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Abstract
The extraction of essential oils from the fruits of the Juniperus pheenicea L. as well as from
the dry leaves of Juniperus oxycedrus L., available in the Saharan Atlas, yield the following
rates ( leaves: 0,6 — 0,9 %, berries: 2 — 2,5 % and leaves: 0,1 %) respectively. Then again, the
analysis of these oils by GC-FID and GC-MS enabled the identification of the major volatile
organic compounds existing in these leaves and fruits. However, the major monoterpene in
these oils was the a-pinene accompanied by lesser amounts of the sesquiterpenes as [-
caryophyllene and germacrene D. The J. pheenicea leaf oils have proved more effective vis-a-
vis the berries and leaves of J. oxycedrus. The results showed a significant antimicrobial
effect against the majority of the tested strains responsible for nosocomial infections
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus and Candida albicans) with MIC (minimum inhibitory
concentrations) ranging from 13,8 to 1380 pg/ml. Moreover, the antioxidant activity of all
essential oils’ leaves of J. pheenicea and of J. oxycedrus have shown an identical reaction,
estimated to 50 % EC50 (effective concentration) of 22,51 + 0,74 pg/ml; while the EC50 of
vitamin C was assessed to (35,57 + 2,47 pg/ml) and that of essential oils of berries of J.
pheenicea was evaluated at 65,30 + 3,24 pg/ml.

Keywords: Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus, Saharan Atlas, essential oils,

antimicrobial activity, antioxidant activity.
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Résumé

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a partir des feuilles et baies seches
de Juniperus pheenicea L., ainsi que celles des feuilles séches de Juniperus oxycedrus L. se
trouvant dans les monts de I’atlas saharien, ont donné des rendements moyens de (feuilles: 0,6
— 0,9 %, baies: 2 — 2,5 % et feuilles: 0,1 %) respectivement. L’analyse de ces huiles par CG-
SM a permis I’identification de la majorité des composés volatils de ces huiles essentielles.
Cependant, le monoterpéne majoritaire dans ces huiles a été I’a. -pinene, accompagné par de
faibles quantités de sesquiterpénes comme le B-caryophylléne et le germacréne D. En outre,
les huiles essentielles des feuilles de J. pheenicea se sont montrées plus actives que celles des
baies et des feuilles de J. oxycedrus avec des CMI (concentrations minimales inhibitrices) de
13,8 a 1380 pg/ml contre la majorité des souches testées responsables des infections
nosocomiales (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus et Candida albicans). De plus, I’activité antioxydante de
toutes les huiles essentielle des feuilles de J. pheenicea et J. oxycedrus ont montré le méme
effet a la CE50 (concentration efficace a 50) moyenne de 22,51 £ 0,74 pg/ml ; tandis que la
CE50 de la vitamine C a été estimée a (35,57 £ 2,47 ug/ml), alors que celle des baies de J.
pheenicea a été évaluée a 65,30 + 3,24 pg/ml.

Mots-clés: Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus, Atlas Saharien, huiles essentielles,

activité antimicrobienne, activité antioxydante.
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Introduction générale

Face aux problemes de santé liés aux infections, maladies dégénératives, affections
cutanées, cancer, diabéte, intoxications alimentaires, etc., I’homme a toujours essayé de
trouver des solutions parfois efficaces, mais qui ne sont pas sans danger sur son bien étre.
Dans la plupart du temps, la recherche a recours a la synthese chimique des principes actifs
(par exemple: antibiotiques, anticancéreux, anti-inflammatoires, additifs alimentaires, produits
cosmétiques, pesticides, etc.). Hélas, I’émergence de microorganismes résistants voire méme
multirésistants, les effets néfastes des substances de synthese (chimiothérapie, consommation
des additifs alimentaires, présence d’antibiotiques et de pesticides dans la chaine alimentaire,
...) a suscité I’intérét des scientifiques de rechercher des substances naturelles bioactives. Ces
dernieres peuvent avoir plusieurs sources, mais le monde végétal reste un bon réservoir pour
trouver des substituts aux substances de synthese.

Effectivement, d’origine végétale, les huiles essentielles sont des substances naturelles qui
possedent un large spectre d'activité antibactérienne (Derwich et al., 2010), antifongique
(Dambolena et al., 2010), antiparasitaire (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008), insecticide (Burt,
2004; Batish et al.,, 2008; Kordali et al., 2008). Cependant, il existe aujourd’hui
approximativement 3000 huiles, dont environ 300 sont réellement commercialisées, destinées
principalement a I’industrie pharmaceutique, agronomique, alimentaire, sanitaire, industries
cosmétiques et de parfums (Bakkali et al., 2008).

En Algérie, les essences forestieres naturelles sont localisées dans les régions
septentrionales et se raréfient au fur et a mesure qu’on se déplace vers les zones désertiques.
Parmi le cortege floristique dont dispose ce pays, on trouve les cupressacées (thuya, cypres,
genévrier) qui constituent aujourd’hui des essences forestiéres dites de protection et
d’ornement. Néanmoins, il est certain que le recours au genévrier en médecine populaire se
pratique depuis fort longtemps et l'usage de cette plante connait un nouvel essor avec
I'aromathérapie (Chevallier, 1997).

L’ objectif de ce présent travail de thése s’inscrit dans le cadre de la valorisation des
substances naturelles a travers I’étude des huiles essentielles des cupressacées de I’atlas
saharien. En effet, nous avons choisi d’étudier les huiles essentielles de genévrier du sud ouest
algérien, et plus spécialement les especes Juniperus phoenicea et Juniperus oxycedrus de la
région d’Ain sefra, dans la wilaya de Naama.

Pour ce faire, nous avons envisagé d’organiser ce travail en deux parties. La premiére

partie, composée de deux chapitres, se veut une synthese bibliographique sur les cupressacées
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puis les huiles essentielles; tandis que la deuxiéme est une partie expérimentale qui regroupe
trois  chapitres  traitant  successivement la  caractérisation  chimique, [I’étude
ethnopharmacologique et les activités biologiques des huiles essentielles des espéces étudiées.
Dans chaque chapitre, nous présentons les résultats obtenus ainsi que leur discussion et enfin,

nous concluons sur les résultats obtenus.
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Chapitre I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES CUPRESSACEES

I. INTRODUCTION

Les coniféeres appartiennent au groupe des gymnospermes, c’est-a-dire des plantes
produisant des graines nues non enfermées dans un fruit. Ce sont aussi des végétaux
vasculaires a graines en cones, d’ou leur nom. Tous sont des plantes ligneuses se présentant

surtout sous la forme d’arbres, quelques-unes d’entre elles étant des arbustes (Caron, 2013).

L’ordre des coniférales est le plus important des gymnospermes. Il comprend sept familles
(Araucariacées, Pinacées, Taxodiacees, Podocarpacées, Cupressacées, Cephalotaxacées,
Taxacées), une centaine de genres et un millier d’espéces qui occupent une place considérable
dans la biosphére. La moitié des foréts du globe sont, en effet, constituées totalement ou

essentiellement de coniferes (Collignon-Trontin, 2000).

Dans ce présent travail nous nous intéressons aux cupressacées. Ces dernieres remplissent
plusieurs roles dans la nature, entre autres: écologiques (essence de protection et

ornementale), économiques (production de bois, résines et huiles essentielles), etc.

Il. LES CUPRESSACEES DANS LE MONDE

Les cupressacées représentent la famille (Cupressaceae) la plus cosmopolite avec dix
genres dans chaque hémisphére, mais la plupart des espéces se trouvent dans I’hémisphére
nord (tableau 01) (Enright et al., 1996). Par ailleurs, la distribution de cette famille est sous
I’influence de facteurs divers : climat, sol, perturbations (catastrophes naturelles, exploitation
humaine), etc. (Banks, 2004).
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Tab. 01 - Distribution des cupressacées dans le monde par hémisphére (Enright et al., 1996).

Taxon Monde Hemisphere
Nord | Les deux hémisphéres | Sud
Genres 19 9 1 11
Actinostrobus 3 0 3
Austrocedrus 1 0 1
Callitris 16 0 16
Calocedrus 3 3 0
Chamaecyparis 7 7 0
Cupressus 13 13 0
Diselma 1 0 1
Fitzroya 1 0 1
Fokenia 1 1 0
Juniperus 50 50 1 1
Libocedrus 5 0 5
Neocallitropsis 1 0 1
Papuacedrus 3 0 3
Pilgerodendron 1 0 1
Platycladus 1 1 0
Tetraclinis 1 1 0
Thuja 5 5 0
Thujopsis 1 1 0
Widdringtonia 3 0 3
Total spp 117 82 1 36
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Le genévrier ou Juniperus est un genre appartenant a la famille des cupressacées. Il
est divisé en trois sections: Caryocedrus (1 espéce) ; Juniperus (Oxycedrus) (11
especes) et Sabina (55 espéces) (figures 01 et 02) (Adams, 2004).

SN2

mm Juniperus section Cafyageﬁrgs- »
t‘-. ¥ 8 Juniperus section Juniperus

__ ) f— g e il
S 2 .
A, ety

. -

Fig. 01 - Distribution de la section Caryocedrus et la section Juniperus (sect. Oxycedrus)
(Adams, 2004).

Fig. 02 - Distribution de Juniperus sect. Sabina (Adams, 2004).
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I11. LES CUPRESSACEES EN ALGERIE

L’Algeérie a une superficie de 238174100 hectares. Du nord au sud, elle est divisée en trois

régions géographiques bien distinctes :

- Larégion tellienne au nord de I’atlas tellien avec une superficie de 7,6% ;
- Larégion des hautes plaines comprise entre les deux atlas d’une superficie de 8,4%.

- Larégion désertique ou Sahara au sud de I’atlas saharien avec une superficie de 84% ;

Par ailleurs, les peuplements floristiques de cet immense pays varient d’une région a une
autre. La flore algérienne telle qu’elle a été décrite autrefois par de nombreux auteurs, entre
autres, (COSSON, 1879 ; QUEZEL & SANTA, 1962 ; LE HOUEROU, 1995) a beaucoup
changé dans le temps, en conséquence des impacts conjugues des changements climatiques et
des activités anthropiques. Cependant, plusieurs projets de recensement ont essaye
d’inventorier le cortége floristique de I’ Algérie, mais les résultats obtenus restent incomplets
et manquent de précision. De plus, les essences forestiéres naturelles sont localisées dans les
régions septentrionales et se raréfient au fur et a mesure qu’on se déplace vers les zones
désertiques (figure 03).
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Fig. 03 - Carte des groupes de végetations (INRF, 2012)
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En Algérie, les cupressacées ne représentent que des essences forestieres de protection
(INRF, 2012). En outre, dans une étude comparative des essences forestieres du pourtour
méditerranéen, Quézel (1979) a signalé la présence de quatre espéces dans la famille des

cupressacees (Tab 02).

Tab. 02 — Les essences forestieres du bassin méditerranéen (Quézel, 1979).

Pays | Pinus | Abies | Cedrus | Cupressacées | Quercus | Autres feuillus majeurs
France 5 1 - 3 8 3
Espagne 5 2 - 4 10 2
Maroc 3 1 1 5 8 -
Algérie 3 1 1 4 8 -
Gréce 6 3 - 6 10 4
Turquie 5 4 1 6 15 4
Syrie 2 1 1 3 9 2

Toutefois, les données du tableau 02 indiquent la présence de quatre cupressacées ; alors
que dans d’autres travaux d’exploration et d’inventaire on cite trois genres et six especes. Il
s’agit de : (Thuya) Tetraclinis articulata, (Cypres) Cupressus sempervirens, C. dupreziana et
(Genévrier) Juniperus phoeniceae, J. oxycedrus, J. communis, J. thurifera, et J. sabina aussi
(tableaux 03 et 04).

Tab. 03 — Espéces arborées des montagnes d’Algérie (INRF, 2012).

Taxons Distributions Observations

Abies numidica Foréts humides des hautes montagnes des Babors Endémique, tres rare, menacé

Cedrus atlantica Montagnes de 1400 a 2600 m d’altitude Endémique algéro-marocaine,
rare, menacé

Cupressus dupreziana | Tassili n’Ajjer Endémique, tres rare, en voie de
disparition

Juniperus communis Pelouse et rocaille des hautes montagnes des Aurés | Rare, menacé

Juniperus oxycedrus Littoral, collines et montagnes Menacé

Juniperus sabina Rochers des hautes montagnes du Djurdjura Trés rare, menacé

Juniperus thurifera Pelouse séche des hautes montagnes des Aures Rare, menacé

Juniperus turbinata Dunes littorales, Atlas saharien Menacé

Pinus halepensis Du littoral aux montagnes de I’ Atlas saharien

Pinus mauretanica Montagnes du Djurdjura (Tikjda) Trés rare, menacé

Pinus pinaster Foréts humides du littoral jusqu’a 800 m d’altitude

Taxus baccata Monts de Kabyle et des Aurés Assez rare en voie de disparition

Tetraclinis articulata Collines et basses montagnes du sub-humide et

semi-aride
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Tab. 04 - Les superficies en Ha par décennie des principales essences forestieres en Algérie
(Mellaoui-Murzeau, 2013).

Service | Admini . Ghazi el . ,
Essences Boudy des Des | Seigue Lahouati RNE DGF
(1955) foréts Foréts | (1985) (1997) (2000) | (2007)
(1966) | (1978)
Pin d’Alep 852000 | 792000 | 792000 | 855000 | 800000 | 881000 | 881000
Chéne liége 426000 | 463000 | 468000 | 440000 | 463000 | 229000 | 230000
Chéne vert 679000 | 354000 | 354000 | 680000 | 354000 | 219000 | 108000
Chéne zeen et afares - 65000 | 65000 | 67000 | 65000 | 48000 | 48000
Genevrierde | 279000 | 227000 | 277000 | - | 217000 | - :
Phénicie
Thuya 157000 | 191000 | 143000 | 160000 | 143000 - -
Cedre de I’Atlas 45000 | 23000 | 23000 | 30000 | 12000 | 16000 | 16000
Pin maritime - 12000 | 12000 | 12000 | 38000 | 32000 | 31000
Sapin de Numidie - - - 300 - - -
Magquis 780000 | 78000 - - - - 1662000

! Rapport National sur I’Environnement

2 - Direction Générale des Foréts

IV. LES CUPRESSACEES DANS L’ATLAS ALGERIEN

L’Algérie est traversée dans sa largeur, d'ouest en est, par deux chaines montagneuses

paralléles (Atlas tellien et Atlas saharien) appartenant au massif montagneux de I’ Afrique du
nord. L’Atlas tellien comprend les monts de Tlemcen (1843 m), monts du Tessala (1061 m),
Atlas blideen (1629 m), le massif de I'Ouarsenis (1 985 m), le Dahra (1 550 m), les monts de
la Grande Kabylie (Djurdjura 2308 m), les Bibans (1845 m), les Babors (2004 m), etc. Il
s’étend sur 1500 Km de la frontiere marocaine ou il prolonge I’Atlas saharien a la frontiére
tunisienne. Ce dernier, de direction Sud-Ouest-Nord-Est et d’une longueur de 700 Km,
comprend plusieurs monts : monts des Ksour (2236 m au Djebel Aissa), djebel Amour (2008
m), monts des Ouled-Nail (1491 m), le massif de I'Aures (2328 au Djébel chélia), les monts

des Némemchas et de Tébessa, etc. (https://fr.wikipedia.org/wiki/Atlas_(massif)).

Les explorations botaniques faites par de nombreux auteurs (Quézel & Santa et Le
Houérou, ...) montrent bien la richesse et la diversité floristique de I’Algérie. Cependant,
I’abondance du couvert forestier se trouve influencée par plusieurs facteurs (altitude,

bioclimat, action anthropique, catastrophes naturelles, etc.) ; ainsi, les groupements forestiers


https://fr.wikipedia.org/wiki/Alg%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monts_du_Tessala
https://fr.wikipedia.org/wiki/Atlas_blid%C3%A9en
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bibans
https://fr.wikipedia.org/wiki/Babor
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fronti%C3%A8re_entre_l%27Alg%C3%A9rie_et_la_Tunisie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fronti%C3%A8re_entre_l%27Alg%C3%A9rie_et_la_Tunisie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fronti%C3%A8re_entre_l%27Alg%C3%A9rie_et_la_Tunisie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Atlas_(massif))
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des deux atlas varient d’un secteur a un autre, voire méme au sein d’un méme secteur c.a.d.
d’un district a un autre (Meddour, 2010). Parmi les peuplements forestiers de I’atlas algérien
qui nous intéressent ce sont bien les cupressinées. Ces dernieres, se rencontrent sur les deux
massifs de I’atlas algérien a des taux de recouvrement variables, soit en association avec

d’autres végetaux ou bien formant des peuplements clairsemés et isolés.

En effet, le thuya de berbérie, Tetraclinis articulata (Vahl) Master, est une cupressacée
quasiment endémique de I’Afrique du nord ; elle occupe des stations Xérothermophiles ou
les précipitations varient entre 300 et 600 mm (INRF, 2012). Cette espece est assez largement
présente dans les secteurs : algéro-ouarsenien, orano-tlemcenien. Selon Boudy (1955), le
thuya de berbérie occupait autrefois prés de 161000 ha (Meddour (2010) ; Miara (2011)).
Actuellement, ce groupement occupe 72.300 ha (INRF, 2012).

Par ailleurs, peu de données sont fournies quant a la répartition sectorielle et du
peuplement du cyprés. Les espéces endémiques ou naturalisées du cypres sont : le cypres du
Tassili (Cupressus dupreziana A. Camus), le cypres de I’ Atlas (Cupressus atlantica Gaussen),
le cyprés toujours vert (Cupressus sempervirens L). Le cypres de I’Arizona (Cupressus
arizonica Greene) est une espéce introduite et pas tres utilisée (Nichane, 2015). Ces especes
tolerent bien les conditions d’un milieu xérothermique. Le cyprés vert (Cupressus
sempervirens L.) est le plus répandu. Il offre une trés grande diversité notamment en terme de
forme et est utilisé a des fins ornementales, en brise-vent ou encore en tant qu'arbre forestier ;
tandis que, le cypres de Duprez (Cupressus dupreziana A. Camus) se rencontre naturellement
dans le désert du Tassili N'Ajjer (Algérie) et représente une des espéces rares et menacées. Un
récent inventaire fait état de 231 arbres survivants dans cette région désertique ou la
pluviométrie annuelle est d'environ 20 mm (Pichot & Maataoui, 2000).

En revanche, le genévrier constitue une essence forestiere dite de protection. Selon Louni
(1994), il existe en Algérie trois espéces de genévrier (genévrier de phénicie, genévrier
oxycedre et genévrier thurifere). Le genévrier de phénicie occupe les dunes maritimes en
Oranie, les montagnes les plus séches ou il constitue des matorrals dans les Aures et I’Atlas
saharien. Par ailleurs, Boudy (1955) a estimé la superficie occupée par Juniperus phoenicea et
Juniperus oxycedrus a 290 000 ha ; alors que dans un inventaire plus au moins récent (1984),
la superficie de ces deux espéces n’est que de 17 504 ha, ce qui confirme les propos de

certains auteurs affirmant que certaines especes de cette essence sont dans un stade ultime de
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dégradation et que Juniperus thurifera représente une espéce rare (Harfouche et al., 2005). En
plus, il existe une quatrieme espece qui est le genévrier commun appelé Juniperus communis

que I’on peut rencontrer avec le J. thurifera et J. phoenicea dans les monts de Djurdjura
(Meddour, 2010).

V. CLASSIFICATION SYSTEMATIQUE DES CUPRESSACEES

Les Cupressaceae s.l. ont longtemps été divisés en deux familles, les Cupressaceae s.s. :
Cupressus, le cypres ; Juniperus, le genévrier et les taxodiaceae : Sequoia et Sequoia-dendron
sur la base des différences morpho-anatomiques de leurs feuilles (figure 04). Cependant, de
nombreux caractéres plaident pour des caracteres dérivés communs et pour leur monophylie.
Les cones femelles, formés d’écailles épaisses et dures, axillent des ovules au nombre de 2 a 3

(Thuya) ou davantage (Cupressus). Cupressus sempervirens (cypres) présente un cone femelle
sphérique (Amirouche et al., 2010).

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

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

Ch. nootkatensis C. pigmaea J. virginiana etc.

etc. etc. J. chinensis (15 espéces)

(7 especes) (20espéces) etc.

(70 especes)

Fig. 04 - Classification détaillée de I’ordre des Cupressales (Haluk & Roussel, 2000)
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VI. SYSTEMATIQUE ET DESCRIPTION BOTANIQUE DES ESPECES
SELECTIONNEES

Les genres Genévrier (Juniperus) et Thuya (Callitris) sont les seuls représentants des
cupressacées spontanées en Algérie, alors que ; les Cyprés (Cupressus) sont fréqguemment
cultivés. En outre, les Genévriers Oxyceédre et de Phénicie sont abondants dans le secteur
saharo atlasique (monts des Ksours, Djebel Amour, monts des Ouleds Nail, monts des Zab).

Les genévriers représentent des especes pionnieres peu exigeantes sur le plan écologique.
Ce sont des arbres ou arbrisseaux tres rameux, exploités pour le bois ou le feuillage, voire a
des fins industrielles ou médicinales (Quézel, 1962). La floraison est généralement dioique
pour le Genévrier de Phénicie et monoique pour celui de I’Oxycédre. Les chatons males petits
et jaunatres, tandis que les chatons femelles formés d’écailles verdatres, qui deviennent
charnues et se soudent entre elles pour former des fruits appelés baies ou galbules (Lapie &
Maige, 1914 ; Meddour, 2010).

VI.1. Systématique du genévrier de Phénicie

Embranchement: Spermaphytes

Sous- Embranchement: Gymnospermes
Classe: Coniféres

Ordre: Coniférales

Famille : Cupressacées

Genre: Juniperus

Espéce: Juniperus phoenicea L. (Quezel et Santa, 1962).

V1.2. Description botanique du genévrier de Phénicie

Le Genévrier de Phénicie ou genévrier rouge (J. phoenicea L.) est un arbrisseau touffu ou
un arbuste de 1 a 3 m de hauteur mais pouvant atteindre cependant jusqu’a 8 a 10 métres. Au
jeune Aage, certaines feuilles sont en aiguilles et d’autres en écailles tres petites, trés
imbriquées, opposées, formant le feuillage vert persistant de I’arbre aprés les premiéres
années. Le fruit globuleux devient rouge et luisant a maturité (figure 05 : a, b, ¢ et d). Cette
espece est indifférente au substrat ; elle est présente en bioclimat surtout semi-aride et aride en
ambiance nettement continentale se contentant de précipitations comprises entre 200 et 400
mm (Lapie & Maige, 1914 ; Quézel, 1962).

11
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Fig. 05 (a) — Arbre de J. phoenicea

Fig. 05 (b) — Feuilles en écailles

de J. phoenicea (loupe x20)

| Feuilles en écailles

| Baierouge

Fig. 05 (d) — Feuilles et baies de J. phoenicea (Quézel, 1962)
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V1.3. Systématique du genévrier oxycedre
Embranchement: Spermaphytes

Sous- Embranchement: Gymnospermes
Classe: Coniferes

Ordre : Coniférales

Famille: Cupressacees

Genre : Juniperus

Espece: Juniperus oxycedrus L. (Quezel et Santa, 1962).

V1.4. Description botanique du genévrier oxycédre

Le Genévrier Oxycedre (J. oxycedrus L.) est un arbrisseau ou un petit arbre dressé, a
feuilles par trois, terminées en pointe aigue, marquées au-dessus de deux bandes blanchatres
séparées par la nervure médiane verte. Les fruits sont rouges et luisants a maturité (8 a 10
millimetres) (figure 06 : a, b et ). Comme le genévrier de Phénicie, il colonise également les
dunes littorales ou il est représenté par un type particulier a gros fruits et a feuilles plus larges
(J. macrocarpa Sibth Sm.).

Le Genévrier Oxycedre est peu exigeant pour le sol, il s’observe surtout sur calcaires, aux
étages meéso et supra-méditerranéens, en bioclimat sur-humide. Il peut apparaitre tres
localement en bioclimat semi-aride. Cette espéce est trés répandue en Algérie. Son bois
homogene et a grain fin est employé en ébénisterie et pour la fabrication des crayons. Il est
assez apprecié pour le chauffage et donne un charbon de bonne qualité. On en extrait, par

distillation, I’huile de Cade, produit pharmaceutique (Lapie & Maige, 1914 ; Quézel, 1962).

13



Chapitre | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES CUPRESSACEES

L Feuille avec
deux bandes
blanches

Fig. 06 (a) — Arbre de J. oxycedrus Fig. 06 (b) — Feuilles de J. oxycedrus (loupe x 20)

Fig. 06 (c) — Feuilles et baies de J. oxycedrus (Quézel, 1962)
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VII1. UTILISATION DES ESPECES ETUDIEES EN MEDECINE TRADITIONNELLE

Le recours au genévrier en médecine populaire se pratique depuis fort longtemps. De nos
jours, l'usage de cette plante connait un nouvel essor avec I'aromathérapie (Chevallier, 1997).
Les propriétés médicinales du genévrier justifient des modes d’administration variés, adaptés
aux usages internes et externes, allant des frictions aux fumigations, en passant par les
gargarismes, les poudres et les boissons diverses. Toutes les parties de la plante sont utilisees,
mais de préférence les baies. En effet, les feuilles de Juniperus phoenicea sont utilisées sous
forme de décoction pour soigner le diabéte, diarrhée et rhumatisme alors que les fruits séchés
et réduits en poudre peuvent guérir les ulcérations de la peau et les abces. De plus, il posséde
des propriétés diurétiques mises a profit pour combattre toute sorte de maladies du systéme
urinaire (infections et inflammations, calculs, goutte, etc.) (Stark et al., 2013).

Enfin, le genévrier fut grandement apprécié pour ses propriétés antiseptiques. L'huile de
cade, extraite par distillation du bois de Juniperus oxycedrus, fut d'une aide précieuse pour
lutter contre les dermatoses et divers parasites (gale, teigne, herpes, eczéma, acné ou
psoriasis) (Bertaudiere-Montes et Montés, 2004; Bhar & Balouk, 2011).

VIIl. RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES ETUDES DE LA COMPOSITION
CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES DES ESPECES ETUDIEES

Les huiles essentielles du genre Juniperus, connues depuis l'antiquité, sont généralement
extraites par distillation et sont le résultat d'un mélange complexe et variable de divers
composés tels les terpenes et les phénols (Bertaudiére-Montes et Montes, 2004).

La composition de I'huile essentielle de J. oxycedrus est dominée par I’ a-pinene (41,3%),
des quantités modérées de phellandrene, p-cymene, phellandréne, limonene, myrceéne,
terpineol, (E)-nerolidol et d’oxyde manoyl. Par contre, J. oxycedrus ssp. macrocarpa contient
beaucoup de sabinene (26,5%) et de I’ pinene (22,6%). L huile de J. oxycedrus ssp. badia est
riche en pinene (20,7%), mais contient moins de sabinéne (0,1%) ; alors qu’elle possede des
quantités importantes d’oxyde manoyl (10,9%) (Adams, 2000).

Par ailleurs, La composition des huiles essentielles des feuilles de la section Juniperus est
généralement beaucoup plus simple et dominée par les monoterpénes simples, contrairement

aux huiles essentielles de la section Sabina, ou les monoterpenes oxygénés (par exemple le
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camphre) et les sesquiterpénes (par exemple cadinols, Cedrol) sont les composés majoritaires
(Adams et al., 2005).

Les principaux constituants des huiles essentielles de J. oxycedrus sont des hydrocarbures
terpéniques, en particulier pinéne a, myrceéne et germacréne D dans les huiles des baies et a-
pinéne, B-phellandrene et A3-caréne dans les huiles des feuilles. Bien que ces huiles sont
généralement caractéerisées par une teneur élevée en a-pinéne, quelle que soit la sous-espéce et
son origine, plusieurs compositions peuvent étre distinguées en fonction du contenu et de
I’abondance en d’autres composeés. Par exemple, en ce qui concerne les huiles des feuilles, les
compositions rapportées sont les suivantes: J. oxycedrus ssp. oxycedrus (ou Sous-espéce non
précisée), a-pinene (Portugal, Sardaigne et Croatie) a-pinéne / A-3-caréne (Portugal,
Espagne); a-pinéne / limonéne (Italie, Gréce); a-pinéne / limonene / a-terpinyl acétate / B —
caryophyllene (Italie); a pinene / -phellandrene / terpinolene (Gréce), germacréne D et de
I'oxyde de manoyl (extrait par CO2 supercritique, Sardaigne); pour J. oxycedrus ssp. badia et
riche en a-pinéne / germacrene D / oxyde de manoyl (Espagne). La troisieme sous-espebe J.
oxycedrus ssp. macrocarpa, o -pinéne (Italie), a-pinéne / a-terpinéol (Italie); o - pinene /
sabinéne (Espagne) (Boti et al., 2006) , germacrene D (Algérie) (Djebaili et al., 2013).

La composition des huiles des baies et dominée par: a-pinéne (J. oxycedrus ssp.
macrocarpa (Italie), J. oxycedrus ssp. oxycedrus (Portugal et Italie, des sous-espéces non
specifiees de la Croatie, Gréce et Espagne); a-pinéne / myrcene (ltalie); le myrcéne / a-pinéne
/ y-cadinene (Crete) ou myrcéne / citronellol / a-pinene (Gréce); sesquiterpénes (J. oxycedrus,
Espagne); germacréne D / pinéne / myrcéne (extrait par le CO2 supercritique, Sardaigne)
(Boti et al., 2006).

Par ailleurs, la teneur en composés majoritaires des huiles essentielles de J. phoenicea L.
de plusieurs origines est tres variable (Adams et Boratynski, 2014). Les huiles essentielles
des parties aériennes (feuilles et baies) sont riches en : a-pinéne / 8-3-caréne (Maroc), a —
pinene / p-cymene / B-phellandréne / a-acétate de terpényle (Tunisie), a-pinéne / myrcéne / B-
phellandréne (Gréce et Espagne) (Akrout, 1983) ; a-pinéne / a -phyllandréne / mycéne / B-
pinene / linalool / piperitone / y-terpinéne / Trans-pinocarveole / p-cymene / a-terpineol / y-
cardinene (Maroc) (Derwich et al., 2010). Celles de I’ Algérie sont dominées par : a-pinene /
B-phellandréne / a- acétate de terpényle (Mazari et al., 2010) ; a-pinene / 8-3- carene / linalool
(Bakchiche et al., 2014) ; a-pinene / terpinolene / A3-caréne / -phellandréne (Ramdani et al.,
2013).
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Enfin, I’huile essentielle des feuilles de J. phoenicea ssp. turbinata de la Corse est
dominée par : a -Pinéne, B -phellandrene, o — acétate terpényle, A-3-caréne, myrcéne et a -
phellandréne (Rezzi et al., 2001).

IX. CONCLUSION

Les cupressacées représentent une famille d’essences forestiéres intéressantes sur les
plans : écologique et socio-économique. Néanmoins, les travaux d’exploration et d’inventaire,
malgré insuffisants et imprécis, ont fait constat d’un recul du nombre de peuplements
forestiers naturels conséquent a de multiples facteurs (activités anthropiques, changements
climatiques, catastrophes naturelles, incendies, etc.).

Le genre Juniperus est I’un des représentants de cette famille de résineux qui existe en
Algerie. 1l possede une composition chimique tres riche en composés chimiques aux vertus
médicinales.

Par ailleurs, les monts Ksouriens de I’Atlas saharien contiennent encore quelques
peuplements de genévrier : genévrier de phénicie et genévrier oxycédre qui n’ont jamais été

sujets d’études publiées pour la caractérisation de leurs huiles essentielles.
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I. LES HUILES ESSENTIELLES
I.1. Historique

L'utilisation des plantes aromatiques (I’aromathérapie) était a l'origine partie de la
médecine a base de plantes. La phytothérapie remonte a des milliers d'années et ne se limite
pas a une seule région géographique. Presque chaque partie du monde a une histoire de
I'utilisation de composés aromatiques dans son systéme de soins de santé.

Les huiles essentielles ont été utilisées tout au long de I'histoire pour une grande variété
d'applications de bien-étre. Il semble que les Egyptiens étaient quelques les premiers a utiliser
les huiles essentielles aromatiques dans la pratique médicale, soins de beauté, la préparation
des aliments, et les cérémonies religieuses. Encens, bois de santal, de la myrrhe et de la
cannelle ont été considérés comme des marchandises trés précieuses, parfois échangées contre
de l'or.

Par ailleurs, les Grecs utilisaient des huiles essentielles dans leurs pratiques de massage
thérapeutique et de I'aromathérapie. Les Romains puis les chinois et les indiens ont également
utilisé des huiles aromatiques pour promouvoir la santé et I'hygiene personnelle. Les Perses
ont commence a affiner les méthodes de distillation pour extraire les huiles essentielles de
plantes aromatiques. Les extraits d'huiles essentielles ont été utilisés a travers les ages

sombres en Europe pour leurs propriétés antibactériennes et odorantes (Buckle, 1997).

1.2. Définition et réle écologique des huiles essentielles

Le terme huiles essentielles, également appelées huiles volatiles ou huiles éthérées, est
utilisé pour désigner les extraits de plantes aromatiques. Il s’agit d’un mélange de nombreux
composants tels que les terpenes, les amines, le soufre, les composés halogénés (chez les
algues marines), les hydrocarbures non terpéniques, et d'autres (les acides, les alcools, les
aldéhydes, les phénols, etc.) (Ramawat & Meérillon, 2013).

Ce sont des composés a faible solubilité dans I'eau, mais solubles dans les graisses, I'alcool,
les solvants organiques et d'autres substances hydrophobes et sont généralement liquides a
température ambiante. 1ls sont stockés dans des cellules spécialisées des plantes, géneralement
des cellules sécrétrices ou des conduits (les conduits a résine), des glandes ou trichomes (poils
glandulaires) et peuvent étre extraites des feuille, fleurs, bourgeons, graines, fruits, racines,
bois ou de I’écorce des plantes par différentes méthodes, y compris I'extraction par solvant et
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fluide supercritique, expression sous pression, fermentation ou enfleurage, mais aussi a la
vapeur basse ou haute pression ou hydrodistillation. Les huiles essentielles sont souvent
décrites comme des métabolites secondaires des plantes. Traditionnellement, les métabolites
secondaires sont des composés synthétisés par la plante et qui ne semblent pas étre essentiels
pour la croissance et le développement des plantes; mais semblent ils avoir un réle dans le
systeme de défense des plantes contre les herbivores animaux et microbiens (Thormar, 2011).
IIs sont aussi impliqués dans I’attraction des insectes polinisateurs et le systéeme de

communication (allélopathie) au sein du monde végétal (Buckle, 1997).

1.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des composés simples ou méme de simples mélanges de
plusieurs composés individuels. Elles peuvent contenir jusqu'a environ 100 composants, bien
que la plupart d’entre elles contiennent environ 20 a 60. Les composés qui constituent les
huiles essentielles sont principalement des terpénes presque 1000 monoterpenes et 3000
sesquiterpénes. Les phénylpropanoides, au nombre de 50, et d'autres composes (acides,
alcools, aldéhydes, phénols, etc.) peuvent étre présents, mais a des proportions plus petites
(Buckle, 1997 ; Thormar, 2011 ; Ramawat & Mérillon, 2013).

La classification et la nomenclature des composes des huiles essentielles est compliguée,
du fait que ses composés ont été isolés et étudiés avant I’instauration de la nomenclature
chimique systématique. Par conséquent, beaucoup de ses composés sont connus par des noms
non systématiques se référant a leurs origines botaniques tels que : I'eucalyptol, le limonéne,
le pinéne et le thymol (Thormar, 2011).

1.3.1. Les terpénes

Les terpenes dérivent de la voie de I’acide mévalonique. Ce des composés constitués
d’unités isoprene. Chaque unité isopréne est formée de cing atomes de carbone. Les
monoterpénes ont deux unités isopréne, sesquiterpénes ont trois, diterpénes ont quatre et ainsi
de suite pour le reste (figure 07). Les molécules monoterpéniques ont de faibles poids
moléculaire et s’évaporent rapidement. Elles s’oxydent facilement pour donner des alcools

terpéniques, tandis que les terpenoides représentent des terpenes oxygénés (Buckle, 1997).
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Fig. 07- Structure de quelgues composés terpéniques (Guitton, 2010)
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1.3.2. Les phénylpropanes

Les phénylpropanes dérivent de la voie de I’acide shikimique pour produire des composes
phénoliques qui comprennent des cycles benzéniques. Cette voie produit également des

alcaloides comme la morphine (Buckle, 1997).

Les dérivés du phénylpropane (figure 08) sont moins fréquents que les terpénes et leurs
dérivés. On peut rencontrer dans ce groupe des allyl- et propénylphénols, parfois des
aldéhydes (anéthole, anisaldéhyde, apiol, méthyl-chvicol (=estragole) et d’autres composés
tels que (eugénol, safrole, asarones, cinnamaldéhyde, etc.). de plus, les huiles essentielles
peuvent contenir des composés en Cg-C; comme la vanilline et I’anthranilate de méthyle. Par
ailleurs, les lactones dérivées des acides cinnamiques (des coumarines) peuvent étre entrainés

par la vapeur d’eau lors de I’extraction des huiles essentielles (Bruneton, 2009).

CHO o
e CHi0 ",
OH OCH; OH
eugénal E-anéthole vanilline anthranilate de méthyle

Fig. 08 - Structure de quelgues dérves des phénylpropanes (Bruneton, 20097,

1.4. Contrdle de qualité

La composition chimique et la teneur des plantes en huiles essentielles sont fonction de
plusieurs facteurs qui peuvent affecter la qualité de ces derniéres. Effectivement, la
composition chimique de toutes les plantes vivantes dépend du climat et des conditions
environnementales (tels que les précipitations, I’ensoleillement, I'acidité du sol, altitude, etc.)
et de la pollution. Cependant, la facon la plus simple pour étre sdr de la composition de I'huile

essentielle est d'utiliser des méthodes d'analyse modernes, telles que la chromatographie en

21



Chapitre Il RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES HUILES ESSENTIELLES

phase gazeuse (CG) ou de préférence la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG-SM) (Buckle, 1997).

I.5. Caractéristiques économiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont recherchées pour leurs propriétés odorantes ou thérapeutiques.

On les retrouve sur les marchés de I’aromathérapie, de la parfumerie et de la cosmétique.

La consommation des huiles essentielles est mondiale, par contre leur production et leur
commercialisation sont dominées par certains pays de puissance dans ce domaine; tels que,
Etats-Unis, I'Europe de I'Ouest, le Japon et le Canada. Les Etats-Unis (50%) représentent le
plus grand marché des huiles essentielles et plus particulierement les huiles de pin. En
Europe, I’Allemagne constitue le plus grand marché (20 %), suivi par la France (18 %), le
Royaume-Uni (16 %), I’ltalie (14 %) et I’Espagne (10 %) (Ngakegni-limbili, 2012). Ce
sont des centres de collection et de distribution ainsi que Bréme, Amsterdam et Anvers
(Herzi, 2013). En Afrique, les quantités produites sont tres faibles et les besoins sont
compensés par des volumes importants importés a travers le monde, excepté I’Afrique du
Nord ou les pays du Maghreb (Maroc et Tunisie principalement) sont les leaders dans cette
région. Par ailleurs, les Comores et Madagascar font partie des grands producteurs mondiaux

qui exportent leur production (Ngakegni-limbili, 2012).

Enfin, le marché des huiles essentielles est en plein croissance et la plupart de ces biens
économiques ne sont pas produits localement a cause des contraintes de codt, de climat et des

conditions geographiques de certaines régions.
1.6. Activité biologique des huiles essentielles

En dépit de leur histoire d'étre considérées comme, métabolites secondaires, il devient clair
que les huiles essentielles et leurs composants ont des fonctions biologiques spécifiques, dont
beaucoup se prétent a une exploitation commerciale. La diversité et la complexité des
composes présents dans les huiles essentielles, offrent & ces derniéres la capacité d'affecter de
nombreux systéemes biologiques. Les activités biologiques des plus grands centres d'intérét
figurent autour des applications dans la santé, l'agriculture et l'industrie cosmétique et

alimentaire. Dans le domaine de la santé et de la médecine, les huiles essentielles ont un large
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éventail de propriétes biologiques, telles que antimicrobienne, anticancéreuse, analgésique,
antioxydante, anti-inflammatoire, d'autres possedent des effets immuno-modulateurs et

antiplaquettaire, et les activités anti-thrombotiques (tableau 05) (Thormar, 2011).

Tab. 05 — Propriétés de quelques composeés des huiles essentielles (Buckle, 1997)

Composés Propriétés
A-Limonéne Anti-tumoral
Myrcene Analgésique

B-Caryophylléne

Anti-inflammatoire

Linalool Sédatif
Géraniol Antifongique
Terpinén-4-ol Actif contre Pseudomonas aeruginosa

Farnesol Actif contre Trichomonas vaginalis

Thymol Actif contre Cryptococcus neoformans

Eugénol Sédatif et vasodilateur
Carvacrol Anti convulsif et antibactérien
Citronellal Antifongique et insecticide

Acétate de géranyle
1,8 cinéole
Népetalactone
Coumarine

Trans-anéthole

Stimule la production biliaire
Anti-inflammatoire et expectorant
Analgésique et sédatif
Antispasmodique

Activité cestrogénique
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1.7. Phénomeénes physico-chimiques et température

La composition chimique des huiles essentielles est trés fluctuante. En effet, elle
dépend d’un grand nombre de facteurs d’ordre naturel (génétique, localisation, maturité,
sol, climat, lumiére, etc.), ou technologiques (mode de culture, sechage, stockage ou
d’extraction) (Figueredo, 2007).

En effet, lors de I’extraction des huiles essentielles les constituants de I’essence native sont
soumis aux effets combinés de I’acidité et de la chaleur, et peuvent subir des modifications
chimiques. Par conséquent, I’huile essentielle récupérée est un produit qui differe
sensiblement de I’essence originelle, d’autant plus que I’ébullition est longue et le pH faible.
La matiere chimique fait I’objet de réactions chimiques diverses : hydrolyses, déprotonations,
hydratations et cyclisations pouvant étre catalysees par des métaux presents a I’état de traces
dans la plante, provoquant des transformations chimiques des constituants. Parmi les
constituants sujets aux modifications, on trouve plus particulierement les monoterpénes mono
et bicycliques (ex: sabinéne), les alcools monoterpéniques et leurs esters (ex: linalol et son
acétate) (Hernandez Ochoa, 2005).

I1.LES TECHNIQUES D’EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

Il existe plusieurs méthodes traditionnelles et modernes pour extraire les composants
volatils a partir des plantes. Certaines techniques extraient des huiles essentielles, alors que
d'autres produisent différents extraits plutdt que des huiles essentielles (figure 09) (Buckle,
1997).

24



Chapitre Il RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES HUILES ESSENTIELLES

Huiles essentielles vs. Extraits

Huiles essentielles Extraits aromatiques
obtenues par obtenus par

! ] N\

Extraction par

Distillation Expression solvants Enfleurage
Huiles essentielles Huiles de zeste C ) <sinoid Pommades
distillées d’agrumes onclrete Resinoides l
Absolues Absolues de

I’enfleurage

v

Macération avec I’alcool

'

Teintures

Fig. 09 — Techniques d’extraction des huiles essentielles et extraits (Buckle, 1997).

11.1. Entrainement a la vapeur d’'eau ‘ex-situ’ ou vapo-hydrodistillation

Dans la distillation a la vapeur d’eau, la vapeur est soufflée dans le mélange d'eau et le
matériel végétal. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées.
L’injection de la vapeur se fait a la base de I’alambic (figure 10).

Cette méthode d’extraction minimise les altérations hydrolytiques de I’essence.
Néanmoins, les molécules aromatiques extraites peuvent subir des modifications sous I’effet

de I’oxygene (oxydation, hydrolyse, restructuration) (Duval, 2012).
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Fig. 10 — Montage d’extraction par entrainement a la vapeur (Duval, 2012)

11.2. Entrainement a la vapeur d’eau ‘in-situ’ ou hydrodistillation

Le matériel végeétal est en contact direct avec I'eau bouillante (figure 11). Cependant, une
telle méthode de chauffage direct peut conférer a I’huile essentielle une odeur de brdlée. La
plupart des alambics de distillation ont une grille. Cela protége le matériel végétal des

éléments de chauffage, et le processus est similaire a celui de la distillation a la vapeur d’eau.

Les techniques de distillations ont I’avantage d’étres des méthodes économiques, traitant
des quantités énorme de matiére végétale, ne procurant que de simples appareillages et ne
nécessitant que peu de main d’ceuvre. Cependant, elles ont I’inconvénient de modifier la
composition native des constituants des huiles essentielles et dépendent beaucoup du couple

temps/température (Buckle, 1997).
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Fig. 11 - Montage d’hydrodistillation (Hernandez Ochoa, 2005)

11.3. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes consiste a introduire le réacteur contenant le matériel
vegétal (avec ou sans eau) dans un four a micro-ondes (figure 12).

La technologie de I’utilisation des micro-ondes représente une alternative aux techniques

de distillation pour améliorer les rendements, la vitesse de ‘extraction et étre appliquée a de
plus grands volumes (Duval, 2012).
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Réfrigérant a
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Huile essentielle
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Fig. 12 — Dispositif de I’extraction assistée par micro-ondes (Duval, 2012)

11.4. Expression a froid

La technique d’expression a froid est destinée pour le traitement de la peau des plantes
d'agrumes (figure 13). La peau du fruit est épluchée ou abrasée par des racleurs mécaniques,

et I'essence est recueillie par séparateur centrifuge.

Parfois, le fruit entier est broyé avant que I'huile essentielle ne soit séparée du jus et de
I'écorce. Les huiles obtenues contiennent naturellement une proportion de cires et d'autres

composants non solubles qui peuvent causer la photo-toxicité (Buckle, 1997).

Fig. 13 — Extraction par expression a froid (Beneteaud, 2011)
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11.5. Enfleurage (extraction par la graisse froide)

Cette technique a été concgue principalement pour les fleurs fragiles comme le jasmin et la
tubéreuse. Cependant, elle est rarement utilisée aujourd'hui. La graisse animale est pilonnée
jusqu'a ce qu'elle soit tendre, puis étalée sur des plaques de verre. Chaque plaque de verre
recouverte de matiere grasse est appelé un chassis. Les fleurs fraiches sont placées
rapprochées sur le chéssis. Les fleurs sont renouvelées régulierement (toutes les 24 heures
pour le jasmin ou toutes les 72 heures pour la tubéreuse) (figure 14). Toutefois, I’opération
peut durer environ un mois. Le mélange huile / graisse résultant est appelé une pommade. La
pommade est mélangée avec de l'alcool pour enlever la graisse, et I'extrait restant est appelé
une absolue. Cependant, 99% de jasmin et d'extrait de tubéreuse est maintenant produit par

extraction par solvant.

L’enfleurage a I’avantage d’étre réalisé a de faibles températures, généralement la
température ambiante et d’éviter I’utilisation des solvants. Néanmoins, il a I’inconvénient

d’avoir besoin d’un temps trés long et beaucoup de main d’ceuvre (Buckle, 1997).

Couche de graisse

Fleurs fragiles
ne supportant
pas la chaleur

Chassis en verre

Fig. 14 — Technique d’enfleurage
(http://diodor.e-monsite.com/pages/differentes- methodes-de-fabrication.html)
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11.6. Macération (extraction par la graisse chaude)

L'enfleurage a chaud ou macération est une technique utilisant la haute solubilité des huiles
essentielles dans les corps gras. Il consiste & extraire au moyen de corps gras, préalablement
bien épurés, les huiles essentielles de certaines plantes. La partie de la plante en question est
plongée dans le solvant chauffé a environ 60 °C pendant un certain temps (24 a 48 heures). Le
dissolvant (corps gras) se charge progressivement de la matiére odorante. Le mélange est
ensuite malaxé a de I'alcool a 96° qui lui enléve une partie du parfum en donnant une infusion.
Par une distillation lente du solvant (alcool), on concentre ensuite le produit odorant. La
bonne marche des opérations sans risques majeurs, fait appel a des aptitudes fondées de
I'opérateur en matiére de génie chimique. Malgré les bonnes performances techniques, ce

procédeé ne pourrait &tre donc recommandé pour une exploitation a petite échelle.
11.7. Extraction par des solvants

L’extraction par les solvants a été pratiquée pour la premiére sur les fleurs par le chimiste
et pharmacien francais Pierre Jean Robiquet en 1835 et est rapidement devenue une technique
populaire. L'extraction pourrait avoir lieu a la température ambiante. Cependant, ceci est un
processus complexe qui nécessite un appareillage colteux. Cette méthode ce pratique en trois

étapes :

= 1% ¢tape: Des solvants tels que le benzéne, I'éther de pétrole, et, plus récemment,
I'nexane ont été utilisés pour extraire les parties volatiles des plantes. Cette premiére étape
conduit a un mélange de cire appelé concrete (huile essentielle 50% et cire 50%). L hexane a
été considéré comme solvant sdr et utilisé dans plusieurs processus d’extraction alimentaire.
Cependant, il est impossible d'enlever tout le solvant aprées I'extraction.
2éme

étape: un solvant, habituellement I'éthanol, est utilisé pour dissoudre la cire. Cette
étape est répétée plusieurs fois.

= 3e™ étape: Le mélange alcool / cire est évaporé sous vide.

L’extraction par les solvants offre la possibilité d’obtenir un produit constant, mais son

inconvénient majeur demeure dans I’impossibilité d’enlever les solvants résiduels.
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11.8. Extraction par les fluides supercritiques (CO)

L’extraction par le dioxyde de carbone (CO,) supercritique est une méthode innovante en
utilisant du CO2 "fluidisé", est disponible depuis les années 1980 et a fait des percées
importantes dans les mondes des saveurs, parfums et aromathérapie. C’est une méthode qui ne
nécessite pas de chaleur ou des solvants chimiques. Lorsque la température du CO2 est
maintenue a environ 31 ° C, sous pression, il agit comme un fluide et dissout la partie soluble
de la plante dans le CO, (figure 15). Par conséquent, le rendement de I'extraction le CO,
supercritique est beaucoup plus supérieur par rapport aux autres techniques d’extraction, mais

I’inconvénient réside dans le fait que cette méthode est plus colteuse (Buckel, 1997).

SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Stockage

€02 liquide Comprassour

Condensateds Separatour ; -~
‘ : Extractour
|

B o2 & rdint supercrtique +edrail

Fig. 15— Technique d’extraction par CO, supercritique (Duval, 2012)
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I11. TECHNIQUES D’ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES

I11.1. Analyse par les couplages conventionnels

111.1.1. Introduction

L’étude de la composition chimique des huiles essentielles, en vue de leur
commercialisation, leur contr6le ou de leur valorisation, nécessite des analyses par des
techniques de pointe telles que la chromatographie, la spectrométrie et la résonance
magnétique nucléaire. Cependant, I’analyse peut s’effectuée avec une seule technique, mais
quand il s’agit de mélanges complexes ou de constituants tres proches, dont la séparation et

I”identification sont difficiles, on procéde au couplage de deux techniques ou plus.
111.1.2. La chromatographie en phase gazeuse (CPG /FID)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés gazeux ou
rendus gazeux par chauffage sans décomposition. C’est la technique trés utilisée dans le
domaine des huiles essentielles, car elle permet d’effectuer I’individualisation des constituants
a partir d’échantillons de I’ordre du milligramme voire du microgramme. Les progres
technologiques réalisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires et
des détecteurs a ionisation de flamme (FID) ont contribué a rendre la CPG incontournable
pour I’analyse des huiles essentielles (figure 16). Chaque constituant est caractérisé par
des indices calculés a partir d’une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters
méthyliques linéaires, a température constante (indice de Kovats) ou en programmation
de température (indices de rétention). Les temps de rétention, bien que spécifiques pour
chaque composé, ont tendance a varier d’une analyse a I’autre, notamment du fait du
vieillissement des colonnes. Les indices de rétention polaire (Ir p) et apolaire (Ir a) sont
comparés a ceux d’échantillons authentiques contenus dans des bibliotheques de référence
élaborées au laboratoire, dans des bibliotheques commerciales ou répertoriés dans la
littérature. Cependant, une reproductibilité parfaite des indices de rétention est difficile a
obtenir et ne peut étre observée que sur des chromatogrammes réalisés sur une période courte
avec des conditions expérimentales rigoureusement identiques. Par ailleurs, le développement
des phases stationnaires chirales (colonne de cyclodextrines) et de la CPG

multidimensionnelle a permis de surmonter certaines difficultés rencontrées dans la séparation
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et I’identification des composés dans les huiles essentielles. Ainsi, la CPG bidimensionnelle
(CPG/CPG), mettant en ligne deux colonnes capillaires, permet la séparation, I’identification
et la quantification de composés minoritaires pouvant co-éluer avec des composés plus
abondants. L échantillon est injecté dans une pré-colonne, puis les composés qui coéluent

sont transférés dans une deuxieme colonne pour étre sépares.

L’utilisation de colonnes chirales en CPG bidimensionnelle permet [I’analyse
énantiomérique des constituants d’un mélange complexe. Dans de nombreux cas, la
détermination de la distribution énantiomérique est utilisée pour la déetection d’adultérations

dans les ardmes (Duval, 2012).

détecteur DIF

régulateur de déhit\

| I =

four
2 colonne

Air H He
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Fig. 16 — Schéma de la CPG/FID
(http://cyber.collegeshawinigan.gc.ca/awilkin/chromatographie.htm)

111.1.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse
(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents

constituants d’un mélange complexe. Depuis son invention, cette technique n’a cessé
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d’évoluer pour s’adapter aux analyses dans différents domaines, tels que I’agroalimentaire,
I”industrie pétroliere et les produits naturels. Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les
plus fréquents pour I’analyse des huiles essentielles sont le « quadripdle » et le piége a ions
ou « ion trap ». Tous deux utilisent la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le
rapport masse sur charge m/z. Les analyseurs quadripolaires sont constitués de quatre barres
cylindriques. Un cation péneétrant entre les barres sera attiré vers une barre négative. Si le
potentiel change de signe avant qu’il ne soit déchargé sur cette barre, il changera de direction.
Dans les appareils a quadrip0le, les potentiels sont réglés de maniére telle que seuls les
ions d’une fourchette de masses déterminées traversent les barres. Par la suite, le faisceau
d’ions ayant traversé I’analyseur de masse, doit étre détecté et transformé en un signal
utilisable. Les détecteurs les plus courants sont les multiplicateurs d’électrons et les
photomultiplicateurs ; ils convertissent les impacts ioniques en signaux. L’ordinateur
enregistre les signaux visualisés sous forme de pics d’intensités variables, rangés sur une
échelle de masses. Le multiplicateur de photons permet la détection des ions positifs et dans

certains cas des ions négatifs (figure 17) (Duval, 2012).

Fig. 17 — Schéma de la CPG couplée a la spectrométrie de masse (SM)
(http://tpe-sciencepatrimoine.blogspot.com/2012/01/les-techniques-danalyse-
analyses_1364.html).
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111.1.4. Le couplage CPG/SM/SM

Les nombreuses difficultés rencontrées lors de I’analyse de mélanges complexes selon les
différentes techniques et méthodes connues ont conduit, récemment, & la mise au point de la
spectrométrie de masse multidimensionnelle a double analyseur (SM/SM) ou a triple
analyseur. Cette technique, souvent couplée a la CPG, a connu un développement rapide ces
derniéres années. Le principe consiste a sélectionner un ion issu de la premiére fragmentation
afin de le fragmenter de nouveau. Les fragments de I’ion secondaire constituent, alors le
deuxiéme spectre de masse qui difféere selon I’origine de I’ion primaire. Souvent, le premier
spectromeétre de masse du couplage fonctionne en mode ionisation chimique et les suivants en
mode impact électronique. Cette technique de couplage permettait de différencier les

différents isomeres d’un composé organique (Duval, 2012).
111.1.5. Autres techniques d’analyse des huiles essentielles

Les techniques de couplage de la CPG avec des techniques spectroscopiques (SM) ont
permis une approche beaucoup plus précise de I’identification. Néanmoins, le développement
d’appareils permettant d’atteindre des seuils de sensibilité comparables a ceux de la CPG/SM
font du couplage CPG/IRFT (la Spectrométrie Infrarouge par Transformée de Fourier) une
technique de plus en plus intéressante dans I’analyse des arémes. Les couplages CPG/IRFT et
CPG/SM sont donc deux techniques complémentaires adaptées a I’analyse des huiles
essentielles. 11 est aussi possible de coupler a la fois la CPG a un spectromeétre de masse et a
un détecteur infrarouge (CPG/IRFT/SM). Ces couplages permettent d’identifier plusieurs
constituants presents a de faibles concentrations dans une huile essentielle. De plus, dans la
CPG/SM, certaines molécules peuvent subir des transpositions sous I’effet de la température
(réarrangement de Cope) et d’autres peuvent présenter des retards d’élution du fait d’une trop
grande polarité ou d’une masse moléculaire trop importante. Le couplage CLHP (la
Chromatographie Liquide Haute Performance) /SM a permis de surmonter ces difficultés en
raison de la possibilité de travailler a tempeérature ambiante, d’une part, et d’utiliser des
colonnes spécifiques a greffons « standards » ou « inverses », d’autre part. De plus, les
améliorations apportées au niveau des interfaces d’ionisation a pression atmosphérique (API)
permettent d’atteindre des sensibilités plus importantes. Le développement des techniques

chromatographiques multidimensionnelles tels le couplage d’une chromatographie en phase
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liquide (CPL) avec une CPG (CPL-CPG) ou encore le couplage CPG-CPG, a permis de
réaliser des progrés notables dans le domaine de la séparation des mélanges. Ainsi, les
performances du couplage CPG/IRFT-SM ont été améliorées par I’utilisation de la CPG
multidimensionnelle (CPGMD) a trois colonnes : une pré-colonne de polarité intermédiaire,
une colonne polaire et une colonne apolaire (CPGMD/IRFT-SM) ; cela confére au systéme,
en plus d’une double détection, une séparation optimale. D’autre part, le couplage en ligne
CPL-CPG associe la selectivité de la chromatographie en phase liquide avec la grande
efficacité des colonnes capillaires. Des études récentes portant sur ces huiles essentielles ont
aussi eté réalisées a I’aide d’un couplage CLHP-CPG/SM qui a permis une identification
encore plus performante. Il convient de signaler enfin, I’existence d’un couplage direct entre

la CLHP et la RMN (résonance magnétique nucléaire) du proton (Duval, 2012).
111.2. Séparation des constituants préalablement a leur identification

Souvent, I’identification d’un grand nombre de constituants d’une huile essentielle
nécessite un fractionnement prealable de cette huile essentielle par distillation fractionnée
et/ou par une ou plusieurs techniques chromatographiques (CC, CCM, CLHP, CGP).
Chague fraction, constituant un mélange moins complexe, est soumise a I’analyse. Un grand
nombre d’huiles essentielles, plus ou moins complexes, ont été étudiées selon cette voie
depuis une quinzaine d’années. Les composés isolés ont ensuite été caractérisés par
différentes techniques spectroscopiques : IR, SM, RMN du proton et du carbone-13
(Duval, 2012).

111.3. Analyse par RMN du carbone-13 sans séparation préalable

Une alternative aux méthodes d’analyse décrites précédemment est la RMN du carbone-13
des mélanges, sans séparation préalable des constituants. Cette technique, initié par Forméacek
et Kubeczka, développée par Casanova et coll. offre des potentialités fortement intéressantes.
Le principe consiste a attribuer les raies de résonance de chacun des carbones de chaque
composé a partir du spectre unique du mélange et de les comparer a des produits de référence
répertoriés dans des bibliothéques. Contrairement aux techniques chromatographiques, les
constituants ne font pas I’objet d’une individualisation en RMN. Différents aspects sont a

considérer, a savoir I’observation et I’individualisation des différentes raies de résonance
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dans le spectre du mélange et I’attribution de chacune de ces raies de résonance a un produit
donné permettant son identification. L’individualisation de tous les signaux dans le spectre

du mélange dépend de plusieurs parametres :

- la complexité du mélange mais également le nombre de carbones constitutifs de chacun des

constituants ;
- les différences entre les concentrations relatives des divers constituants ;

- les similitudes observées au niveau de tout ou partie des squelettes carbonés de
molécules provoquant une augmentation du nombre de superpositions des carbones possédant

des environnements magnétiques moyens identiques.

En regard de la technique de Formacek et Kubeckzka, I’originalité de la méthode
développée par I’équipe « Chimie et Biomasse » réside dans I’informatisation de la recherche
qui est réalisée par un logiciel permettant de comparer le déplacement chimique de chaque
carbone dans n’importe quel spectre expérimental avec ceux des atomes de carbone de
composés purs répertoriés dans la bibliotheque de spectres élaborée au laboratoire de
I’équipe a partir d’échantillons authentiques et/ou dans la bibliotheque construite a
partir des données décrites dans la littérature. Ainsi, I’informatisation de la recherche
permet, en un laps de temps tres court, I’édition de toutes les informations nécessaires
a la caractérisation des constituants d’un mélange complexe (attribution des raies de

résonance, variation des déplacements chimiques, superpositions).

La certitude de I’identification des composés du mélange est rendue possible par la

prise en compte des parameétres suivants :

- le nombre de pics observes par rapport au nombre de pics attendus pour chaque

molécule ;

- le nombre de superpositions des signaux pouvant se produire quand les différents
effets stériques et électroniques font que deux carbones appartenant a deux molécules
différentes ont le méme déplacement chimique, ou quand des constituants du mélange

ont une partie de leur squelette trés proche ;
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- les variations des déplacements chimiques des carbones dans le spectre du meélange

par rapport aux valeurs de référence ;

- I’intensité des raies de résonance observées qui permet éventuellement de contrdler

I’appartenance du signal d’un carbone a un composé donné.

L’apport de la RMN du carbone-13 a [I’analyse d’un mélange complexe est
intéressant en ce sens qu’elle permet, dés lors que leur teneur est supérieure a 0,5% et qu’ils
sont présents dans les bibliotheques de réference, d’identifier rapidement et sans ambiguité,
certains composés dont I’analyse par les techniques conventionnelles est problématique.

D’une maniére générale :

- tous les carbones sont observés a I’exception des carbones quaternaires de ceux des

composés minoritaires ;

- les variations des déplacements chimiques sont inférieures ou égales a 0,05 ppm pour

la grande majorité des carbones ;

- le nombre de superpositions est limité et n’empéche aucunement I’identification d’un
composé par |’observation d’au moins 50% des carbones qui lui appartiennent en

propre.

La RMN du carbone-13 des mélanges est efficace particulierement pour la différenciation
et I’identification de molécules structuralement trés proches (stéréo-isomeres). De méme, les
énantiomeres de certains composes ont des spectres de masse identiques et des indices de
rétention trés proches ; seuls leurs spectres de RMN du carbone-13, trés différents,
permettent leur identification méme si I’'un seulement des isomeéres est présent dans I’huile
essentielle. L utilisation de cette technique est également intéressante pour I’identification

des composés qui coéluent en CPG.

Enfin, la RMN du carbone-13 a été utilisée comme un outil dans I’identification de
molécules thermosensibles. La RMN a permis également I’analyse d’autres molécules

thermolabiles dans les extraits au CO, supercritique (Duval, 2012).
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1VV. Conclusion

Les huiles essentielles représentent une matiére premiére exploitée dans divers secteurs :
parfumerie, cosmétique, industries pharmaceutiques et agroalimentaire. Toutefois, les progrés
en matiére d’extraction et d’analyse des huiles essentielles ont beaucoup évolué dans le
temps. Cependant, I’objectif d’une analyse peut étre un simple contréle de routine, comme il
peut s’agir d’une analyse approfondie pour la recherche et la valorisation des huiles

essentielles.

Parmi toute cette panoplie de techniques, nous nous sommes intéressés a I’extraction des
huiles essentielles par hydrodistillation, puisque c’est la méthode la plus simple et la plus
utilisée d’une part, et d’autre part a y effectuer une analyse par CPG/SM, largement suffisante

dans le cas de nos huiles.
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cfCHAPITRE IlIl: ETUDE ETHNOPHARMACOLOGIQUE DES ESPECES
ETUDIEES

I. Introduction

Actuellement, malgré les progres en pharmacologie, I’usage des plantes a des fins
thérapeutiques est omniprésent chez la majorité des peuples du monde entier. En Afrique,
80% de la population ont recourt aux plantes pour se soigner. En Algérie, et plus
particulierement au Sahara septentrional, on compte environ 500 espéces de plantes
spontanées, dont une partie reste utilisée par la population comme plantes meédicinales
(Boualala et al., 2014). Par ailleurs, la recherche ethnopharmacologique est considérée
comme cruciale dans le développement et la découverte de nouveaux médicaments a partir de
ressources naturelles (Jaradat, 2005). C’est dans cette optique que nous nous sommes fixé
I’objectif de réaliser une enquéte ethnopharmacologique des espéces étudiées aupres d’un

échantillon d’individus de la région d’étude.

I1. Moyens et méthodes
I1.1. Description et choix des localités de I’enquéte

Il s’agit d’une enquéte ethnopharmacologique sur le genévrier de phénicie et le genévrier
oxycedre, réalisée durant I’année 2012 dans trois régions (Ain sefra, Djeniene bourezg et
Béchar (figure 18)).

- Ain sefra est une commune de la wilaya de Nadma, se situant a I’ouest de I’ Algérie
avec une superficie de 1 023,13 km?; elle compte 54 229 habitants en 2008. La région est
encore traversée par des populations nomades et semi-nomades qui vont, en été, paturer sur
les flancs des monts des Ksour (https://fr.wikipedia.org/wiki/Ain_Sefra, 2012).

- Djeniene bourezg est une commune de la wilaya de Nadma. Elle a 70 km au sud de
Ain sefra et couvre une superficie de 1 170,63 km2 et compte en fin 2008 une population
de 3 392 habitants (https://fr.wikipedia.org/wiki/Djeniene_Bourezg, 2012).

- Béchar est une commune de la wilaya de Béchar dont elle est le chef-lieu, située au
sud-ouest du pays. Elle est a 254 km au sud d’Ain sefra et couvre une superficie de
5050 km?. Selon les statistiques de I’année 2008, sa population est estimée a 165 627
habitants (https://fr.wikipedia.org/wiki/Bechar, 2012).

Il est bien établi que le climat est un facteur déterminant dans la répartition géographique

des espéces animales et végétales. Ces deux wilayas (Nadma et Béchar) sont caractérisées par
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un climat désertique sec et froid. Néanmoins, les releves météorologiques des vingt dernieres

années de ces trois localités sont donnés au tableau 06. Par ailleurs, le choix de ces trois

localités peut étre justifié par le fait que ces dernieres se trouvent dans la région de la présente

étude (atlas saharien) d’une part, et d’autre part la disponibilité des plantes étudiées chez les

herboristes, qui continuent a les vendre pour différents usages : encens et fumigation (el-

bkhour), ingrédient pour préparer et conserver certaines denrées alimentaires traditionnelles

(beurre (smen) , dattes) ou pour des fins thérapeutiques.
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Fig. 18 — Régions de I’enquéte ethnopharmacologique (carte google map 2012)
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Tab. 06 — Données climatiques des localités de I’enquéte

Parametres climatiques

Station météorologique
d’Ain Sefra et djenien
bourezg™ 3
Indicatif : 60560

Station météorologique
de Béchar®?

Indicatif : 60571

Température moyenne maximale (°C) 25.6 27.2
Température moyenne minimale (°C) 11.3 134
Température moyenne (°C) 19.8 20.3
Précipitations annuelles moyennes (mm) 205.93 82

1 : (http://fr.tutiempo.net/climat/ws-605600.html (derniere consultation 2015))

2 : (http://www.climatedata.eu/climate.php?loc=agxx0028&Ilang=fr (derniére consultation

2015))

3 : (http://www.weatherbase.com (derniére consultation 2015)).

11.2. Déroulement de I’enquéte

L’enquéte ethnopharmacologique a été réalisee durant I’année 2012 aupres d’une

population hétérogéne, composée de 150 individus issus des trois localités choisies et qui ont

accepté de participer a cette enquéte. On a procédeé au préalable par une conversation avec les

participants (herboristes, pasteurs et autres), en leur montrant des échantillons des deux

especes de genévrier, et ce pour savoir s’ils arrivent a les identifier d’une part ; et d’autre part

a nous fournir tout ceux qu’ils savent sur les utilisations de ces deux especes, surtout a des

fins thérapeutiques. Les informations collectées sont soit obtenues directement aprés chaque

conversation ou recueillies par le biais d’une fiche d’enquéte (modele ci-dessous : pages 43-

44). La derniére étape consiste a trier les données collectées, puis a en calculer le pourcentage

de I’utilisation de chaque plante en phytothérapie.
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Fiche d’enquéte ethnopharmacologique n®: .....

Localité: ..................

Age

Niveau académique : .......c.oveeriiinieiieieiiene e,

ACtiVIte (Profession) & ...

1- Connaissez-vous ces deux plantes?

Plante ()

Plante (b)
2- Quels sont leurs noms vernaculaires ?
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3- Existent —t- elles dans [a région & .........oveiiiie i e e

4- Quelles parties sont utilisées en médecine traditionnelle? :
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I11. Résultats et discussion
Les caractéristiques de la population d’enquéte telles que : I’age, I’effectif, la profession et

le niveau d’instruction sont données au tableau (07).

Tab. 07 — Caractéristiques de la population d’enquéte

Catégorie Age ) Niveau .
i Effectif o Région
(profession) (ans) académique

Non scolarisés ) ..
Ain sefra — Djeniene

Herboristes 30-70 23 jusgu’au niveau )
) bourezg - Béchar
secondaire
Non scolarisés _ o
Pasteurs ) ) Ain sefra — Djeniene
30-60 10 jusqu’au niveau
(Bergers) ) bourezg
secondaire

Non scolarisés _ o
) ) Ain sefra — Djeniene
Autres 30-76 117 jusqu’au niveau )
o bourezg - Béchar
universitaire

Par ailleurs, la tranche d’age des individus, autres les herboristes et les pasteurs, a été
choisie a partir de 30 ans et plus afin d’écarter la méconnaissance des modes et usages
thérapeutiques du genévrier par les sujets plus jeunes. Les résultats de I’enquéte ont montré
que 80% de la population connaissent le genévrier de phénicie comme étant le vrai « arar »,
alors que peu de gens (30%) connaissent le genévrier oxycédre. Ce dernier est surtout connu
par les pasteurs et quelques herboristes de la région de Ain sefra et de Djeniene bourezg et le
nomment « tagga ». On a remarqué aussi que le genévrier de phénicie est disponible chez la
plupart des herboristes, par contre le genévrier oxycedre est quasiment introuvable.

Par ailleurs, les utilisations de ces deux plantes par la population d’enquéte en médecine
traditionnelle sont rapportées dans le tableau (08). On a constaté qu’a I’inverse du genévrier
oxycedre, le genévrier de phénicie ou rouge est utilisé beaucoup plus en médecine humaine
gu’en médecine vétérinaire. Toutefois, les parties les plus utilisées du genévrier rouge sont les
feuilles et les fruits rouges, soit pour la préparation de décoction ou pour préparer une poudre
utilisée seule ou en mixture avec d’autres ingrédients (plantes médicinales, miel, ...). Le bois
de cette plante est utilisé comme celui du genévrier oxycédre pour la préparation du goudron

vegétal, appelé I’huile de cade ou « gatrane » pour soigner les affections dermiques ou lutter
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contres certains parasites chez I’hnomme et I’animal. Cependant, certains pasteurs utilisent les
cendres des feuilles et rameaux du genévrier oxycedre pour soigner quelques affections
ophtalmiques chez le bétail. En outre, nous avons constaté que les posologies et les quantités
du matériel végétal utilisé dans les préparations a base de genévrier varient d’un utilisateur a
un autre ; a titre d’exemples : la décoction de 25 baies rouges par tasse d’eau prise trois fois
par jour est efficace contre les affections pulmonaires, gaz intestinaux et la toux; ou a
préparer une boisson a partir des feuilles de genévrier rouge a raison de 25g dans 180 ml
d’eau bouillante et 15g de miel pour soigner les problémes de la miction, calculs rénaux a une
dose de 3 a 4 verres d’eau par jour. De surcroit, la consultation de certains ouvrages et sites
internet nous laisse perplexes devant la multitude des modes de préparation et les posologies
de cette plante, qui varient en fonction des espéces de genévrier d’une part, et des maux a

traiter d’autre part.

Tab. (08) - Résultats de I’enquéte ethnopharmacologique

o Mode de Utilisations
plante Partie utilisée . _ )
préparation (Pourcentage des réponses)
Traiter les pneumonies (26%) et
Infusion, gastrites (73,33%), mauvaise haleine
Feuilles et décoction, (6,66%), diurétique (33,33%), anti
fruits poudre, inflammatoire (16%), anti
o o cataplasme rhumatisme (8%), plaies et affections
Genevrie de phénicie : ]
_ _ cutanées (12%)
Juniperus phoenicea _ i i
) ) anti inflammatoire (16%), anti
Décoction _
rhumatisme (8%)
bois Soigner les affections de la peau et
pyrolyse combattre les maladies parasitaires
(60%)
Soigner les affections de la peau
o . _ (eczéma, psoriasis, vitiligo) et
Genévrier oxycedre : Feuilles et _ o
) _ pyrolyse combattre les maladies parasitaires
Juniperus oxycedrus bois )
(poux, lentes, gales, tiques, etc.
(60%)

46




Chapitre 11l _ETUDE ETHNOPHARMACOLOGIQUE DES ESPECES ETUDIEES

Les especes de Juniperus (Cupressaceae) sont généralement utilisées dans la médecine
alternative pour le traitement de différentes maladies: les rhumatismes, les maladies
inflammatoires, la bronchite, l'urticaire, la dysenterie, des saignements, la gale, les
champignons, hémorroides, etc. Par ailleurs, les résultats de notre enquéte sont globalement
en accord avec les données de la littérature.

En effet, I’usage du genévrier a des fins médicinales a été rapporté dans plusieurs enquétes
ethnobotaniques. Kahouadji (1995), rapporte que les feuilles de J. oxycedrus en décoction,
associées avec celles de Phillyrea latifolia L. et Calycotome villosa, représentent un bon
remede contre I’ictere. Par ailleurs, le genévrier commun et de phénicie sont conseillés dans la
prévention et le traitement de nombreuses affections, entre autres : diabéte de type 2, anti-
diarrhéique, maladies de la peau (eczéma), anti-colique, anti-psoriasis, carminatifs,
antiseptiques, diurétique, tonique et anti-inflammatoire, etc. (Jouad et al., 2001 ; Jaradat, 2005
; Hamza, 2011 ; Richard, 2012 ; Ait Ouakrouch, 2015). Cependant, le mode d’administration
de ces remedes varie en fonction des affections et des pathologies a traiter. Derwich et al.
(2010) rapporte que I’huile essentielle de J. phoenicea a été utilisée pendant des siécles
comme un inhalateur de vapeur pour traiter la bronchite et de contréler l'arthrite. Récemment,
El youbi et al. (2016) rapportent que la poudre des feuilles de J. oxycedrus L. est
recommandée en tant que cataplasme pour soigner I’eczéma ; tandis que la prise par voie
orale de thé et de poudre des feuilles et des baies de J. phoenicea L. respectivement, est
efficace contre I’asthme, I’hépatite et le rhumatisme. A I’inverse du goudron végétal extrait
par pyrolyse, I’huile essentielle du genévrier est peu connue chez la population d’étude, et ce
sont les individus ayant un niveau académique supérieur ou quelques herboristes qui savent
gu’on peut extraire du genévrier de I’huile essentielle. Toutefois, nous avons constaté que
I’huile essentielle vendue par certains herboristes est moins demandée car la plupart des gens
la trouve peu efficace voire inefficace et qu’il s’agit d’un mélange empirique d’une huile fixe
et d’huile essentielle, sans indication des proportions, pour usage externe ; tel que le massage,
pour la plupart de ces huiles. Cependant, le mangue de connaissances sur le potentiel toxique
de ces plantes limite leur application en toute securité.

Il est vraisemblable que la présente enquéte ethnopharmacologique ne nous permette pas a
elle seule d’affirmer ou de confirmer la toxicité des espéces étudiées. Dés lors, nous avons
procédé a une lecture comparative des résultats d’autres enquétes et travaux scientifiques afin
de mettre en évidence la toxicité éventuelle des genévriers. En effet, DerMarderosian &
Beutler (2004) ont constaté que les genévriers ont des effets allergiques indésirables chez
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I’espece humaine. Ceux-ci comprennent l'allergie professionnelle affectant la peau et des
voies respiratoires par une sensibilité au pollen de genévrier.

Dans d’autres rapports, ces mémes auteurs notent que les chinois, les japonais et les
philippins ont tendance a étre plus sensibles aux pollens de geniévre que les caucasiens, et que
le contact externe (la peau) aux préparations a base de genévrier cade pour traiter le psoriasis
peut causer des dommages de I’ADN des tissus humains d’une part. D’autre part, le 1-
terpinen-4-ol de I’huile essentielle de genévrier a un effet irritant du rein. De plus, I'huile peut
provoquer une irritation gastrique et peut provoquer la diarrhée. Par conséquent, son
utilisation est limitée a de faibles concentrations (moins de 0,01%). Ils rapportent aussi que
I’administration orale de genévrier oxycedre a une dose de 8014 mg / kg est létale pour le rat.

D’autres études ont montré que différents extraits de J. oxycedrus L. ont une faible toxicité
aigué. La dose létale 50 (DL50) cutanée de I’huile essentielle des baies chez le lapin a été
supérieure a 5 g / kg. Ces études ont montré aussi que I’emploi de plusieurs extraits des
especes de genevrier utilisés dans les parfums et les additifs biologiques ou dans des
formulations cosmétiques variées, avait peu de toxicité sur les animaux. Cependant, il y avait
des effets de sensibilisation au goudron (Morrie et al., 2004).

Enfin, Perry (2013) a constaté que J. communis a des effets indésirables tels que :
allergénique, augmentation du tonus utérin, des effets abortifs et emmenagogue. De méme, J.

sabina a des effets abortifs.

IV. Conclusion

L’enquéte ethnopharmacologique n’est qu’une partie de I’étude ethnobotanique, qui
permet d’avoir une idée sur les différentes utilisations des plantes a des fins thérapeutiques.
Néanmoins, cette enquéte nous a beaucoup aidé dans le choix d’une plante relictuelle des
piémonts ouest et sud ouest de I’atlas saharien, qui est le genévrier (J. phoenicea et J.
oxycedrus). Cependant, c’est le genévrier rouge qui est le plus abondant et le plus utilisé dans
la médecine traditionnelle dans la région d’étude. En effet, nous avons constaté que ce sont
bien les herboristes, les pasteurs ainsi que les personnes les plus agées qui ont une assez
bonne connaissance de cette plante. Auparavant, cette plante connaissait des utilisations tres
diversifiées dans plusieurs domaines, mais dont I’usage actuel en médecine traditionnelle
reste limité (traitement des gastrites) et devient I’apanage des personnes démunies ou qui

croient encore aux vertus médicinales ou magiques de cette plante.
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Enfin, il est certain que les données pharmacologiques et toxicologiques experimentales
seront importantes dans une approche thérapeutique, mais I'extrapolation des résultats obtenus
in vitro a des conditions in vivo reste difficile, en raison du manque de données sur la toxicité

de cette plante chez I’espece humaine.
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CHAPITRE IV : CARACTERISATION CHIMIQUE DES PLANTES ETUDIEES

I. INTRODUCTION

La composition en métabolites secondaires varie d’une espece végétale a une autre voire
méme au sein d’une méme espéce sous I’influence de divers facteurs génétiques et abiotiques
(édaphiques, climatiques, etc.). Cependant, la sélection du genévrier dans la partie sud ouest de
I’atlas saharien, a proximité de la frontiere algéro-marocaine, se justifie par le manque voire la
quasi absence d’études de la composition chimique des huiles essentielles de cette plante. C’est
dans ce contexte que nous aborderons dans ce chapitre le dosage de quelques métaux lourds, le
criblage phytochimique, I’extraction et I’étude de la composition chimique des huiles essentielles

des espéces sélectionnées.

Il. MATERIEL VEGETAL

Dans un premier temps, les feuilles et les baies de J. phoenicea ont été récoltées dans I’atlas
saharien (Site 1 : Jebel Morghad a Ain sefra dans la wilaya de Nadma, au sud ouest de I’ Algérie)
au mois de mars 2011, a une altitude de 1480 m. Dans un second temps, des feuilles et baies de J.
phoenicea et des feuilles de J. oxycedrus (pied méale) ont été récoltées en mois de décembre 2012
a environ 50 km au sud du premier site dans la région de Founassa (Site 2), aux coordonnées de
32°30'43.047" N de latitude, 0°50'9.669" O de longitude a une altitude de 1612 m et
32°32'43.047" N de latitude et a 0°51'9.669" O de longitude & une altitude de 1269 m

respectivement (figure 19).

Gibraltar

o
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I1l. DOSAGE DES METAUX LOURDS

Le dosage de quelques métaux lourds au niveau des feuilles et baies des especes sélectionnées
est réalisé en utilisant un spectrometre d’absorption atomique (SAA) (Perkin- EImer SAA300).
Les étalons et les échantillons a analyser sont préparés selon le protocole du manuel : Analytical
Methods for Atomic Absorption Spectroscopy, édité en 1996 par la société Perkin-Elmer.

I11.1. Incinération

La minéralisation par voie séche peut étre utilisée pour la préparation des échantillons pour la
détermination des métaux présents dans le matériel végétal étudié.
1- 20 a 30 mg de poudre végetale sont introduits dans un creuset en porcelaine;
2- le creuset est placé dans un four a moufle a une température de 300°C, puis on augmente la
température jusqu'a 400 & 500°C pendant 2 a 4H, pour obtenir des cendres blanches friables;
3- apreés le refroidissement du creuset on ajoute 1 & 2 ml d’acide nitrique (HNO3) (1N);
4- apres évaporation sur une plaque chauffante ou au bain de sable, on replace le creuset au four
a 400°C/ pendant 1H.

I11.2. Préparation des difféerentes solutions par attaque acide

Trois solutions (solution d’acide nitrique concentré, solution d’acide chlorhydrique concentre,
I’eau régale) peuvent étres utilisées pour extraire la totalité des métaux lourds dans la matiére
végeétale calcinée. Néanmoins, nous avons procédé a I’attaque par I’acide chlorhydrique.
a- Mise en solution des métaux par I’acide chlorhydrique (HCI)

- on introduit 0.5g de cendres dans un erlenmeyer et on ajoute 5ml de HCI concentré (35%).

- on chauffe I'erlenmeyer a une température de 40 - 60°C pendant 8h sous agitation;

- apres refroidissement, on filtre avec ringage a I’eau distillée. La solution finale est jaugée a
25ml.

111.3. Dosage des solutions

Le dosage des métaux lourds repose sur la disponibilité des lampes cathodiques spéciales pour
les métaux a doser. Cependant, nous n’avons la possibilité de doser que quelques métaux lourds
(Cu, Fe, Pb, Zn) par spectrométre d’absorption atomique (SAA PerkinElmer 300). En paralléle,
des solutions étalons, pour chaque métal, sont préparées a différentes concentrations en (ppm)

puis dosées. Le blanc (contréle) contient tous les réactifs excepté I’échantillon a doser (le test).
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I11.4. Calcul de la teneur en métaux
La teneur des metaux lourds (mg) dans la matiére végétale seche (kg), est calculée par la
formule suivante:
T (ppm) = X*V / M*D

X : Concentration en ppm (mg/l) mesurée par le spectromeétre ;
V : Volume final en ml de la solution d’attaque;
M : Masse en g de la prise d’essai;

D : Facteur de dilution.

I11.5. Résultats et discussion
I11.5.1. Teneur en cendres

La mineralisation par calcination nous a permis de déterminer la teneur en cendres (%) dans la
matiére seche (MS) des trois especes étudiées (tableau 09).

Tab. 09 - Taux des cendres des feuilles et baies de J. phcenicea et J. oxycedrus

Taux en cendres (% MS)
Echantillon J. pheenicea J. pheenicea J. oxycedrus
Site 1 Site 2 Site 2
Feuilles 5,64 5,68 5,74
Baies 2,50 2,54 -

On constate qu’il n y a pas grandes différences dans les taux de cendre entre les especes
étudiées. Cependant, le taux de cendres des feuilles est supérieur a celui des baies ; il est presque
le double par rapport aux baies. Néanmoins, Achak (2006) a obtenu un taux de 4,83 % au niveau
des feuilles. Ce résultat montre bien que les feuilles de Juniperus pheenicea de I’atlas saharien de
I”’Algérie sont plus au moins riches en matiére minérale que les feuilles de Juniperus pheenicea
des montagnes de I’ Atlas, Marrakech (Maroc). Par contre, les feuilles de Juniperus oxycedrus du
Maroc sont plus riches en matiere minérale que celui de I'Algérie. En effet, Achak (2006) a

obtenu un taux de 9,25 % au niveau des feuilles.
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111.5.2. Teneur en métaux
Les résultats du dosage de quelques métaux en ppm (partie par million) dans la matiéere seche
(MS) des trois especes étudiées sont regroupés dans le tableau 10.

Tab. 10 - Teneur en métaux des feuilles, baies et des rameaux de J. pheenicea et J. oxycedrus

Taux en métaux (ppm)

J. pheenicea J. pheenicea J. oxycedrus
Echantillon Site 1 Site 2 Site 2

Fe Pb Zn Cu Fe Pb Zn Cu Fe Pb Zn Cu

Feuilles 13,02 | 1,18 | 0,38 | 0,95 | 13,12 | 1,21 | 0,41 | 0,98 | 16,10 | 1,31 | 0,35 | 0,87

Baies 20,18 | 0,84 | 1,18 | 0,92 | 20,21 | 0,87 | 1,17 | 0,96 - - - -

On remarque que les feuilles et les baies de J. pheenicea de I’atlas saharien sont riches en
fer. Toutefois, la teneur en zinc est presque la méme dans les feuilles et les baies des deux
especes de J. phoenicea des deux sites let 2, ainsi que dans les feuilles de J. oxycedrus.
Néanmoins, ces teneurs en zinc restent les plus faibles par rapport aux autres métaux. Les teneurs
des feuilles de J. phoenicea en métaux comparés aux résultats obtenus par Achak (2006): fer (19
ppm), plomb (1 ppm), cuivre (4 ppm), zinc (4 ppm) montrent que nos échantillons sont moins
riches en métaux dosés. Par contre, les feuilles de J. oxycedrus de notre échantillon ont une
teneur en fer (16,1 ppm) supérieure a celle des feuilles de J. oxycedrus (7 ppm) des montagnes
du grand atlas au Maroc (Achak, 2006).

IV. CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE
Le criblage phytochimique consiste a réaliser des tests présomptifs de métabolites secondaires

dans un matériel végétal.

IV.1. Matériel et méthodes

Il existe plusieurs variantes des tests dédiés au criblage phytochimique. Cependant, on a
procédé avec les protocoles expérimentaux réalisés sur le genre Juniperus dans les travaux de
Achak (2006). Par ailleurs, le témoin dans chaque test doit contenir tous les réactifs excepte le

test.
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IV.1.1. Les flavonoides

4g de mateériel vegétal broye sont extraits par 20ml de méthanol pendant 15min. A 1ml de cet
extrait filtré, on ajoute 5ml d’alcool a 50% et 1 ml de I’acide chlorhydrique concentré et 2 a 3
copeaux de magnésium. La réaction est positive lorsqu’une couleur rouge apparait au bout de

quelques minutes (Paris et Nothis, 1969).

IV.1.2. Les alcaloides

10g de matériel végétal broye sont agités dans 50ml d’acide sulfurique (H,SO4 0,1N) pendant
15min. la solution obtenue aprés filtration est alcalisée par 5ml d’une solution d’ammoniaque a
25% puis diluée par 50ml d’eau distillée. L’extraction des alcaloides se fait avec 50ml de
dichlorométhane. Le résidu obtenu aprés évaporation sous vide est additionné de 2ml d’H,SO,4
(0,5N) et quelques gouttes du réactif de Dragendroff. La présence des alcaloides est indiquée par

la formation d’un précipité rouge orangé (Paris et Nothis, 1969).

IV.1.3. Les tanins

L’addition au décocté du matériel végétal a 50% d’une goutte d’une solution aqueuse de
chlorure ferrique (FeCls 2%) donne en présence des tanins une coloration bleu foncée ou vert
foncee (Mazliak, 1974).

IV.1.4. Les quinones

On réalise une extraction en milieu acide par le chloroforme : on ajoute 20ml de chloroforme
au materiel végétal broyé (2g) et humecte avec 2ml d’acide chlorhydrique (0,1N). Apres
filtration au bout de quelques heures de contact, la liqueur organique est agitée avec 5ml
d’ammoniaque diluée au 1/2 a partir d’une solution a 25%. Une coloration rose, rouge ou

violacée se développe si la réaction est positive (Bouquet, 1962).

IV.1.5. Les terpénes et stérols

4g de matériel végétal broyé sont extraits par 20ml de méthanol pendant 15min. Apres
filtration et évaporation, 1mg de I’extrait alcoolique est solubilisé dans quelques gouttes d’acide
acetique additionné de 3ml du mélange (anhydride d’acide acétique — acide sulfurique concentré

50/1). L apparition d’une coloration verte indique la présence de ces composeés (Bouquet, 1962).
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IV.1.6. Les saponines (saponosides)
On prépare le décocté du matériel végétal a 20% et aprés la filtration on agite pendant une
minute. La réaction est positive lorsqu’on note la formation d’une mousse stable de 1 a 10cm

pendant au moins 10min (Pharmacopée Francaise (8°™ édition), 1965).

IV.1.7. Les anthraquinones

A I’extrait chloroformique de chaque échantillon, on ajoute du KOH aqueux 10% (v/v). Apres
agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au
rouge (Mazliak, 1974).

IV.1.8. Les anthocyanes
L’infusé du matériel végétal a 10% est additionné d’acide chlorhydrique concentré. La
réaction est considérée comme positive en présence d’une coloration rouge (Mazliak, 1974).

IV.2. Résultats et discussion
Les résultats du criblage phytochimique des trois espéces sélectionnées sont donnés au
tableau 11.
Tab. 11 — Reésultats du criblage phytochimique

J. pheenicea S1 et S2 | J. oxycedrus
Meétabolites
Feuilles Baies Feuilles

Flavonoides + + +
Alcaloides + + -
Tanins + + ¥
Quinones - - -
Terpénes et stérols + + +
Saponosides + + +
Anthraquinones - - -
anthocyanes - - -

+ : Présence. - : Absence.
Le criblage phytochimique est une étape primordiale dans la recherche de drogues végétale.
Cependant, I’analyse de nos échantillons révéle en effet la présence de la plupart des classes de

métabolites secondaires. Toutefois, on remarque que seules les feuilles de J. oxycedrus ont donné
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un résultat négatif. Ceci peut étre di a I’absence de ces métabolites ou a la faible teneur de cette
espéce en alcaloides. Par ailleurs, ces résultats sont relativement en accord avec ceux obtenus par
(Achak, 2006) et (Mazari, 2009).

V.EXTRACTION ET ANALYSE DES HUILES ESSENTIELLES
V.1. Matériel et méthodes
V.1.1. Détermination de la teneur en eau
La teneur en eau du matériel végétal a été déterminée par le procédé de séchage dans une
étuve a 103 °C +/- 2 °C jusqu'a obtention d'un poids constant (Satrani et al., 2007). Elle est
calculée par la formule suivante:
T% = (poids a — poids B) /poids a x 100.
a : poids de I’échantillon (feuilles ou baies fraiches).

B : poids du I’échantillon (feuilles ou baies séches).

V.1.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des feuilles et des baies des especes de J. pheenicea et J.
oxycedrus a été effectuée par hydrodistillation (HD). Dans chaque essai, 200 g de matériel
végétal ont été soumis a I'hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger pendant 3 heures.
L'huile essentielle obtenue a été conservée a +4° C jusqu'a son utilisation (Dob et al,. 2006)
(figure 20).

Fig. 20 - Montage de I’hydrodistillation
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V.1.3. Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile essentielle et le poids
de la partie de la plante a traiter. Le rendement exprimé en pourcentage a été calculé par la
formule suivante (Carré, 1953) :
R=(Pg/Pa)x 100
Pg : Poids de I'huile en g.
Pa : Poids des feuilles ou baies seches en g.
R : Rendement de I'huile essentielle en pourcentage.

V.1.4. Caractérisation physicochimique

Des techniques conformes aux normes AFNOR (1992) ont été suivies pour déterminer la
densité relative a 20 °C, le pouvoir rotatoire a I'aide d'un polarimétre et I'indice de réfraction par
un réfractometre a 20 °C. Cependant, I’indice de réfraction est calculé par la formule suivante :
Ny = Nn¢ +0,00045 (t- 20°C) avec:

Nyo : indice de réfraction a 20°C;

n: : indice de réfraction lu a la température ambiante;

t : température de mesure.

V.1.5. Composition chimique

L’analyse et I’identification des constituants des huiles essentielles ont été réalisées par les
techniques chromatographiques. La chromatographie couplée a la spectrométrie de masse nous a
permis, a l'aide des banques de données spectrales (par comparaison des spectres de masse de
chaque constituant) de déterminer les composés. Par contre la chromatographie munit d'un

détecteur a ionisation de flamme permet la quantification.

V.1.5.1. La chromatographie en phase gazeuse - détecteur a ionisation de flamme (CPG-
DIF) couplée a la spectrométrie de masse (SM)

Les analyses CPG-DIF et CPG-SM sont effectuées simultanément sur un Thermo Fisher
Scientific Trace CG Ultra utilisant un diviseur SM-DIF en quartz, une colonne de réduction en
silice fondue (20 cm x 0,1 mm) a I’interface CG-SM et une colonne de silice fondue désactivée
qui sert de ligne de transfert au détecteur DIF. L’injecteur split/splitless est chauffé a 230 °C et
connecté a une colonne capillaire SE-52 (50 m x 0,25 mm x 1,0 um). Le détecteur DIF

fonctionne a 250 °C. Le volume de I’échantillon (huile essentielle) injecté est de 0.1 pl a I’aide
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d’une seringue a aiguille de 0,5 ul avec un rapport de division de 1:100 en utilisant un
échantillonneur automatique (TriPlus RSH Autosampler). L’identification des substances est
assurée avec un spectrometre de masse type Thermo Fisher Scientific 1SQ avec un chauffage de
I’interface CG-SM a 250 °C, source d’ions 230 °C, mode Impact Electronique (IE) a 70 eV,
filament 50 YA, plage de balayage 40 — 60 uma. La température de la colonne est programmée
comme suit : 60°C pendant 1 min jusqu’a 230°C a raison de 3°C/min, puis 230°C pendant 12,3

min. Le gaz vecteur est I'hélium 5,0 réglé a un débit constant de 1,5 ml / min.

V.1.5.2. Identification des composés

L’identification des composés est faite a I’aide du logiciel Thermo Xcalibur 2.2 en corrélant
les spectres de masse obtenus aux bases de données NIST 08 (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, Maryland), Wiley Registry of Mass Spectral Data 8° edition (Wiley,
Hoboken, New Jersey) (Adams, 2001), terpenoides MassFinder library (Hochmuth, Hambourg,
Allemagne). Les indices de rétention sont déterminés selon (Van Den Dool et Kratz, 1963 ;
National Institute of Standards and Technology, 2013). La quantification est réalisée par le calcul

des aires en dessous des pics normalisés du chromatogramme.

V.2. Résultats et discussion
V.2.1. Teneur en eau
La teneur en eau des feuilles de J. phoenicea des sitel et site2 sont de 41,9 % et 46 %
respectivement. Cependant, les baies renferment plus d’eau que les feuilles, avec des teneurs qui
varient de 43 a 48 % dans les deux échantillons respectivement. Ces valeurs montrent que les
feuilles du genévrier de phénicie de I’atlas saharien contiennent plus d’eau que celui du Maroc
(32%) (Achak, 2006). Toutefois, la teneur en eau des feuilles de J. oxycedrus est de 31,53%, elle
aussi supérieure a celle des feuilles de genévrier oxycedre du Maroc (25.83%) (Achak, 2006).
Par ailleurs, on peut justifier ces variations de la teneur en eau par I’impact de plusieurs
facteurs, notamment, les conditions physiologiques et environnementales (les conditions

climatiques), ainsi que la répartition géographique (Hopkins et al., 2003).
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V.2.2. Rendement de I’hydrodistillation
Les rendements d’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles obtenus sont donneés

au tableau 12.

Tab. 12 — Rendements (%) en huiles essentielles des espéces étudiees

Espéce Feu_illes Feuilles Fruits

fraiches seches Secs
J. phoenicea (site 1) 0,6 0.9 2.0
J. phoenicea (site 2) - 0,68 2,5
J. oxycedrus (site 2) - 0,1 -

On constate que les rendements de I’hydrodistillation des baies (sitel: 2 % et site2: 2,5 %)
représentent le double de ceux obtenus avec les feuilles séches de J. phoenicea des deux sites
(sitel: 0,6% et site2: 0,9 %), alors qu’ils sont trés faibles pour les feuilles seches de J. oxycedrus
(0,1 %). Les rendements obtenus avec le méme procédé d’extraction a partir des feuilles seches
de J. phoenicea de la région de Marrakech (Maroc) sont en partie similaires a nos résultats (0,9
%) (Bahri et al., 2011). Cependant, nos rendements sont supérieurs a ceux obtenus par
(Cavaleiro et al., 2006; Bouzouita, 2008 et Mansouri et al., 2010).

En ce qui concerne les feuilles séches de J. oxycedrus pied male, le rendement en huile
essentielle est de 0,1%. Cette valeur a été obtenue par plusieurs auteurs (Dob et al., 2006 ;
Mansouri et al., 2010). Néanmoins, le rendement en huile essentielle des feuilles séches de
Juniperus oxycedrus récoltées dans la région d’Amassine-Ourika, & une altitude de 1300 m, de
Marrakech (Maroc), a atteint 0,01% (Achak, 2006).

Par ailleurs, le rendement en huiles essentielles est sous l'influence de facteurs divers, entre
autres, I’ensoleillement, la nature et les composants du sol, la température, I’altitude, le climat, la

région de culture et la composition génétique des individus (Achak, 2006 ; Massei et al., 2006).

V.2.3. Caractérisation physicochimique

Les propriétés physico-chimiques telles que : la densité relative, le pouvoir rotatoire, I'indice
de réfraction, etc. constituent un moyen de vérification et de contréle de la qualité des huiles
essentielles.
V.2.3.1. Densité relative

Les densités relatives moyennes des huiles essentielles des feuilles et baies séches de J.

pheenicea (S1 et S2) mesurées a 20 °C sont égales a 0.97 et 0,88 respectivement, alors qu’elle est

59



Chapitre AV CARACTERISATION CHIMIQUE DES PLANTES ETUDIEES

égale a 0.93 pour les feuilles seches de J. oxycedrus. Toutefois, on remarque bien que ces

densités sont inférieures a celle de I'eau.

V.2.3.2. Indice de réfraction

L'indice de réfraction provient du phénomene de réfraction qui désigne le changement de
direction de la lumiere au passage d'un milieu a un autre. On a trouvé que cet indice est égal a
1,46 pour les baies et 1,47 pour les feuilles seches de J. pheenicea (S1 et S2). De plus, I’huile
essentielle des feuilles seches de J. oxycedrus a un indice de 1,46. Par ailleurs, l'indice de
réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en dérivés oxygénés
(Boukhatem et al., 2010).

V.2.3.3. Pouvoir rotatoire

Les huiles essentielles du genévrier de phénicie et d’oxycedre sont plus solubles dans I'hexane
et I'éthanol. On a trouvé que les pouvoirs rotatoires dans I'éthanol sont égales a + 9,50° et + 7,65°
et dans I'nexane ils valent + 9,40° et + 8,25° pour les feuilles et les baies seches de J. pheenicea
(S1 et S2) respectivement, ce qui montre bien que ces huiles essentielles sont dextrogyres. Par
contre, le pouvoir rotatoire de I’huile des feuilles séches de J. oxycedrus est égale a -8.2°, ce qui

montre qu’il s’agit d’une huile essentielle 1évogyre.

V.2.4. Composition chimique

Les résultats de I’analyse chimique des huiles essentielles étudiées par CG-DIF et CG-SM
sont donnés aux tableaux 13, 14 et 15. Une premiere lecture de ces résultats montre bien que ces
huiles représentent des mélanges complexes de composés chimiques (terpenes et dérivés,
alcools, aldéhydes, phénols, etc.).
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Tab. 13 - Composition chimique des huiles essentielles de Juniperus pheenicea (site 1)

Aire % | Aire % ) Aire % | Aire % )
] . Aire % ] . Aire %
IR Substances Feuilles | Feuilles ) IR Substances Feuilles | Feuilles )
. X Baies A o Baies
fraiches | seches fraiches | séchées
Oxyde d’a-Pinéne
771 Toluéne - - 02 | 1137 isomere? 0.5 0.2 06
800 Hexanal i - 0.1 1156 | Trans-Pinocarvéol 0.8 0.1 11
852 | Trans-2-Hexenal - - 01 | 1158 Cis-Verbénol 2.0 - -
854 Cis-3-Hexenol 0.1 - 02 | 1162 Camphre 0.7 0.1 1.9
Hydrate de
932 Tricycléne 0.1 0.2 0.2 1166 Camphéne l - 0.1
945 a-Pinéne 296 | 559 | 566 | 1171 | Trans-Verbénol 0.1 - -
957 a-Fencheéne 0.1 0.3 03 | 1176 |  Pinocamphone 0.2 - -
p-Mentha-1,5-dién-
960 Camphéne 0.2 0.4 o5 | 1178 8.0l 0.5 0.1 1.6
964 | Thuja-2,4(10)-diéne | 0.1 0.2 02 | 1182 Borneol 0.1 - 04
982 Sabinéne 0.1 0.1 01 | 1188 Isogeranial - - 0.1
988 p-Pinene 0.5 0.8 1.0 1191 Terpinéne-4-ol 0.9 0.2 1.1
993 Myrcéne 0.7 1.8 2.0 1194 p-Cyméne-8-ol . - 0.3
1013 a-Phellandrene 0.1 0.2 1.0 1195 Cyméne-8-ol 0.6 - -
1020 6'3'Caréne 05 23 09 1201 Cryptone 01 - -
1025 a -Terpinéne 0.1 0.1 01 | 1203 a-Terpinéol 13 0.2 3.3
1033 p-Cyméne 0.3 0.4 03 | 1211 Myrténol 0.1 0.1 0.3
1038 Limonéne 0.5 0.7 0.9 1212 Myrténal . - 05
1040 B-Phellandréne 0.5 15 0.7 1226 Verbénone 0.9 0.1 1.9
1050 (E)-B-Ocimene - 0.1 01 1 1230 Trans-Carvéol - - 0.7
1067 y-Terpinéne 0.1 03 03 | 1231 Citronellol 2.6 08 -
Trans-oxyde de
1081 linalol 0.2 - - 1257 | Acétate de linalyle - 0.6 0.3
1098 Terpinoléne 0.4 0.5 0.6 1261 4-7-decén-1-ol 16 0.6 0.3
1103 Linalool 22 07 05 | 19gp | Cis-acetatede ] ] 01
chrysanthényl
1108 6-Camphénone - - 0.1 | 1269 Pipéritone 0.5 0.1 0.1
Oxyde d” a -Pinene )
1112 . X - - 0.1 Acétate
isomérel 1284 d"isopulegyle 0.8 0.6 0.3
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Tab. 13 (suite) - Composition chimique des huiles essentielles de Juniperus pheenicea (site 1)

Aire % | Aire % ) Aire % Aire % )
] ] Aire % ] . Aire %
IR Substances Feuilles | Feuilles ) IR Substances Feuilles | Feuilles )
Baies Baies
fraiches | séches fraiches séchées
Trans- acétate ]
1292 ] - 0.2 0.1 1517 B-Selinéne 0.2 - -
d'oxyde de linalol
Acétate d'oxyde de .
1292 . 0.8 - - 1522 | y-Amorphene 25 1.6 0.8
linalol
1299 | acétate de bornyle 0.6 0.3 0.3 1542 Cubébol 0.1 0.4 0.2
1314 | 2E,AE-Decadiénol 0.9 0.3 0.2 1545 8- Cadinéne 2.4 1.6 0.9
1323 | 2,4-Decadiéen-1-al 0.1 - - 1547 Calameneéne 1.0 0.4 0.2
Carvacrol méthyl
1334 0.4 - - 1550 Zonaréne 0.7 0.5 0.2
éther
1344 | Acétate de carvyle 0.2 0.1 - 1572 Elemol 2.6 0.9 0.6
. Oxyde de
1353 3-Elemene 0.1 0.2 0.1 1619 . 1.3 0.5 0.4
caryophylléne
Acétate d'a - Epoxyde Il
1361 2.7 1.2 0.6 1645 0.4 0.2 0.1
terpényle d’humuléne
1366 a-Cubébene 0.1 0.1 0.1 1658 | 1-epi-Cubénol 4.3 1.9 0.9
, , t-Cadinol + t-
1368 | Acétate de neryle 0.1 - - 1670 14 0.5 0.3
Muurol
1384 | Geranyl acetate 0.1 - - 1673 Cubenol 0.7 0.3 0.2
1398 a-Copaéne 0.3 0.2 0.1 1683 a-Cadinol 1.8 0.4 0.4
1 19
B-Elemene 0.9 0.5 0.3 Nonandecane 0.2 - -
411 01
1449 | pB-Caryophylléne 2.6 1.6 1.3 2001 Eicosane 0.4 - 0.6
1453 v-Elemene 0.4 0.2 0.1 2014 Abiétal - 1.7 -
L Oxyde de
1463 Thujopséne 0.5 0.4 0.1 2037 13 1.0 0.5
Manool
1483 a-Humuléne 1.1 0.7 0.6 2087 Abiétadiéne - 0.3 0.8
7oH, 106H-
1497 Cadina-1(6),4- 1.0 1.0 0.4 2100 | Heneicosane 0.4 - 0.8
diéne
1509 Germacrene D 2.1 1.7 15 Total 88.8 91.3 94.7

IR: Indice de rétention
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Tab. 14 - Composition chimique des huiles essentielles de Juniperus pheenicea (site 2)

IR Substances Aire % | Aire % IR Substances Aire % | Aire %
feuilles | baies feuilles | baies
932 Tricycléne 0,2 0,27 1229 Trans-carvéol - 0,05
944 o-pinéne 62,56 | 80,52 | 1230 Citronellol 0,42 -
957 a-fenchéne 0,33 0,26 1257 acétate de linalyle 0,53 -
960 Campheéne 0,55 0,49 1260 4-(Z)-decén-1-ol 0,17
964 Thuja-2,4(10) diéne 0,31 0,14 1283 Acétate d’isopulegyle 0,2 -
982 Sabiene - 0,22 1292 | Acétate d'oxyde de linalol 0,1 -
988 B-pinéne 1,07 1,58 1299 Acétate de bornyle - 0,05
993 Myrceéne 3,5 2,4 1354 d-eleméne 0,13
1013 a-phellandréne 0,35 0,03 1360 Acétate d'o -terpényle 0,23 0,08
1019 3-3-caréne 1,92 0,6 1398 o-copaéne 0,16 0,04
1025 o-terpinene 0,09 0,02 1410 B-eleméne 0,56 0,29
1032 p-cymene 0,7 0,24 1428 o-gurjunéene 0,07 0,16
1037 Limonéne 1,33 0,61 1448 (E)- B-caryophllene 1,67 1,96
1040 B-phellandréne 3,46 0,36 1452 y-eleméne 0,15 0,1
1050 E- B -ociméne - 0,01 1463 (E)-b-farneséne - 0,03
1066 y-terpinéne 0,27 0,04 1476 Cadina-3,5-diéne 0,1 -
1097 Terpinoléne 0,54 0,21 1482 a-humuléne 0,66 0,7
1102 Linalool 1,14 | 1agp | OO Cadina -
1(6),4-diéne
1137 Epoxyde d’a-pinéne - 0,15 1498 y-muuroléne 0,24
1155 Trans-pinocarvéol 0,08 0,19 1508 Germacrene D 1,51 2,06
1157 Cis-verbénol - 0,23 1521 y-amorphéne 1,41 -
1161 Camphre - 0,17 1522 a-muuroléne - 0,23
1177 | p-mentha-1,5-dién-8-ol - 0,08 1542 cubébol - 0,12
1182 Bornéol - 0,03 1544 d-cadinéne 1,67 0,34
1190 Terpinén-4-ol 0,08 0,1 1546 Calamenéne 0,5 -
1194 p-cymeén-8-ol - 0,04 1549 Zonaréne 0,39 -
1202 o-terpinéol 0,44 0,26 1571 Elemol 1,13 0,39
1210 Myrténol - 0,04 1618 Oxyde de caryophylléne 0,58 0,44
1212 Myrténal - 0,04 1644 Epoxyde Il d’humuléne 0,16 0,16
1225 Verbénone - 0,07 1657 1-épi-cubénol 1,43 -
Total 94,8 96,97
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Tab. 15 - Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Juniperus oxycedrus

IR Substance Aire % | RI” Substance Aire %
932 Tricyclene 0.12 | 1296 Trans-anethol 0.04
943 a-pinéne 33.41 | 1367 o —cubebéne 0.18
957 a —fenchéne 0.29 | 1398 o —Copaene 0.31
959 Campheéne 0.23 | 1410 B-eleméne 1.12
963 Thuja-2,4(10)diene 0.14 | 1427 o —gurjunéne 0.66
981 Sabinene 0.11 | 1445 [-copaene 0.29
988 B-pinene 0.97 |1448 (E)B—caryophlléne 2.4
992 Myrcéne 1.06 | 1452 y-eleméne 0.09

1012 a —phellandréne 0.04 | 1483 a —humulene 2.47
1019 d-3-caréne 3.66 | 1499 y-muurolene 2.8
1024 a —terpinene 0.03 | 1509 Germacréene D 23.66
1032 p-cymene 0.1 1522 y-amorpheéne 1.18
1037 Limonene 0.43 | 1539 y-cadinene 4.76
1039 B-phellandréne 0.17 | 1544 d-cadinene 2.74
1066 y-terpinéne 0.03 | 1562 a —cadinéne 0.36
1069 Octanol 0.04 | 1569 a —calacoréene 0.11
1097 Terpinoléne 0.33 | 1618 | Oxyde de caryophylléne 0.39
1137 | epoxide d’a -pinene 0.2 1644 | Epoxyde Il d’humuléne 0.33
1154 trans-pinocarveol 0.2 1657 1-epi-cubénol 0.43
1157 Cis-verbénol 0.08 | 1668 T-cadinol 0.68
1161 Camphre 0.03 | 1683 a —cadinol 0.19
1177 | p-mentha-1,5-dien-8-ol | 0.18 | 1699 2,3-dihydrofarnesol 0.25
1190 Terpinen-4-ol 0.06 |1728 Farnesal 0.15
1211 Myrtenal 0.09 |1732 Farnesol 0.43
1229 Trans-carveol 0.04 | 1755 Farnesal isomer 0.23
1296 Trans-anethol 0.04 | 2037 Oxyde de manoyle 0.22
Total 88.51

En effet, les huiles essentielles des deux sites 1 et 2 sont riches en métabolites secondaires,
mais avec quelques différences dans le nombre et les quantités des composés chimiques présents.
On constate que les huiles essentielles des feuilles (F1) (fraiches et seches) et les baies seches
(B1) de J. phoenicea du site 1 renferment 74, 61 et 72 des composés, soient 88,8%, 91,3% et
94,7 % respectivement. Par contre, I’analyse chimique des feuilles séches (F2) et baies séches
(B2) de J. phoenicea du site 2 a permis I’identification de 44 et 46 composes, soient 94,8 % et
96,97 % respectivement. Par ailleurs, ces huiles sont dominées par 1’a-pinene : F1 (feuilles
fraiches: 29,6 % ; feuilles séches: 55,9 %) et B1 (baies séches: 56,6 %) vs F2 (feuilles séches:
62,56 %) et B2 (baies seches: 80,52 %). Toutefois, la composition de 50 échantillons d’huiles

64



Chapitre AV CARACTERISATION CHIMIQUE DES PLANTES ETUDIEES

essentielles des feuilles seches de J. phoenicea var. turbinata récoltées en huit endroits de
I’ Algérie sont dominées par les monoterpénes (a-pinéne 30,2 a 76,7 %) (Bekhechi et al., 2012).
Les huiles essentielles des feuilles seches de J. phoenicea du Maroc (Achak et al., 2008) et J.
phoenicea var. turbinata de I'Espagne et du Portugal sont également riches en a-pinéne (38,2%,
28,3% et 34,1%, respectivement) (Bahri et al., 2011). Dans une autre étude, Cavaleiro et al.
(2006) confirme la richesse des feuilles séches et baies du genévrier de phénicie du Portugal en
monoterpenes dont I'a-pinéne représente 66,7% et 48,2 %.

Ces huiles essentielles renferment d’autres composés mais a des quantités moindres par
rapport au compose majoritaire (a-pinene). En effet, et a titre d’exemple, le 5-3-caréne est
présent dans nos échantillons aux concentrations de F1: 2,3%, B1: 0,9%, F2: 1,92 % et B2 :
0,6% ; alors que I’huile essentielle des feuilles du Maroc en renferme 6,6% (Achak, 2006).

En ce qui concerne I’huile essentielle des feuilles séches de J. oxycedrus, I’analyse chimique
montre qu’elle renferme 52 composés dont 1’a-pinéne (33,41%) et le germacréne D (23,66%)
représentent les composes majoritaires ; alors que I’oxyde de manoyle ne représente que
(0,22%). Cette composition differe quantitativement de I’huile essentielle des feuilles seches de
Juniperus oxycedrus de la région de Marrakech (Maroc): a-pinene (17,1%), oxyde de 13-épi-
manoyle (12,5%) (Achak, 2006). Cependant, Adams (1998) rapporte dans ces travaux que toutes
les huiles essentielles des espéces de Juniperus dans la section Juniperus (sect. oxycedrus) sont
dominées par les monoterpénes (a-pinéne, sabinene et limonene).

Par ailleurs, en comparant la composition de notre huile a celle obtenue par Adams (1998), on
peut suggérer que notre genévrier oxycedre est plus riche en a-Muuroléne (2,8 % vs traces) et
Germacréne D (23,66 % vs < 0,5%). Cette composition différe aussi quantitativement de celle
obtenue par (Dob, 2006), donc il peut s'agir d'un nouveau chimiotaxon issu d'une distribution

géographique différente.

VI. Conclusion

La caractérisation chimique des espéces spontanées de J. phoenicea et J. oxycedrus de I’atlas
saharien, au sud ouest de I’Algérie, nous a permis de connaitre quelques caractéristiques
physicochimiques des huiles essentielles et le profil phytochimique de cette plante. En effet, les
especes étudiées contiennent des métabolites intéressants, tels que : flavonoides, alcaloides,
tannins, saponosides, terpénes et stérols. Par ailleurs, I’utilisation de la CPG-SM dans I’analyse

chimique des huiles essentielles, extraites par hydrodistillation & partir des feuilles et fruits, a
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révelé une richesse en espéces chimiques diversifiées. Cependant, I’alpha-pinéne reste le
composé majoritaire de ces huiles essentielles. De plus, I’espéce J. oxycedrus contient du delta-

germacrene a un taux plus au moins élevé.
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CHAPITRE V: ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HUILES ESSENTIELLES

I. Introduction

Les huiles essentielles ont un large éventail de propriétés biologiques, telles que
antimicrobienne, anticancéreuse, analgésique, antioxydante, anti-inflammatoire, etc. Dans le
but de contribuer a la valorisation des cupressacées, nous allons essayer, dans ce présent
chapitre, d’étudier I’activité antimicrobienne et I’effet antioxydant des huiles essentielles
obtenues par hydrodistillation, a partir des feuilles et baies de J. phoenicea et J. oxycedrus de

I’atlas saharien.

Il. Mateériel et méthodes
I1.1. Activité antimicrobienne
L’effet antimicrobien des huiles essentielles des feuilles et baies de J. phoenicea et J.

oxycedrus a été testé sur des souches cliniques.

I1.1.1. Les souches microbiennes

Il s’agit de quatre bactéries a gram négatif: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, une bactérie a gram positif: Staphylococcus
aureus et d’une levure: Candida albicans. Ces souches ont été fournies par le laboratoire de
microbiologie de I’hdpital d’Ain Tadless a Mostaganem (Algérie). Elles ont été isolées a
partir de patients hospitalisés infectés, puis identifiées a I’aide de galeries: APl 20 E

(Enterobacteriaceae), API Staph (Staphylococcus aureus).

11.1.1.1. L antibiogramme

La sensibilité des souches microbiennes aux antibiotiques (ATB) a été réalisée par la
méthode de diffusion en gélose Muller-Hinton pour les souches bactériennes et la gélose
Sabouraud + chloramphénicol pour la levure. On a préparé des suspensions microbiennes de
10° cellules/ml & partir de cultures jeunes dans une solution salée (0,85%) stérile, a une
densité comprise entre 0,08 et 0,1 a 625 nm (Remmal et al., 1993). Aprés ensemencement des
boites de Petri (témoins et tests), on a déposeé les disques d’ATB dans les boites de cultures a
tester (tableau 16), puis on a incubé a 37°C pendant 24H. Aprés incubation, les diametres

d’inhibition sont mesurés et comparés aux diameétres critiques (d et D) de références.
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La classification des souches bactériennes en catégories cliniques: Sensible (S), Résistant
(R) et Intermédiaire (1) aux antibiotiques est définie par le comité de I’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2011). Toutefois, en l'absence de toute norme
officielle, en tant que référence pour l'interprétation des tests antifongiques, les diametres
critiques pour la sensibilité aux substances antifongiques de référence a été subjectivement
fixée a >17 mm pour les triazoles et >15 mm pour I’amphotéricine B. Les souches fongiques
sont considerées comme résistantes quand les diametres sont <13 mm pour les triazoles et <12
mm pour I'amphotéricine B (Amar et al., 2013).

En ce qui concerne la catégorisation des souches vis-a-vis I’effet antimicrobien des huiles
essentielles, les diameétres des zones d’inhibition ont aussi été subjectivement fixés a <12 mm
pour les souches résistantes, ]J12mm — 18mm] pour une sensibilité intermédiaire et >18 mm
comme sensibles (Ponce et al., 2003 ; De Billerbeck, 2007 ; Rusenova et Parvanov, 2009 ;
Upadhyay et al., 2010).

Tab. 16 — Les antibiotiques testés

Les antibacteriens Les antifongiques
Céfazoline (30 pg) Amphotéricine B (100 pg)
Amoxicilline + Acide Clavulanique (20/10 ug) Econazole (50 ug)
Oxacilline (5 pg) Miconazole (50 ug)
Néomycine (30 pg) Clotrimazole (50 ug)
Gentamicine (30 ug) Flucytosine (1 pg)

Acide nalidixique (30 ug)

Chloramphénicol (30 pg)

Ampicilline (10 pg)
Sulfaméthoxazole-trimethoprime (1.25/23.75 ug)
Colistine (10 pg)

Norfloxacine (5 ug)

Pristinamycine (15 pug)

Erythromycine (15 pug)

Doxycycline (30 pg)

68



Chapitre V ACTIVITES BIOLOGIQUES DES HUILES ESSENTIELLES

11.1.1.2. L’aromatogramme (méthode de Vincent)

On a procedé avec la méme technique de I’antibiogramme, mais en remplacant les disques
d’ATBs par des disques de papier Watman de 6mm de diametre. On a imbibé chaque disque
par 6pl d’huile essentielle a tester. Pour permettre une bonne diffusion de I’huile essentielle,
les boites de Petri sont laissées reposer pendant 30min a la température ambiante avant d’étres
incubées a 37°C pendant 24H. Tous les tests sont réalisés en triplicata et des cultures sans

huiles essentielles ont servi de témoin pour chaque test (Remmal et al., 1993).

11.1.1.3. La méthode de contact direct

Les tests antimicrobiens ont été réalisés selon le procédé décrit par (Remmal et al,. 1993).
Cette technique permet la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI). En
effet, les huiles essentielles sont émulsionnées avec une solution d'agar-agar 0,2%, afin de
disperser les composes et a améliorer leur contact avec les germes a tester. On a préparé une
série de tubes a essai contenant chacun 13.5 ml de gélose Mueller Hinton pour les bactéries et
le milieu Potato Dextrose Agar (PDA) pour les levures. Ces tubes sont stérilisés a 121°C
pendant 20min et refroidis a 45°C, puis additionnés chacun d’un volume de 1,5 ml d’une
dilution (huile essentielle + solution agar 0,2%), ainsi on obtient une gamme de dilutions
couvrant toutes les concentrations a tester. Par ailleurs, I'ensemencement des bactéries et des
levures a été fait & partir de suspensions de cultures jeunes de 10® unités formants
colonies/ml, sous forme de stries pour les premieres et par étalement pour les deuxiémes.
L'incubation a été faite a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries et a 27 °C pendant 48
heures pour les levures. En outre, tous les tests ont été effectués en triple et on a utilisé des
témoins afin de Vérifier la croissance des différentes souches. Toutefois, la CMI représente la
plus faible concentration d'huile essentielle ne donnant aucune croissance visible a I'eeil nu
(Kaloustian et al., 2008).

11.2. Activité antioxydante
L’activité antioxydante des huiles essentielles a été déterminée par la méthode au DPPH

(2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl).

11.2.1. Principe

Il s’agit d’une méthode spectrophotométrique. En présence de piégeurs (donneurs de
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proton) des radicaux libres, le DPPH" (capteur de proton) de couleur violette se réduit en
DPPH de couleur jaune. La diminution de coloration de la solution, qui est proportionnelle a
la quantité d’antioxydant, est mesurée a 517 nm et I’activité antioxydante de I’échantillon
(antioxydant) est comparée a celle d’un antioxydant de référence en termes d’équivalence ou

en termes d’inhibition (Emami et al., 2011).

11.2.2. Protocole

Cent microlitres (100 ul) de chaque dilution de I'huile essentielle ont été mélangés avec
2.9 ml de la solution de méthanol de DPPH" a 0.004% (p/v) dans des tubes a essai secs. Apres
30 min d'incubation a la température ambiante et a I’obscurité, I'absorbance a été mesurée a
517 nm.

Le contrble négatif est composé de 100 pl de méthanol 95% et de 2.9 ml de la solution de
DPPH’. Le controle positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard ;
I'absorbance de I'acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celles de I'huile
essentielle. Tous les tests ont été réalisés en triplicata et le pouvoir de réduction est calculé par
la formule suivante :

PR % = (Ac- Ae)/Ac x 100
PR: pouvoir de la réduction en % ;
Ac: absorbance de la solution de DPPH" en absence de I’huile essentielle et de la vitamine C ;
Ac: absorbance de la solution de DPPH"® en présence de I’huile essentielle ou de la vitamine
C.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de I’huile essentielle
ou de la vitamine C, permet de tracer la courbe de la régression linéaire et de calculer la
concentration efficace CE50 par extrapolation ou a partir de I’équation de cette régression. La
CE50 est définie comme étant la concentration de I’huile essentielle (ou de la vitamine C)
nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel (Al-Reza, 2009 ;
Daouda, 2015).

I11. Résultats et discussion
I11.1. Résultats de I’antibiogramme
Les résultats de I’antibiogramme (tableau 17) ont montré que les souches testées ont

généralement une sensibilité similaire aux souches comparables (Jacob et al., 1979), a
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quelques exceptions pres: les deux souches E. coli et S. aureus étaient résistantes au
doxycycline. On a constaté qu’aussi P. aeruginosa était la souche la plus résistante, elle a été
inhibée par trois antibiotiques (gentamicine, colistine, norfloxacine) seulement ; alors que S.
aureus était la souche la plus sensible, vu le nombre limité d’antibiotiques qui I’ont inhibé
(acide nalidixique, colistine, doxycycline), ainsi que I’étendue de la zone d'inhibition
exprimée par un diametre élevé. Par ailleurs, C. albicans n’était sensible qu’a I'éconazole et le
miconazole.

Tab. 17 — Phénotypes de résistance des souches microbiennes testées.

Bactéries Levure
PM CA
S

Antibiotiques et antifongiques

m
O
A
)
-
>
w
>

Céfazoline (30 ug)

Amoxicilline + Acide Clavulanique (20/10 pg)

Oxacilline (5 pg)

Néomycine (30 ug)

Gentamicine (30 ug)

w wnw| O O

Acide nalidixique (30 ug)

Chloramphénicol (30 pg)

Ampicilline (10 pg)

Sulfaméthoxazole-trimethoprime (1.25/23.75 pg)
Colistine (10 pg)

wn| - AWl ™| W| v O| Ol T T

Norfloxacine (5 pg)

Pristinamycine (15 ug)

Erythromycine (15 ug)

Al A Al | | Ol | | | | | Ol O »

Wl O O W O W O O VO O O O O O

A O O »| | LW O

Al OO W | O] | Ol LW O OO O | OO O
1

x| D| O

Doxycycline (30 pg)
Amphotéricine B (100 pg)

Econazole (50 pg)

Miconazole (50 ug)

Clotrimazole (50 pg) - - - -]

1
1
1
A O | »w| A

Flucytosine (1 ug) - - - - -

EC = Escherichia coli, KP = Klebsiella pneumoniae, PM = Proteus mirabilis,
PA = Pseudomonas aeruginosa, SA = Staphylococcus aureus, CA = Candida albicans.

S =sensible, | = intermédiaire, R = résistante.
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111.2. Résultats de I’aromatogramme

Les résultats de I’aromatogramme sont représentés par la figure 21. On a constaté que
I’espece E. coli semble étre la plus sensible a toutes les huiles essentielles testées avec des
diameétres qui fluctuent entre 24 et 35mm. En comparaison avec quelques substances
antimicrobiennes de référence, aucune des huiles essentielles n’a pu inhiber significativement
la croissance de P. mirabilis. En fait, les huiles essentielles des feuilles séches de des J.
phoenicea et des baies J. phoenicea du site 2 ont montré une activité intermédiaire envers P.
mirabilis, bien que I’activité antibactérienne de celles des feuilles séches J. phoenicea des
deux sites et des baies de J. phoenicea du site 2 vis-a-vis les autres souches testées,
spécialement S. aureus, est avérée étre excellente. Par contre, I’huile essentielle des feuilles de
J. oxycedrus a été moins efficace contre P. aeruginosa et S. aureus avec un diameétre
d’inhibition égal a 18mm.

L'huile essentielle des baies de J. phoenicea du site 1 était inefficace contre la plupart des
souches testées sauf K. pneumonia (activité intermédiaire) et E. coli. En outre, S. aureus était
modérément sensible a I'huile essentielle des feuilles fraiches de cette plante. En ce qui
concerne l'activité antifongique, les huiles essentielles des feuilles seches des deux sites et des
baies de J. phoenicea du site 2 ont surpassé les substances antifongiques standards, alors que
I'nuile essentielle des feuilles fraiches a montré une activité similaire a celle de I'éconazole et
le miconazole. En revanche, I’huile essentielle des baies de J. phoenicea du site 1 a été moins
efficace contre le C albicans avec un diamétre de 12mm. Les présents résultats sont
relativement comparables & ceux d'autres études évaluant I'activité antimicrobienne des huiles

essentielles de certaines sous-especes du genre Juniperus (Bouzouita et al., 2008).
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40

W Feuilles fraiches J. phoenicea site 1

M Feuilles séches J. phoenicea site 1

M Feuilles séches J. phoenicea site 2

M Feuilles seches J. oxycedrus site 2

Diamétres des zones d'inhibition (mm)

M Baies seches J. phoenicea site 1

W Baies seches J. phoenicea site 2

Fig. 21 — Diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles de J. phoenicea
et J. oxycedrus

111.3. Résultats de la méthode de contact direct

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) en pg / ml des huiles essentielles de J.
phoenicea et J. oxycedrus obtenues par la méthode de contact direct sont représentés dans le
tableau 18. Il est bien démontré dans la littérature que les valeurs du log CMI sont fortement
corrélées avec les diametres des zones d'inhibition (Pearson R = 0,9892). Ainsi, les limites
pourraient étres fixées a >2760 pg / ml pour les souches résistantes et <552 pg / ml pour les

souches sensibles.
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Tab. 18 - Concentrations minimales inhibitrices (ug/ml) des huiles essentielles de J.

phoenicea et J. oxycedrus.

Matériel Concentrations inhibitrices minimales (ug/ml) des huiles
a e,;'el Espéces essentielles
Vegeta EC KP PM PA SA CA
Feuilles | J. phoenicea | o0 | g, 2760 552 1380 | 552
fraiches site 1
J- p?ictJ:nllcea 69 138 1380 552 276 | 69,00
Feuilles J. phoenicea | ¢ 69 552 276 138 | 276
séches site 2
J. o;?;gezd Fus 138 | inactive 2760 inactive | inactive 138
J. pg‘i‘ig”l'cea 276 | 1380 | inactive | inactive | 2760 | 2760
baies seches 3 ohoenicea
: psi e 138 | 552 1380 1380 552 138

EC = Escherichia coli, KP = Klebsiella pneumoniae, PM = Proteus mirabilis,

PA = Pseudomonas aeruginosa, SA = Staphylococcus aureus, CA = Candida albicans.

L'huile essentielle des feuilles séches de J. phoenicea (sites 1 et 2) ont montré une
meilleure activité contre les souches testées, alors qu’elles avaient, a I’exception de celles de
J. phoenicea (sites 2), une activité intermédiaire (CMI = 1380 pg/ml), semblable a celle des
baies de J. phoenicea (sites 2), contre P. mirabilis. Cette méme espece bactérienne c’est
montrée résistante & la fois aux huiles essentielles des feuilles fraiches et baies de J.
phoenicea (site 1) et des feuilles seches de J. oxycedrus. En outre, I’huile essentielle des
feuilles de J. oxycedrus était inactive vis-a-vis K. pneumoniae, P. aeruginosa et S. aureus. De
méme, I’huile essentielle des baies de J. phoenicea (site 1) est averée inactive contre P.
aeruginosa. Néanmoins, S. aureus et C. albicans se sont montrées résistantes a I’huile
essentielle des baies de J. phoenicea (site 1), alors que les huiles des feuilles fraiches de J.
phoenicea (site 1) et des baies de J. phoenicea (sites 1 et 2) ont modérément inhibé la
croissance de S. aureus, K. pneumoniae et P. aeruginosa respectivement. Parmi toutes les
souches testées, E. coli était la plus sensible aux différentes huiles essentielles avec des CMI
comprises entre 55,2 et 276 pg/ml. De méme, C. albicans s’est avéré sensible a toutes les
huiles, sauf a celle des baies de J. phoenicea (site 1). Par conséquent, on a constaté qu’en
général les huiles essentielles des feuilles de J. phoenicea possédent une activité

antimicrobienne supérieure a celle des baies, avec quelques différences relatives entre J.
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phoenicea du site 1 et J. phoenicea du site 2, d’une part, et que les huiles essentielles de J.
oxycedrus ont un pouvoir antimicrobien qui se situe entre celui des feuilles et baies de J.
phoenicea d’autre part. Cependant, I’interprétation de ces différences intraspécifique et
interspécifique pourrait avoir plusieurs origines, vu la complexité de la composition chimique
des huiles essentielles et les interactions (synergétique ou antagoniste) qui pourraient avoir
lieu entre les especes chimiques différentes.

En effet, l'activité antimicrobienne des huiles essentielles de J. phoenicea et J. oxycedrus
de I'Algérie pourrait étre associée a la quantité des terpénes et de leurs composés majoritaires
(par exemple a-pinéne, myrcene, B-pinene, linalol, myrcene, B-phellandrene et germacrene
D). Ces composés posseédent une forte activité antimicrobienne (Deba et al., 2008 ; Derwich
et al., 2010 ; Mansouri et al., 2010 ; Mazari et al., 2010 ; Devendra, 2011 ; Ramdani et al.,
2013), en attaquant a la membrane plasmatique, ce qui provoque une augmentation de la
perméabilité et la perte de constituants cellulaires (Jacob et al., 1979 ; Knobloch et al., 1989 ;
Denyer et Hugo, 1991; Sikkema et al., 1994). De surcroit, il a été rapporté que 1’a-pinéne, qui
est le composé majoritaire de Juniperus phoenicea, présente plusieurs activités biologiques: il
est antibactérien, anti-inflammatoire, antiviral, expectorant, sédatif, herbicide et insectifuge
(Akrout,1983). La résistance de certaines especes, telles que S. aureus, P. mirabilis et P.
aeruginosa aux huiles essentielles est liée a leur capacité a développer une résistance contre
de nombreux agents antimicrobiens, d’ou leur implication fréquente dans les infections
nosocomiales. Par ailleurs, les résultats de cette étude sont en accord avec ceux obtenus par
Cavaleiro et al. (2006) en étudiant I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de
certaines espéeces de genévrier sur un certain nombre de micro-organismes d’une part, et
comparés avec les huiles essentielles de J. phoenicea du Maroc ont montré une meilleure

activité antimicrobienne (Ait-Ouazzou et al., 2012) d’autre part.

I11.4. Résultats de I’activité antioxydante

Les graphes 1 a 7 (annexes 1 & 2) représentent la variation du pourcentage de réduction de
DPPH en fonction de la concentration de I'huile essentielle des feuilles et baies de J. pheenicea
et J. oxycedrus. Ces graphes montrent bien que le pourcentage d’inhibition ou de piégeage des
radicaux libres DPPH augmente proportionnellement avec la concentration de [I'huile
essentielle. Cependant, la concentration a partir de laquelle 50% des radicaux libres ont été

réduits est presque la méme pour les huiles essentielles des feuilles de J. pheenicea des deux
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sites (1 et 2) et de J. oxycedrus avec une valeur moyenne de 22,51 + 0,74 pg/ml plus au moins
supérieure a la CE50 de la vitamine C (35,57 + 2,47 pg/ml); alors que le pouvoir antioxydant
des baies de J. pheenicea des deux sites (1 et 2) est trois fois inférieure a celui des feuilles,

avec une CE50 moyenne de 65,30 * 3,24 pg/ml (figure 22).

ceso 80-00 6759 63,01
ml + +
ug/ 20.00 +2,24 +2,24
60.00
5000 ez
+
4000 | 247

22,06 22,06 22,32 23,61
30.00 - 12,47 12,47 +2,47 +2,37
20.00 -
10.00 -
0.00 - . . . . . .

Vit. C FFPHS1  FSPHS1  FSPHS2  FSOXS2  BSPHS1  BSPHS2

Fig. 22 — Concentrations efficaces 50 de la vitamine C et des huiles essentielles

des espéces étudiées.

Vit C : vitamine C ; FFPHSL1 : feuilles fraiches J. phoenicea sitel ; FSPHS1 : feuilles seches
J. phoenicea sitel ; FSPHS2 : feuilles séches J. phoenicea site2 ; FSOXS2 : feuilles séches J.

oxycedrus site2 ; BSPHS1 : baies séches J. phoenicea sitel ; baies séches J. phoenicea site2.

Par ailleurs, Sayyed et al. (2011) ont comparé l'activité antioxydante des huiles essentielles
des feuilles et baies de Juniperus excelsa subsp. polycarpos (pieds males (FM) et femelles
(FF, Bp)) et des feuilles (F) et baies (Be) de J. excelsa subsp. excels avec plusieurs standards a
la concentrations de 4 pl/ml et les valeurs obtenues sont: Quercétine 77,7%, Vitamine C
38,7%, y-Terpinene 17,7%, Cedrol 3,1%, o-2-Caréne 13,3%, o0-3-Carene 4,8%, pS-Pinéne
1,0%, a-Pinéne (non actif), Sabinéne 5,1%, FM 9,80%, FF 16,80%, Bp 1,40%, F 8,20% et Be

6,60%. Une premiere analyse de ses résultats a montré qu’effectivement I’activité des huiles
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essentielle des feuilles est supérieure a celles des baies. Par contre, en se référant aux
équations de la régression linéaire (annexe 1 & 2), on a constaté que les résultats du pouvoir
antioxydant des huiles essentielles de J. phoenicea et J. oxycedrus de I’atlas saharien sont
beaucoup plus meilleurs, puisque a une concentration de 0,01ul/ml prés en huile essentielle,
on obtient presque les mémes résultats de Sayyed et al. (2011). De méme, Loizzo et al. (2007)
ont obtenu des CE50 avec les huiles essentielles du bois et fruits de Juniperus oxycedrus ssp.
Oxycedrus du Liban égales a 1,45 pl/ml et 7,42 pul/ml respectivement.

De surcroit, Abdel Ghany et Hakamy (2014) rapportentent que I’activité antioxydate des
fruits de Juniperus procera est due a la présence de limonéne, ¥-terpinéne, caryophylléne,
germacrene D et I’a-humuléne. Néanmoins, I’activité antioxydante d’une huile essentielle
dépend beaucoup de sa composition chimique d’une part, et d’autre part de la sensibilité des
methodes mises en ceuvre pour la mettre en evidence et de I’évaluer (Miguel, 2010). Par
conséquent, les huiles essentielles des especes de Juniperus sélectionnées dans notre étude
sont riches en composés terpéniques et phénoliques, se qui pourrait justifier I’activité

antioxydante plus au moins élevée de cette plante.

IV. Conclusion

Il est bien démontré que les huiles essentielles possedent des activités biologiques
diversifiées, entre autres (antimicrobienne, antiparasitaire, insecticide, antidiabétique, anti-
inflammatoire, etc.). Les résultats de I’activité antibactérienne et antioxydante des huiles
essentielles de J. phoenicea et J. oxycedrus de I’atlas saharien viennent une autre fois
consolider [I’utilisation empirique de ces plantes dans la médecine traditionnelle et la
conservation des denrées alimentaires. En effet, ces huiles essentielles ont donné des résultats
fort intéressants, pour étres exploitées dans de nombreux domaines (pharmaceutique,
cosmétique, alimentaire, etc.), comme substituts aux substances de synthése (antibiotiques,

additifs alimentaires, ...) qui ne sont pas sans danger sur la sante.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation des cupressacées, poussant a I'état
spontané dans I'Atlas saharien. Il est bien établi que les cupressacées représentent une famille
d’essences forestieres intéressantes sur les plans: écologique et socio-économique.
Néanmoins, les travaux d’exploration et d’inventaire en Algérie, malgré insuffisants et
imprécis, ont fait constat d’un recul du nombre de peuplements forestiers naturels conséquent
a de multiples facteurs (activités anthropiques, changements climatiques, catastrophes
naturelles, incendies, etc.). Par ailleurs, les monts Ksouriens de I’Atlas saharien contiennent

encore quelques peuplements de genévrier : genévrier de phénicie et genévrier oxyceédre.

L'objectif que nous nous sommes fixé est de contribuer a la caractérisation chimique des
huiles essentielles de Juniperus phoenicea et Juniperus oxycedrus de la région d’Ain sefra
(wilaya de Nadma) d'une part, et d'autre part d’en évaluer I'activité antimicrobienne et le

pouvoir antioxydant.

A T’issue des résultats de I’enquéte ethnopharmacologique sur le genévrier de I’atlas
saharien, réalisée au sud ouest de I’ Algérie, il s’avére que le J. phoenicea est la plante la plus
utilisée en médecine traditionnelle par rapport au J. oxycedrus. Les feuilles et les baies du
genévrier de phénicie ou aradr sont conseillés dans la prévention et le traitement de
nombreuses affections, entre autres : diabéte de type 2, anti-diarrhéique, maladies de la peau
(eczéma), anti-colique, anti-psoriasis, carminatifs, antiseptiques, diurétique, tonique et anti-
inflammatoires, etc.; alors que son bois avec celui du genévrier oxycedre est utilisé dans la
préparation du goudron végétal ou gatrane, tres recommandé pour le soin les affections

dermiques ou lutter contres certains parasites chez I’homme et I’animal.

Par ailleurs, le criblage phytochimique a révélé la présence de la plupart des classes de
métabolites secondaires: flavonoides, alcaloides, tanins, Saponosides, terpenes et stérols. On a
constaté aussi que les fruits de J. phoenicea renferment plus d’huile essentielle (2 a 2,5%) que
les feuilles. Par contre, les feuilles de J. oxycedrus n’en contiennent que (0,1 %). De surcroit,
I’analyse des huiles essentielles par CPG-SM a montré quelles sont riches en composés
chimiques (44 a 74 especes chimiques), avec une prédominance de I’a-pinene dans toutes les
espéces étudiées: feuilles (33 - 62 %), fruits (56 — 80 %).
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En ce qui concerne I’activité antimicrobienne, les huiles essentielles des feuilles séches de
J. phoenicea se sont montrées plus actives que celles des baies. Elles ont manifesté un effet
antimicrobien important contre la majorité des souches testées (bactéries et levure); alors que
celles des feuilles seches de J. oxycedrus ont une activité presque semblable a celle des baies
de J. phoenicea.

A propos de I’effet antioxydant, les huiles essentielles des baies de J. pheenicea sont trois
fois moins efficaces que les huiles essentielles des feuilles seches de J. phoenicea et J.
oxycedrus. Cependant, toutes huiles essentielles des feuilles ont révélé una activité

antioxydante plus au moins supérieure a celle de la vitamine C.

Enfin, I’ensemble de ces résultats prometteurs nous incite a prendre soin des foréts en
général; et le genévrier en particulier. Désormais, il faut réagir pour préserver et réhabiliter
le genévrier dans I’atlas saharien. De plus, il est souhaitable d’envisager d’autres études
approfondies pour mettre en évidence les effets biologiques et les vertus meédicinales de cette

plante et de ses huiles essentielles.
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The essential oils of Juniperus phoenicea L. from Algeria were obtained by hydrodistillation and analyzed by GC-FID and GC-MS. Concerning their chemical
composition, 74, 61 and 72 volatile compounds were identified from fresh leaves, dried leaves and berries, representing 88.8%, 91.3% and 94.7% of the total
composition, respectively. The main monoterpene in the oils of fresh leaves, dried leaves and berries was a-pinene (29.6% / 55.9% / 56.6%), accompanied by
lesser amounts of the sesquiterpenes p-caryophyllene (2.6% / 1.6% /1.2%) and germacrene D (2.01% / 1.7% / 1.5%), respectively. Antibacterial activity of J.
phoenicea essential oils was tested against one Gram-negative and four Gram-positive bacterial strains and the yeast Candida albicans, responsible for
nosocomial infections. As references, 14 antibiotics and 5 antifungal agents were evaluated. The berry essential oil was ineffective against all but two of the
strains tested, whereas the essential oil of dried leaves significantly inhibited all strains but Pseudomonas aeruginosa, which turned out to be the most resistant
strain overall. However, Escherichia coli was the most susceptible to the essential oils tested. The essential oil of dry leaves was highly active against Candida
albicans, outclassing even the standard antifungal substances. These promising results could substantiate the use of essential oils in the treatment of hospital-

acquired infections.

Keywords: Juniperus phoenicea, Essential oil, a-Pinene, Antimicrobial, Antibacterial, Antifungal.

The treatment of nosocomial infections is usually based on the
application of antimicrobials (antibiotics and antifungal agents).
Continuous and inappropriate use of antimicrobial substances has
caused the development of resistant strains. This resistance of
microorganisms to antimicrobial drugs provokes problems in
medicinal treatment [1]. New therapeutic concepts have to be
found, including medicinal plants with a long-time traditional use.
Empirical knowledge about therapeutic activities of medicinal
plants and their extracts can lead to scientific research confirming
the traditional indications [2]. Among natural antimicrobials
essential oils (EOs) possess a wide spectrum of antibacterial [3],
antifungal, antiparasitic [4] and insecticidal activities, along with
other biological properties [5]. The antimicrobial activity of EOs
depends on their specific chemical composition [6].

In Algeria, Cupressaceac (Thuja and Juniperus) represent the
majority of forest formations, as well as semi-dry forest in
mountainous areas. The common name of Juniperus phoenicea L.
in Algeria is Arar, also known as Ifz or Remba in Tamazight. This
species grows in arid and semi-arid highlands and in the Atlas
Mountains in the Sahara desert on rock surfaces, steep slopes and
caves in valleys from Djelfa to Saida. Phoenician juniper is also a
typical juniper found throughout the Mediterranean region [7]. A
combination of a wide geographical range and the presence of a
wide spread of populations allows a species to generate a broad
spectrum of genetic variability [8]. In fact, many authors have
reported the presence of intraspecific taxa based upon
morphological, biochemical and molecular data [8,9]. Recently, on
the basis of Random Amplymorphics DNAs fingerprinting, Adams
et al. [10] distinguished between J. phoenicea var. phoenicea and
J. phoenicea var. turbinata and affiliated populations.

J. phoenicea is considered an important medicinal plant, widely
used in traditional medicine to treat diabetes, diarrhoea, and
rheumatism, and as a diuretic [11,12]. The EOs of leaves and
berries of J. phoenicea possess antimicrobial activity [13]. In the
present study, the EOs of the fresh leaves, dried leaves and berries
of J. phoenicea were analyzed for their chemical composition and
antimicrobial activity.

The moisture content of the fresh leaves was determined to be
41.9%, compared with 32% for Moroccan samples [13]. The EO
yields were 0.6%, 0.9% and 2.0% for J. phoenicea fresh leaves,
dried leaves and berries, respectively. As expected, the EO yields of
berries and dried leaves were higher than that of fresh leaves.
Samples collected in the area of Marrakech showed similar results,
0.2% for fresh and 0.9% for dried leaves [14]. The difference in EO
yield of fresh leaves may be due to the geographical distribution
and genetic factors.

Table 1 summarizes the odour impressions of J. phoenicea EOs.

Table 1: Odour descriptions of the essential oils of fresh leaves, dried leaves and
berries of Juniperus phoenicea from Algeria.

J. phoenicea fresh leaves  slightly fatty coniferous note, mild woody, softly blooming
touch

green-herbal note, slightly fatty leaf touch, woody, minty , dry
tobacco

green, slightly oily note of juniper berry, herbal, dry peppery-
woody connotation

J. phoenicea dried leaves

J. phoenicea berries

Analyses of EOs from J. phoenicea demonstrate their richness in
secondary metabolites. Results of the GC-FID and GC-MS of the
EOs are given in Table 2. In total, 74, 61 and 72 volatile compounds
could be identified from fresh leaves, dried leaves and berries,
representing 88.8%, 91.3% and 94.7% of the total Eos, respectively.
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Table 2: Composition (%) of the essential oils isolated from fresh leaves, dried leaves and berries of Juniperus phoenicea from Algeria determined by GC-FID and GC-MS.

Bouyahyaoui et al.

N°_Compound RI Fresh leaves Dried leaves  Berries N° Compound RI” Fresh leaves Dried leaves  Berries
1 Toluene 771 - - 0,2 47 4-Z-Decen-1-ol 1261 1.6 0.6 0.3
2 Hexanal 800 - - 0,1 48 cis-Chrysanthenyl acetate 1266 - - 0.1
3 trans-2-Hexenal 852 - - 0,1 49 Piperitone 1269 0.5 0.1 0.1
4 cis-3-Hexenol 854 0.1 - 0.2 50 Isopulegyl acetate 1284 0.8 0.6 0.3
5 Tricyclene 932 0.1 0.2 0.2 51 trans-Linalool oxide acetate 1292 - 0.2 0.1
6 a-Pinene 945 29.6 559 56.6 52 Linalool oxide acetate 1292 0.8 - -
7 a-Fenchene 957 0.1 0.3 03 53 Bornyl acetate 1299 0.6 0.3 03
8 Camphene 960 0.2 0.4 0.5 54 2E 4E-Decadienol 1314 0.9 0.3 0.2
9 Thuja-2,4(10)-diene 964 0.1 0.2 0.2 55 2,4-Decadien-1-al 1323 0.1 - -
10 Sabinene 982 0.1 0.1 0.1 56 Carvacrol methyl ether 1334 0.4 - -
11 B-Pinene 988 0.5 0.8 1.0 57 Carvyl acetate 1344 0.2 0.1 -
12 Myrcene 993 0.7 1.8 2.0 58 o-Elemene 1353 0.1 0.2 0.1
13 o-Phellandrene 1013 0.1 0.2 1.0 59 o-Terpinyl acetate 1361 2.7 1.2 0.6
14 §-3-Carene 1020 0.5 23 0.9 60 o-Cubebene 1366 0.1 0.1 0.1
15 « -Terpinene 1025 0.1 0.1 0.1 61 Neryl acete 1368 0.1 - -
16 p-Cymene 1033 0.3 0.4 0.3 62 Geranyl acetate 1384 0.1 - -
17 Limonene 1038 0.5 0.7 0.9 63 a-Copaene 1398 0.3 0.2 0.1
18 pB-Phellandrene 1040 0.5 L5 0.7 64 B-Elemene 1411 0.9 0.5 03
19 (E)-B-Ocimene 1050 - 0.1 0.1 65 p-Caryophyllene 1449 2.6 1.6 1.3
20 y-Terpinene 1067 0.1 0.3 0.3 66 y-Elemene 1453 0.4 0.2 0.1
21 trans-Linalool oxide 1081 0.2 - - 67 Thujopsene 1463 0.5 0.4 0.1
22 Terpinolene 1098 0.4 0.5 0.6 68 a-Humulene 1483 1.1 0.7 0.6
23 Linalool 1103 22 0.7 0.5 69 70H, 106H-Cadina-1(6),4-diene 1497 1.0 1.0 0.4
24 6-Camphenone 1108 - - 0.1 70 Germacrene D 1509 2.1 1.7 1.5
25 o -Pinene oxide isomer1 1112 - - 0.1 71 B-Selinene 1517 0.2 - -
26 o -Pinene oxide isomer2 1137 0.5 0.2 0.6 72 y-Amorphene 1522 25 1.6 0.8
27 trans-Pinocarveol 1156 0.8 0.1 1.1 73 Cubebol 1542 0.1 0.4 0.2
28 cis-Verbenol 1158 2.0 - - 74 3- Cadinene 1545 2.4 1.6 0.9
29 Camphor 1162 0.7 0.1 1.9 75 Calamenene 1547 1.0 0.4 0.2
30 Camphene hydrate 1166 - - 0.1 76 Zonarene 1550 0.7 0.5 0.2
31 trans-Verbenol 1171 0.1 - - 77 Elemol 1572 2.6 0.9 0.6
32 Pinocamphone 1176 0.2 - - 78 Caryophyllene oxide 1619 1.3 0.5 0.4
33 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 1178 0.5 0.1 1.6 79 Humulene epoxide II 1645 0.4 0.2 0.1
34 Borneol 1182 0.1 - 0.4 80 1-epi-Cubenol 1658 43 1.9 0.9
35 Isogeranial 1188 - - 0.1 81 t-Cadinol + t-Muurol 1670 1.4 0.5 0.3
36 Terpinen-4-ol 1191 0.9 0.2 1.1 82 Cubenol 1673 0.7 0.3 0.2
37 p-Cymen-8-ol 1194 - - 03 83 a-Cadinol 1683 1.8 0.4 0.4
38 Cymen-8-ol 1195 0.6 - - 84 Nonandecane 1901 0.2 - -
39 Cryptone 1201 0.1 - - 85 Eicosan 2001 0.4 - 0.6
40 o-Terpineol 1203 1.3 0.2 33 86 Abietal 2014 - 1.7 -
41 Myrtenol 1211 0.1 0.1 0.3 87 Manool oxide 2037 1.3 1.0 0.5
42 Myrtenal 1212 - - 0.5 88 Abietadiene 2087 - 0.3 0.8
43 Verbenone 1226 0.9 0.1 1.9 89 Heneicosan 2100 0.4 - 0.8
44 trans-Carveol 1230 - - 0.7

45 Citronellol 1231 2.6 0.8 -

46 Linalyl acetate 1257 - 0.6 0.3 Total identified 88.8 91.3 94.7

RI = retention index.

The EOs from this species are complex mixtures of monoterpenes,
sesquiterpenes and their oxygenated derivatives. The main
compound in J. phoenicea EOs of fresh leaves, dried leaves and
berries, respectively, is the monoterpene hydrocarbon o-pinene
(29.6% / 55.9% / 56.6%), accompanied by lesser amounts of the
sesquiterpene hydrocarbons B-caryophyllene (2.6% / 1.6% / 1.2%)
and germacrene D (2.01% / 1.7% / 1.5%). Our results could be
confirmed by earlier studies. The composition of 50 samples of leaf
oil of Algerian J. phoenicea var. turbinata L. harvested in eight
locations was dominated by monoterpenes (a-pinene 30.2-76.7%)
[15]. The EOs of Moroccan J. phoenicea [14] and of J. phoenicea
var. turbinata from Spain and Portugal [13] are also rich in
a-pinene (38.2%, 28.3 % and 34.1 %, respectively).

In Table 3, the activity of J. phoenicea Eos, as well as reference
antibiotic and antifungal compounds against selected test strains is
given. Critical diameters of antibiotic references were interpreted
according to CA-SFM recommendations [16]. For EO samples,
inhibition zone diameters <12 mm were regarded as intermediately
active (bacteriostatic) and diameters <18 mm as susceptible.

Regarding standard antibiotics, the strains tested generally exhibited
susceptibilities similar to comparable test strains [17], with some

exceptions: Both EC and SA were resistant to doxycycline. Overall,
PA was the most resistant strain, inhibited by only three antibiotics
(gentamicin, colistin, norfloxacin), whereas SA was the most
susceptible strain, regarding the number of inhibiting antibiotics
(resistance against nalidixic acid, colistin and doxycycline), as well
as extent of inhibition expressed by diameter of inhibition zone.

In the absence of any official standard as a reference for
interpretation, the critical diameter for susceptibility of antifungal
reference substances was subjectively set at >17 mm for triazoles
and >15 mm for amphotericin B[17]. Strains were regarded as
resistant at <13 mm for triazoles and <12 mm for amphotericin B.
Amphotericin B, flucytosine and clotrimazole proved to be inactive,
whereas CA was susceptible to econazole and miconazole.

Contrary to some of the antibacterial reference substances, none of
the J. phoenicea EOs could inhibit the growth of PM to a significant
extent; the EO of dried leaves showed an intermediate activity
against PM, though its antibacterial activity against other test
strains, especially SA, proved to be excellent.

The EO of J. phoenicea berries was ineffective against most of the
test strains except for KP (intermediate activity) and EC. SA was
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Table 3: Inhibition zones (diameters in mm) of Juniperus phoenicea essential oils and
references substances according to the Vincent method (for essential oils) and CA-SFM
method (for reference substances).

EC KP PM PA SA4 CA
J. phoenicea fresh leaves 25 19 12 18 16 18
J. phoenicea dried leaves 29 26 14 19 32 29
J. phoenicea berries 24 16 8 9 11 12
Cefazolin (30 pg) 21 23 12 0 31 -
Amoxicillin/clavulanic acid 27 30 20 0 31 -
(20/10 pg)
Oxacillin (5 pg) 0 0 0 0 45 -
Neomycin (30 pg) 25 28 10 14 31 -
Gentamicin (30 pg) 32 39 22 32 40 -
Nalidixic acid (30 pg) 22 25 15 0 0 -
Chloramphenicol (30 ng) 30 30 22 15 30 -
Ampicillin (10 pg) 22 13 0 0 24 -
Sulfamethoxazole/tri- 0 25 20 0 29 -
methoprim (1.25/23.75 ng)
Colistin (10 pg) 19 22 0 20 13 -
Norfloxacin (5 png) 29 35 30 23 25 -
Pristinamycin (15 pg) 14 0 12 0 33 -
Erythromycin (15 pg) 14 15 0 0 36 -
Doxcycline (30 pg) 08 20 0 0 10 -
Amphoptericin B (100 pg) - - - - - 10
Econazole (50 pg) - - - - - 18
Miconazole (50 pg) - - - - 19
Clotrimazole (50 ug) - - - - - 10
Flucytosine (1 pg) - - - - - 0

EC = Escherichia coli, KP = Klebsiella pneumonia, PM = Proteus mirabilis, PA =
Pseudomonas aeruginosa, SA = Staphylococcus aureus, CA = Candida albicans

only moderately susceptible to the EO of fresh leaves. Overall, EC
was the only strain susceptible to all three juniper EOs, whereas PM
was the most resistant one. Regarding antifungal activity, the EO of
dried leaves outclassed the standard antifungal substances by far,
whereas the EO of fresh leaves showed similar activity to that of
econazole and miconazole. The present results are comparable with
other studies evaluating the antimicrobial activity of EOs of some
sub-species of J. phoenicea [18].

Table 4: Minimum inhibitory concentrations (ng/mL) of Juniperus phoenicea essential
oils determined by Direct Contact method

EC KP PM PA S4 CA
J. phoenicea fresh leaves 276 552 2760 552 1380 552
J. phoenicea dried leaves 69 138 1380 552 27.6 69
J. phoenicea berries 276 1380 n.a. n.a. 2760 2760

n.a. = not active; EC = Escherichia coli, KP = Klebsiella pneumonia, PM = Proteus
mirabilis, PA = Pseudomonas aeruginosa, SA = Staphylococcus aureus, CA = Candida
albicans

In Table 4, the minimum inhibitory concentrations (MICs) in
pg/mL of EOs from fresh leaves, dried leaves and berries of J.
phoenicea obtained by the Direct Contact method are shown. It
could be demonstrated that the log MIC values strongly correlate
with inhibition zone diameters. (Pearson R = 0.9892). Thus, the
limits could be set at <2760 pg/mL for resistant and >552 pg/mL
for susceptible strains. The EO of dried leaves showed by far the
best activity against the test strains, especially against SA, EC and
CA, but only intermediate results against PM, which was resistant
to both EOs of fresh leaves and berries. Additionally, the EO of
fresh leaves did not exhibit antibacterial activity against SA. Of all
the strains tested, EC was the most susceptible to the EO of fresh
leaves. Four out of 6 test strains proved to be resistant to EO of
juniper berries. Moreover, KP was only moderately inhibited by the
berry EO and EC the only test strain susceptible to the berry EO. To
sum up, EC proved to be the only strain susceptible to all EOs
tested in this study, whereas PM was the most resistant one.

No differences could be shown between the antimicrobial activity
of fresh EOs and EOs stored at 4°C and light-protected for 6
months, thus confirming stability over time.

The antimicrobial activity of the EOs of J. phoenicea from Algeria
could be associated with the amount of terpenes and their major
constituents (e.g. a-pinene, myrcene, linalool), which exert their
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activity [19,20] on microorganisms by attacking the plasma
membrane, causing an increase in permeability and loss of cellular
constituents [17,21]. Resistance of SA, PM and PA to the EOs of
dried and fresh leaves and berries are related to their capacity to
develop resistance to many antimicrobial agents from their frequent
involvement in hospital infections. The results of this study
compared with the EO of J. phoenicea from Morocco show a better
antimicrobial activity [22].

Experimental

EO distillation and analysis: Fresh leaves and berries of J.
phoenicea were collected from the Saharan Atlas Mountains
(Morghrad Jebel in the Ain Sefra area of Nadma, South West
Algeria), at an altitude of 1480 m in March 2011. The voucher
specimen (BGPASNA13) was deposited in Abdelhamid University,
Algeria. The leaves were air-dried at room temperature (ca. 22°C).
The EOs were hydrodistilled for 3 h using a Clevenger apparatus.
The obtained oils were stored under refrigeration until analyzed and
tested.

GC-FID and GC-MS analyses were simultaneously performed on a
Thermo Fisher Scientific Trace GC Ultra using a MS-FID splitter
consisting of a quartz Y-splitter and a 20 cm % 0.1 mm ID fused
silica restrictor column as an inlet to the GC-MS interface and a 1 m
% 0.25 mm deactivated fused silica column serving as a transfer line
to the FID detector. The split/splitless injector was heated at 230°C
and connected to a 50 m x 0.25 mm x 1.0 um SE-52 capillary
column (made and tested for deactivation and separation efficiency
in our lab [23]). The FID detector operated at 250°C. EO (0.1 uL)
was injected with a 0.5 pL plunger-in-needle syringe at a split ratio
of 1:100 using a TriPlus RSH Autosampler. For substance
identification, a Thermo Fisher Scientific ISQ Mass Spectrometer
was used with GC-MS interface heating at 250°C, ion source
230°C, EI mode at 70 eV, filament 50 pA, scan range 40-500 amu.
The following temperature program was used: 60°C for 1 min,
heating to 230°C at a rate of 3°C/min, 230° for 12.3 min. The
carrier gas was helium 5.0 with a constant flow rate of 1.5 mL/min.

Thermo Xcalibur 2.2 software was used for identifying the
compounds by correlating mass spectra to databases of NIST 08
(National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg,
Maryland), Wiley Registry of Mass Spectral Data 8th Edition
(Wiley, Hoboken, New Jersey), Adams [24], MassFinder terpenoids
library (Hochmuth, Hamburg, Germany) and our own library.
Retention indices were determined according to [25,26].
Quantification was performed using normalized peak area
calculations of the FID chromatogram without — by first
approximation — relative FID response factors.

Antimicrobial activity: The antimicrobial activity of the EOs
werevtested against Gram-negative Dbacteria Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli and Proteus
mirabilis, Gram-positive Staphylococcus aureus, and the yeast
Candida albicans. These strains were obtained from the
Microbiological Laboratory of the Hospital of Ain Tadless
Mostaganem (Algeria) and were isolated from infected hospitalized
patients. The strains were identified on APl 20 E
(Enterobacteriaceae) and API Staph (Staphylococcus aureus) plates.
The sensitivity of the species was studied against 14 antibiotics and
5 antifungal agents given in Table 2 by the conventional CA-SFM
method of susceptibility testing [16]. Inocula were prepared from
liquid cultures incubated for 18 h, diluted with sterile saline solution
to obtain approximately 10® cells/mL, at a density between 0.08 and
0.1 at 625 nm [27]. Mueller-Hinton medium was used for bacterial
strains and Sabouraud + chloramphenicol medium for the yeast.
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Antibiotic aromatogrammes method (Vincent method): The
method of susceptibility testing by diffusion from discs infused with
pure EO was applied in order to test the antimicrobial activity [27].
One mL of each inoculum (10® cells/mL) was spread over plates
containing Mueller Hinton Agar (MHA), and leftover inocula were
removed by exhausting. Whatman paper discs (6 mm) impregnated
with 6 pL of the EO were placed on the media surface. The plates
were left for 30 min at room temperature to allow the diffusion of
the oil and afterwards incubated for 24 h at 37°C. Following
incubation, the inhibition zone was measured. Control plates
without EO were also included in the test. All experiments were run
in triplicate.
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Abstract
The extraction of essential oils from the fruits of the Juniperus pheenicea L. as well as from the dry leaves of
Juniperus oxycedrus L., available in the Saharan Atlas, yield the following rates ( leaves: 0,6 — 0,9 %, berries: 2 -2,5
% and leaves: 0,1 %) respectively. Then again, the analysis of these oils by GC-FID and GC-MS enabled the
identification of the major volatile organic compounds existing in these leaves and fruits. However, the major
monoterpene in these oils was the a-pinene accompanied by lesser amounts of the sesquiterpenes as p-caryophyllene
and germacrene D. The J. pheenicea leaf oils have proved more effective vis-a-vis the berries and leaves of J.
oxycedrus. The results showed a significant antimicrobial effect against the majority of the tested strains responsible
for nosocomial infections (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus and Candida albicans) with MIC (minimum inhibitory concentrations) ranging from 13,8 to
1380 pg/ml. Moreover, the antioxidant activity of all essential oils’ leaves of J. pheenicea and of J. oxycedrus have
shown an identical reaction, estimated to 50 % EC50 (effective concentration) of 22,51 + 0,74 pug/ml; while the EC50
of vitamin C was assessed to (35,57 + 2,47 ug/ml) and that of essential oils of berries of J. pheenicea was evaluated at
65,30 £ 3,24 pg/ml.
Keywords: Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus, Saharan Atlas, essential oils, antimicrobial activity,
antioxidant activity.
Résumé
L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a partir des feuilles et baies séches de Juniperus
pheenicea L., ainsi que celles des feuilles séches de Juniperus oxycedrus L. se trouvant dans les monts de I’atlas
saharien, ont donné des rendements moyens de (feuilles: 0,6 — 0,9 %, baies: 2 — 2,5 % et feuilles: 0,1 %)
respectivement. L’analyse de ces huiles par CG-SM a permis I’identification de la majorité des composes volatils de
ces huiles essentielles. Cependant, le monoterpéne majoritaire dans ces huiles a été I’a -pinene, accompagné par de
faibles quantités de sesquiterpénes comme le B-caryophylléne et le germacrene D. En outre, les huiles essentielles des
feuilles de J. pheenicea se sont montrées plus actives que celles des baies et des feuilles de J. oxycedrus avec des CMI
(concentrations minimales inhibitrices) de 13,8 a 1380 pg/ml contre la majorité des souches testées responsables des
infections nosocomiales (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus et Candida albicans). De plus, I’activité antioxydante de toutes les huiles essentielle des feuilles
de J. pheenicea et J. oxycedrus ont montré le méme effet a la CE50 (concentration efficace a 50) moyenne de 22,51
0,74 pg/ml ; tandis que la CE50 de la vitamine C a été estimée a (35,57 = 2,47 pg/ml), alors que celle des baies de J.
pheenicea a été évaluée a 65,30 * 3,24 pg/ml.
Mots-clés: Juniperus phoenicea, Juniperus oxycedrus, Atlas Saharien, huiles essentielles, activité antimicrobienne,

activité antioxydante.
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	Parfois, le fruit entier est broyé avant que l'huile essentielle ne soit séparée du jus et de l'écorce. Les huiles obtenues contiennent naturellement une proportion de cires et d'autres composants non solubles qui peuvent causer la photo-toxicité (Bu...
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	III.1.4. Le couplage CPG/SM/SM
	III.1.5. Autres techniques d’analyse des huiles essentielles
	III.2. Séparation des constituants préalablement à leur identification
	Souvent, l’identification d’un grand nombre de constituants d’une huile essentielle nécessite un fractionnement préalable de cette huile essentielle par distillation fractionnée et/ou par une ou plusieurs techniques chromatographiques (CC, CCM,  CLHP,...
	III.3. Analyse par RMN du carbone-13 sans séparation préalable
	Une alternative aux méthodes d’analyse décrites précédemment est la RMN du carbone-13 des mélanges, sans séparation préalable des constituants. Cette technique, initié par Formácek  et Kubeczka, développée par Casanova et  coll. offre des potentialité...
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	La  certitude  de  l’identification  des  composés  du  mélange  est  rendue  possible par la prise en compte des paramètres suivants :
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	- l’intensité des raies de résonance observées qui permet éventuellement de contrôler l’appartenance du signal d’un carbone à un composé donné.
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