableau 3 (suite Appendice C): Pourcentages de l'activité antiradicalaire de
standard a-tocophérol des cones femelles de Cupressus sempervirens var

horizontalis vis-a-vis du radical libre DPPH.

Activité de piégeur du radical DPPH (%)

Concentrations

(mg/ml)
Absl Abs?2 Abs3
0,005 38,71 36,1668 33,889
0,01 69,536 66,8813 70,5358
0,02 76,1436 74,7005 77,2779
0,03 77,3872 76,5536 78,1587
0,04 77,8198 76,7192 78,4208
0,05 78,0656 / 78,7564
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