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Résumé : L'objectif de ce travail consiste & apporter une contribution & I'étude du pouvoir antimicrobien de I'huile
essentielle du cyprés vert (Cupressus sempervirens L). La composition chimique de I'essence, déterminée par
Chromatographie Gazeuse — Spectrométrie de Masse, a révélé la présence de 21 composés. Les composés
majoritaires sont I'alpha-pinéne (41,07%), le Delta-3-caréne (16,52%), le Terpinoléne (7.10%) et le Cedrol (5,05%).
L’évaluation de I'activité antimicrobienne par la méthode de I'aromatogramme sur cing souches microbiennes, dont
deux souches bactériennes & Gram® (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus), deux souches bactériennes &
Gram- (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) et une levure (Candidas albicans).a révélé une sensibilité pour
les quatre souches testées et une résistance pour (Pseudomonas aeruginosa).

Mots clés : Cupressus sempervirens L ; aromatogramme ; CG-MS; activité antimicrobienne ; composition
chimique

|. Introduction

Le genre Cupressus, appartenant & la famille des Cupressacées, comporte douze espéces, est
distribué en Amérique du Nord, en Méditerranée et en Asie subtropicale [1]. Cupressus sempervirens
L. est un arbre, qui peut atteindre vingt-cing meétres de hauteur. Il a un tronc élancé d’ou partent
nombreuses branches ramifiées disposées en longue cyme pyramidale étroite et aigue. L’écorce est
d'un gris rougeatre et fissurée. Les feuilles persistantes, en forme d’écailles, triangulaires, d’un vert
foncé, imbriquées sur quatre rangs, revétent entierement les rameaux. C’est une plante monoique,
les cones fructiféres, arrondis et d’'un brun un peu luisant, ont deux a trois centimétres de diamétre et
se composent de huit & douze écailles ligneuses, qui s’écartent & maturité pour laisser échapper les
graines [2,3].

Cupressus sempervirens L. est une plante aromatique et médicinale. L'huile essentielle de cette
derniére est utilisée a usage externe pour les céphalées, les rhumes, la toux et la bronchite [4]. En
plus, il a été démontré que les principes actifs de I'huile essentielle (HE) de cette espéce présentent
des activités antiseptiques, astringentes, anti-inflammatoires, balsamiques et aromathérapeutiques
[5]. En outre, I'activité antimicrobienne a été rapportée dans plusieurs études [6,7].

Cependant et au cours de ces derniéres décennies, nous assistons a I'apparition et 'émergence
d’une résistance accrue aux antibiotiques au sein de la flore pathogéne en raison d’'une prescription
inadaptée de ces agents antimicrobiens oraux par les praticiens au cours de leur exercice quotidien
[8,9].
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Pour toutes ces raisons, les recherches s’orientent vers de nouvelles alternatives thérapeutiques
entrainant moins d’effets secondaires et de résistances bactériennes et présentent moins de danger
pour la santé. Des produits d’origine naturelle provenant de plantes aromatiques, comme les HE,
peuvent étre considérées comme une bonne alternative thérapeutique [10].En effet, Toutes ces
considérations ainsi que la rareté des travaux sur 'HE des rameaux feuillés du cyprés vert en Algérie
nous ont amené a envisager des possibilités de valorisation de I'essence de cette plante a parfum.
De ce fait, le but de cette étude est de déterminer la composition chimique de 'HE des rameaux
feuillés par Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CG-SM), afin
d’établir le profil chromatographique et le chémotype. Et d’évaluer son activité antimicrobienne in
vitro, par la méthode aromatogramme.

[l. Matériel et Méthodes
II.1. Matériel végétal

L’échantillon est constitué de rameaux feuillés de Cupressus sempervirens L. adultes a été récolté
en 2013 au printemps dans la région de Bougara (Blida). Située & 825 métres d’altitude, latitude : 35°
33 12” N et longitude 1° 58’ 2” E. La plante a été identifiée au niveau de I'Ecole Nationale des
Sciences Agronomiques a El Harrach (Alger).

[1.2. Souches microbiennes

Les souches microbiennes, misent a notre disposition par le laboratoire de microbiologie du groupe
SAIDAL d’El Harrach (Alger), sont de référence ATCC (American Type Culture Collection), ont été
identifiées et caractérisées par l'Institut Pasteur (Alger). Selon la disponibilit¢ du matériel, cing
souches ont été testées dont deux souches bactériennes & Gram positif (Bacillus subtilis ATCC 6051
et Staphylococcus aureus ATCC 6538), deux & Gram négatif (Escherichia coli ATCC 4157 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) et une levure (Candida albicans ATCC 24433).

[1.3. Extraction des huiles essentielles et rendement

L’'extraction des huiles essentielles a été réalisée par deux techniques préconisées par [11]:
I'hydrodistillation et I'extraction par I'entrainement a la vapeur d’eau de la plante fraiche. L’huile de
cette derniere a été utilisée pour I'analyse physico- chimique, CG-SM et I'évaluation de I'activité
antimicrobienne vue que I'hydrodistillation a fourni trés peu d’huile essentielle. La quantité d’essence
obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

[1.4. Etude analytique de I’huile essentielle
I1.4.1. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle

Les différentes caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle (aspect, couleur et odeur) de
I'essence du cyprés vert ont été notées.

11.4.2. Mesure des indices chimiques

- indice d’acide : (ISO 660 : 1996 F) [12], est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour
neutraliser les acides libres présents dans 1 g d’'HE.
- indice de saponification : (ISO 3657 : 2000 F) [12], est le nombre de milligrammes de KOH
nécessaire pour saponifier 1 g d’'HE.
- indice d’ester : (AFNOR NF T 75- 104 : 1994) [12], est le nombre de milligramme de KOH
nécessaire a la neutralisation des acides libérés par I'hydrolyse des esters présents dans 1 g d’HE.

11.4.3. Mesure des grandeurs physiques

- densité relative & 20°C (ISO 279 : 1998 F) [12], est le rapport entre la masse d’un certain volume
d’HE et la masse d’un volume égal d’eau a 20°C.
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- indice de réfraction & 20°C (ISO 6320 : 2000) [12], est le rapport entre le sinus de l'angle
d’incidence et le sinus de I'angle de réfraction, d’'un rayon lumineux.

I1.5. Analyses chromatographiques de I’huile essentielle

Les analyses chromatographiques de 'HE ont été effectuées sur un Chromatographe en Phase

Gazeuse type Hewlett-Packard (6890) couplé & un Spectrométre de Masse (Quadripble). La
fragmentation a été élaborée par impact électronique sous un champ de 70eV. Le chromatographe
est équipé d’une colonne capillaire HP-5MS (30 m x 0.25 mm), avec une épaisseur de film de 0.25
pm. La température de la colonne est programmée & 45°C pendant 8 min, pallier 2°C min-1 jusqu’ a
300°C. Le gaz vecteur est I'hélium pur dont le débit est fixé & 0.5 ml. min-1. Le mode d’injection est
split (rapport de fuite : 1/70) avec une valeur d’injection 0.2 yL. L'appareil est relié a un systéme
informatique gérant une bibliothéeque de spectre de masse NIST 98 et piloté par un logiciel « HP
ChemStation » permettant de suivre I'évolution des analyses chromatographiques.
L’identification des constituants a été réalisée sur la base de la comparaison de leurs Indices de
Rétention (IR) avec ceux des composés de référence de la littérature [13]. Une confirmation est
apportée a l'aide des spectres de masse en comparaison avec ceux des composés standard de la
banque de données informatisées (NIST 98).

[1.6. Evaluation de I’activité antimicrobienne in vitro

L’évaluation de Il'activité antimicrobienne a consisté a estimer I'inhibition de la croissance des
germes soumis a l'action de 'HE de C. sempervirens L. par la méthode aromatogramme. Cette
derniére a été adoptée par la technique préconisée par [14]. Celle-ci repose sur le pouvoir migratoire
des HE sur la surface d’'un milieu solide a l'intérieur d’'une boite de Pétri. Elle permet de mettre en
évidence l'effet antimicrobien de I'huile essentielle et de déduire la résistance ou la sensibilité des
souches microbiennes. Des disques de 9 mm (Antibiotica-Testblattchen, Schleicher & Schuell, D-
3354, Allemagne) ont été utilisés dans cette méthode. lls ont été imprégnés d’'une quantité d’huile
essentielle pur et déposés au centre d’'une boite de Pétri contenant un milieu gélosé préalablement
ensemencé par une souche microbienne (Muller-Hinton pour les bactéries ou la gélose Sabouraud
additionnée de Chloramphénicol pour la levure). L'étude du pouvoir antimicrobien par cette méthode
est identique a celle de l'antibiogramme. La seule différence réside dans le remplacement des
antibiotiques par des extraits aromatiques. Chaque boite de Pétri est ensuite fermée et incubée dans
I'étuve & température adéquate (37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 72h pour la
levure). Les souches microbiennes croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles
rencontrent une concentration d’essence suffisante qui inhibe leur croissance. A la sortie de I'étuve,
'absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque dont le
diamétre est mesuré et exprimé en (mm).

[1l. Résultats et Discussion
[11.1. Extractions et rendements en huiles essentielles

Les résultats mentionnés dans le tableau 1, montre que le rendement en huiles essentielles,
obtenu par entrainement a la vapeur d’eau est de 0,41%. Ce dernier est sensiblement supérieur &
celui obtenu par hydrodistillation 0,32%. En effet, ces rendements obtenus par les deux méthodes
d’extraction différentes, dans notre étude concordent avec ceux cités par [15], qui ont noté des taux
qui varient entre 0,35% et 0,45%. Cependant, [16], suggérent que cette différence en rendement
serait du & la technique d’extraction.
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Tableaul. Rendements d’huiles essentielles de Cupressus sempervirens L.

Méthodes d’extractions Hydrodistillation Entrainement a la vapeur
d’eau
Rendement % 0,32 0,41

[11.2. Etude analytique de I’huile essentielle
[11.2.1. Propriétés organoleptiques

Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de vérification et de
contréle de la qualité de I'HE. Nos essais ont été effectués selon un protocole précis obéissant aux
normes éditées par 1SO.

A lissue des extractions par hydrodistillation et entrainement & la vapeur d’eau, 'HE obtenue est
de couleur jaune péle a jaune orangé avec une odeur boisée. Les parametres organoleptiques de
notre HE sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR [12] (Tableau 2).

Tableau 2. Propriétés organoleptiques de 'HE de Cupressus sempervirens L.

Propriétés AFNOR [12] Notre étude
Aspect Ligquide, mobile et Liquide, mobile et
limpide limpide
Couleur Jaune trés pale a | Jaune trés pale &
jaune orangé jaune orangé
Odeur Térébenthine, Boisée
boisée et ambrée

[11.2.2. Caractéristiques physico-chimiques de I’'HE du cypreés vert

Les spécificités physico-chimiques de I'huile essentielle du cyprés vert sont consignées dans le
(Tableau 3). D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que les paramétres physico-chimiques
de I'huile essentielle du cyprés vert sont en accord avec ceux mentionnés par les normes AFNOR
[12]. Selon [17], l'indice de réfraction renseigne sur la qualité de I'HE, il varie avec la teneur en
monoterpenes et en dérivés oxygénés, une forte teneur en monoterpénes donnerait un indice élevé.
Pour certains auteurs [12], le faible indice de réfraction de I'HE indique sa faible réfraction de la
lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques. Donc notre HE est de
bonne qualité.

Tableau3. Paramétres physico- chimiques de I'HE de Cupressus sempervirens L.

Huile essentielle Huile essentielle
Parametres étudiés Notre étude AFNOR [1]
Indice de réfraction 20°C 1,476 1,468-1,478
Densité relative & 20°C 0,878 0,863-0,885
Indice d’acide 1,543 <2
Indice de saponification 19,217 Non indiqué
Indice ester 17,674 8-22
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Pour les constantes chimiques, l'indice d’acide donne une idée sur le taux d’acides libres. Dans
notre étude, ce dernier est inferieur a 2. Ce qui prouve une bonne conservation de I'essence (faible
quantité d’acides libres) [12].

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape nécessaire mais demeure non
suffisante pour caractériser 'HE. Il sera donc primordial de déterminer le profil chromatographique de
'essence aromatique.

[11.3. Composition chimique de I'huile essentielle

L’analyse de 'HE des rameaux feuillés de C. sempervirens par CG-SM a permis l'identification de
21 composeés volatils ou I Alpha- pinéne a été trouvé comme composé majoritaire avec un taux de
(41, 07%), suivi par le Delta-3-caréne (16,52%) et le Terpinoléne (7,10%). Les autres composés sont
présents avec un taux inférieur a 6%. D’'un point de vue biochimique, la famille des monoterpénes
hydrocarbonés, est la plus abondante avec un taux supérieur a 70% (Tableau 4).
Les résultats obtenus dans notre étude sont conformes a ceux rapportés par la littérature. En effet,
[18] ont retrouvés les mémes composeés identifiés avec une variation dans les quantités Alpha-pinéne
(30%) et Delta-caréne (24%).

Tableau 4. Composition chimique de l'huile essentielle de Cupressus sempervirens par CG-SM.

N° Composés % RI

1 a-Pinene 41,07 983
2 Camphene 0,453 1004
3 B--pinéne 1,454 1100
4 Terpinoléne 7,10 1222
5 Delta-3-caréne 16,52 1705
6 Myrcéne 1,655 1083
7 Paracinéne 2,767 1264
8 Limonéne 4,18 1882
9 Alpha thujéne 1,41 1663
10 a-terpineol 0,46 1027
11 Terpinén 2,22 1620
12 Linalol 1,39 1741
13 Terpinéne-4-ol 1,52 1427
14 Bornéol 1,47 1417
15 a-humoléne 0,38 1776
16 B-caryophylléne 0,96 1519
17 Cadinéne 0,46 1133
18 D-Germacréne 1,22 1713
19 Cedrol 5,05 1142
20 Acétate alpha -terpényle 2,85 1278
21 Acétate de bornyle 1,20 1283

IR Indice de Rétention calculé sur une colonne apolaire (HP5-MS)

En outre, la richesse de 'HE de C. sempervirens en a-pinéne a été confirmée par plusieurs auteurs
dans différents pays : en Algérie (44,9%) [19,20], au Maroc (60%) [5], en France (64%) [21], en Italie
(31%) [22], en Egypte (6,9%) [23] et en Arabie Saoudite (48.6%) [24]. En somme, plusieurs études
[25,26] ont révélé que la composition chimique d’'une HE est tributaire de plusieurs facteurs biotique
et abiotique. Plusieurs études ont été faites dans ce sens dans le but de justifier les fluctuations qui
ont été observées dans le tracé chromatographique d’une seule plante aromatique.
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[11.4. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de [I'essence aromatique de C. sempervirens effectuée par
aromatogramme, a été réalisée sur 05 souches microbiennes. Au total, deux bactéries a Gram+, deux
a Gram- ainsi une levure ont été utilisées lors de ce screening. Les résultats de ce test antimicrobien
sont rapportés dans le tableau 5. A noter que le diamétre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul
du Diametre de la Zone d’Inhibition (DZI). A la lecture des résultats obtenus lors de ce screening
antibactérien par aromatogramme et selon I'échelle d’estimation de [27], il apparait clairement que
Candida albicans est I'espéce la plus sensible a I'action inhibitrice de 'HE avec un DZ| égal a (20
mm), suivi par Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (15 mm), Escherichia coli (13 mm). Alors que
pour la souche Pseudomonas aeruginosa (9 mm) I'effet inhibiteur est absolument absent.

Tableau 5. Activité antibactérienne in vitro de I'essence de C. sempervirens.

Souches microbiennes Gram Zone d’inhibition (mm)
Staphylococcus aureus positif 15
Bacillus subtilis positif 15
Escherichia coli négatif 13
Pseudomonas aeruginosa négatif 09
Candida albicans levure 20

Une certaine différence de sensibilité entre les bactéries a Gram+ et a Gram- a été remarquée.
Ceci est en totale adéquation avec la majorité des travaux antérieurs [28,6]. Ces derniers confirment
que les Gram+ sont plus sensibles a I'action antimicrobienne de I'HE que les Gram-. En fait, les
Gram- possedent une résistance intrinséque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature
de leur paroi. L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes
pour gu'ils puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques
toxiques (ATB, métaux lourds, HE,...) [29]. Nos résultats sont en concordance avec ceux de
plusieurs travaux antérieurs. En effet, I'activité antimicrobienne de I'HE de C. sempervirens est
attribuée a l'alpha-pinéne, qui est un monoterpéne. Celui-ci a des propriétés antioxydantes et
antiseptiques, ce qui pourrait expliquer l'origine de l'activité antimicrobienne de cette huile [30]. Le
mécanisme d’action des extraits aromatiques sur les souches fongiques n’a pas été totalement
élucidé. Cependant, certaines études soulignent que [l'action antifongique de ces substances
terpéniques est due a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une
rupture de celle-ci, entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure [31]. En
sommes, les composés majoritaires sont souvent responsables de I'activité antibactérienne observée.
En effet, il est admis que I'activité antimicrobienne des HE se classe dans I'ordre décroissant selon la
nature de leurs composés majoritaires : phénols > alcools > aldéhydes > cétones > oxydes >
hydrocarbures > esters [32].

V. Conclusion

Au cours de notre étude, nous avons évalué, in vitro, l'activité antimicrobienne de [l'huile
essentielle du cyprés vert. La composition chimique de 'HE par analyse CG-SM a permis d’identifier
et de quantifier 21 composés avec une prédominance des composés hydrocarbonés. L’évaluation de
I'activité antimicrobienne de 'HE a montré que, cette derniére est Iégérement inhibitrice sur les
souches bactériennes testées, sauf pour Pseudomonas aerogenosa qui s’est montré résistante, Pour
la levure I'HE a exhibé une action modérément inhibitrice. Comme perspectives, il serait intéressant
d’apprécier I'action antimicrobienne de cette essence en comparaison avec les composés purifiés afin
de tirer des conclusions sur les possibles effets synergiques entre différents composés majoritaires et
minoritaires. Une approche récente consiste & combiné l'utilisation des métabolites terpéniques avec
des antibiotiques. C’est la nouvelle stratégie pour surmonter les problémes de résistance et des effets
secondaires associés aux médicaments. En outre, il nous parait utile de tester Il'action
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antimicrobienne de I'HE sur une large gamme de microorganismes, en particulier des germes multi-
résistants ou ceux impligués dans les infections nosocomiales ou encore des champignons
phytopathogénes
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