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Introduction

L'huile de cade est le produit de la pyrogénation du cadier ; Juniperus oxycedrus. D'usage
ancien, elle est connue pour ses vertus thérapeutiques depuis le moyen age. Elle a été utilisée
avec succes sur diverses maladies tel que I'eczéma et le psoriasis, agit comme antiseptique
antiprurigineux, antifongique, cicatrisant et keratolytique. Elle est utilisée a ce jour en

médecine vétérinaire. (Belliot, 2007)

L'huile de cade est une résine complexe, présentant dans sa composition plusieures
substances, d0 en partie a sa composition propre, en partie, a son protocole d'extraction. En
effet toute combustion incompléte s'accompagne de dérivés polycycliques (dérivés
aromatiques, pyrolignines, etc). Cette composition hétérogene explique le potentiel toxique
qui accompagne I'huile de cade. Tous les cas de toxicité rapportés sont des cas de toxicité

aigue d0 a des doses importantes. (Saviuc, 2012)

Son efficacité dans le traitement de certains troubles cutanés peut s'expliquer par une activité
antiseptique prolongeée dans le temps. (Dechambre, 1870)

Malgreé les propriétés thérapeutiques de cette huile, les gens I'utilisent de moins en moins,
cela est d0 a son aspect visqueux et a l'odeur répulsive qu'elle dégage. Peu d'études
scientifiques lui en été consacrées malgré une large utilisation thérapeutique dans les milieux

populaires des pays africains, et hygieno-cosmétique en Europe. (Mansouri, 2010)

A un moment ou la recherche pharmacologique, notamment avec l'antibiothérapie, fait du
sur-place, revisiter, a la lumiéere des récentes technologies, les sources qui ont fait leur preuves

peut s'avérer utile, voire salutaire.

Dans cette optique nous nous proposons dans ce travail une exploration du potentiel
antiseptique de I'huile de cade par :

> des tests sur des souches microbiennes pathogenes;
» par recherche d'huile essentielle hydrodistillable;
» par des traitements chimiques alcalins susceptibles de favoriser I'expression

d'éventuels principes actifs.


http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Am%C3%A9d%C3%A9e+Dechambre%22&source=gbs_metadata_r&cad=6

|-Partie théorique:

I-1-Description et caractéristiques de I'huile de cade:

L'huile de cade est un liquide visqueux extrait du bois du genévrier oxycedre "Juniperus
oxycedrus”, liquide riche en molécules aromatiques, de couleur brun foncé, ayant une odeur et

une consistance proche de celle du goudron. (Burri, 2010;Le bas, 1823)

L'huile de cade serait partiellement soluble dans l'alcool a 90°, insoluble dans l'eau et
entierement soluble dans I'éther diéthylique, le benzene, I'acide acétique et le chloroforme.
(Belliot, 2007)

I-2-Composition de I'huile de cade:

C’est un produit de composition hétérogene, riche en molécules apolaires et aromatiques. Sa
formule est variable, fonction des matieres premieres, des régions, des climats et des procédés

d’extraction. Les constituants caractéristiques sont le cadinéne et le cadinol :

- le cadinéne, hydrocarbure de formule CisH,4, est présent sous forme de 4 isomeres dont le
principal est le B-cadinene, les autres (o-cadinene, Y;-cadinene et Y,-cadinéne) sont présents

en quantité infime.

- cadinol, alcool sesquiterpéne de formule C15H260O. (Belliot, 2007)

CH

wh
an

OH
Figure 1: Structure de f-cadinéne (& gauche) et cadinol(a droite). (Belliot, 2007)
L'huile de cade contient aussi;

- des hydrocarbures cycliques et polycycliques : benzéne, toluene, naphtaléene, méthyle-

naphtalénes, et phénanthrene.

- des phénols dont le gaiacol, le crésol et la résorcine. (Belliot, 2007)



Tableau 1I: Structure des hydrocarbures et phénols de I'huile de cade (Wang et al,

2006;Johnson, 1999;Pavia et al, 2012;Friedli, 2002;Belliot, 2007).

Hydrocarbu Formule Formule Phénols Formule Formule développée
-res brute développée brute
Gaiacol T
| CeHe @ CHO, | A~
Benzene
CH; Crésol H,
| CeHsCH3 | A, C;HgO
Toluene N =
NF OH
Z 7 | Résorcine OH OH
‘ CioHs [ | ]] CsHgO;
Naphtalene N Dy
Méthyle- c
\ C11H1o
naphtalenes - - -
Phénanthre- ‘
aal¢e
ne - - -

I-3- Applications thérapeutiques de I'huile de cade:

L'huile de cade est considérée comme un reméde externe, elle présente plusieurs actions

thérapeutiques:

- I'huile de cade a été utilisée, en association avec la poudre de diatomee (annexe 2), dans le

traitement de la gale des ovins et caprins. (Belliot, 2007;Le bas, 1823)

- en cosmétologie, I'huile de cade est utilisee dans le shampoing pour des soins

antipelliculaires, les états squameux, les démangeaisons du cuir chevelu, et les croutes de lait.
(Belliot, 2007)




- en épidémiologie, elle est considérée comme un traitement add-on au Puvathérapies

appliquées contre le psoriasis. (Dechambre, 1870)

- en médecine vétérinaire, jusqu'au dix-neuviéme siecle, I'huile de cade servait de traitement
contre les teignes et I'eczéma des animaux. On I'a aussi utilisé pour cicatriser les fissures des
sabots des équides. (Le bas, 1823;Poudret, 1985)

- actuellement, on y ai parfois recours dans le traitement des parasitoses, par application
toutes les 48 heures sur les zones malades. L’huile de cade agit rapidement et efficacement
dans le traitement des dermatoses rebelles et les différentes affections squameuses. Il
semblerait avoir un effet sur les ulceres et les lésions torpides (lésions "statiques") par
application d'une Iégere pellicule d'huile. (Bardeau, 2009;Bouchardat, 1848)

- l'association d'huile de cade avec I'huile d'olive (0.25 & 0.5 g d'huile de cade dans une
cuillere d'huile d'olive) pourrait étre efficace comme anthelminthique contre les vers
intestinaux. L'huile de cade diluée soignerait les rhinites chroniques et les coryzas. (Bardeau,
2009)

- cette huile posséderait aussi un effet répulsif contre les divers insectes, qui serait bénéfique a
I'nomme, vu qu'il existe plusieurs maladies transmises via ces derniers. Cette action pourrait
notamment étre mise a profit dans le piquage des poules ainsi que dans le traitement des

vegétaux afin de les protéger contre les différentes agressions animales. (Poudret, 1985)

- sur le plan métabolique; I'huile de cade serait un agent réducteur, il permet de diminuer le

turn-over accéléré des cellules et cela en inhibant la synthese de I'ADN. (Belliot, 2007)
I-4-Procédés d’extraction de I'huile de cade:

L'utilisation de I'huile de cade remonte au moyen age. On l'obtient a partir de la carbonisation
du troncs et des grosses branches des vieux genévriers (les jeunes troncs ne donnent pas
d'huile). (Belliot, 2007)

I-4-1-Distillation seche:

Autre fois, appelée distillation per descensum ; I’extraction de I'huile de cade se fait par
distillation du bois, qui donne un liquide visqueux de couleur rougeatre, qui devient plus
foncé au fur et a mesure, par traitement a la chaleur a une température d'environ 200°. (Burri,
2010;Belliot, 2007)

Le principe de la carbonisation, est de mettre le bois a distiller dans un pot troué, avec un

couvercle, qu'on place par la suite sur un autre pot non percé.


http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Am%C3%A9d%C3%A9e+Dechambre%22&source=gbs_metadata_r&cad=6

L'ensemble sera placé dans une fosse ,de sorte que le pot au dessus dépasse la surface du sol,
au tour duquel on allume un feu tres vif. Sous I'action de la chaleur le bois s'exsude et le

distillat s'écoule ver le pot inferieur.

Une décantation est réalisée durant 8 jours au minimum, permettant ainsi de récupérer le

liquide surnagent: I'huile de cade. (Burri, 2010)

Bois a
distiller

Lut \/

feu tres vif

_Distillat

Figure 2: Procédé de la distillation seche. (Burri, 2010)
I-4-2-Hydrodistillation:

Contrairement & l'ancien procédé, cité ci-dessus, la distillation per ascensum se fait avec une
température trés élevée (400°). L'huile s'évapore au fur et a mesure de son exsudation, se

refroidit et se condense au niveau des parois. (Belliot, 2007)

Le principe de cette méthode est de mettre le bois dans une cuve de distillation, au tour de

laguelle, on allume un feu:

- une partie des vapeurs issue de cette opération sera récupérée dans une chambre de

condensation, dirigée par la suite vers une cuve de décantation ;

- l'autre partie s'échappe par la cheminée. Il s'agit des vapeurs qui ne se condensent pas.
(Burri, 2010)

7
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Figure 3: Procédé de I'hydrodistillation. (Gast, 1999)



I-5-Toxicité de I'huile de cade:

La toxicité de toute composition est d’abord déterminée par les toxicités relatives de ses
différents constituants. Mais des interactions, souvent de synergie et parfois d’antagonisme ne

sont pas a négliger :
- interactions chimiques intermoléculaires ;
- interactions avec des organes-cibles agonistes ou antagonistes ;

- interactions activant ou inhibant la diffusion ou la biodisponibilité des principes actifs.
(Saviuc, 2008)

L’huile présente dans sa composition diverses classes de substances a toxicité avérée :
I-5-1-Toxicité des hydrocarbures:

Tableau I1: Toxicité des hydrocarbures de I'huile de cade. (Bhardwaj, 2001;Page et al,
1997;Roulet, 2004;Trachte, 2012;Jin et al, 2012; Tercé et Fraval, 2003)

Hydrocarbures Effet toxique

Cadinéne - nécrose hépatocellulaire.
- dilatation des voies biliaires.

- perturbation des enzymes hépatiques.

Benzene - hydrocarbure aromatique cancérigéne et trés toxique.
-provoque des troubles respiratoires.
-paralysie.

-anémie.

Toluéne -toxique du systéme nerveux centrale.
-I'exposition chronique provoque des troubles neurologiques,
confusion mentale, perte de mémoire, céphalées.

-responsable d'atteinte hématologique.

Naphtaléne -lésions du systéme respiratoire.

-formation de tumeurs des voies respiratoires supérieures.

Méthyle-naphtaléne -cancérigene pulmonaire chez les souris.

Phénanthréne -hydrocarbure cancérigene et mutagene.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bhardwaj%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11835625

I-5-2-Toxicité des phénols et de I'alcool sesquiterpéne:

Tableau I11: toxicité des phénols et de I'alcool sesquiterpene de I'huile de cade. (Rachouti et
al, 1997;Stellman & Dufresne, 2000;Cunningham, 1956;Claeson et al, 1991)

Phénols Effets toxiques

Garacol irritants pour les muqueuses et les voies
respiratoires.

-présente une dose létale a partir de
0.043g/kg.

Creésol -toxique pour toutes les cellules.
-corrosif pour la peau et les muqueuses.
-atteinte rénale et nécrose du foie.

-irritations oculaires.

Résorcine -hémorragie de la plévre et du péricarde. -
hypertrophie de la rate.

- méthémoglobinémie.

Alcool sesquiterpéne Effets toxiques

cadinol -antagoniste du calcium; interagie avec les

canaux calciques.

Deux cas d'intoxication & I'huile de cade ont été rapportées :

- un nouveau-né de 40 jours qui a été traité par application cutané par I'huile de cade, pour une
dermite séborrhéique, a manifesté une heure et demi apres, une convulsion accompagnée d'un

coma hypotonique et d'une dyspnée. (Saviuc, 2012)

- une femme de 30 ans, qui aprés avoir bus un demi-verre d'huile de cade, pour traiter des
céphalées, s'est plainte d'une épigastralgie avec complication de céphalées, une hypotension

artérielles et une détresse respiratoire. (Saviuc, 2012)
I-6-Préparations pharmaceutiques a base d'huile de cade:

L'huile de cade existe en pharmacie sous forme de pommade mélangée avec des corps gras ou

de la glycérine. (Dechambre, 1870)
L'huile de cade est retrouvée sous forme de pommade (Annexe 1). (Dechambre, 1870)

- on la trouve aussi sous forme de shampoing composé;
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e 3% d'huile de cade
e 0.5% d'acide salicylique
e excipients (eau, lauryl sulfate de sodium, polysorbate 80, lauryl poly glucose, chlorure

de sodium, caramel et parabéne).

L'huile de cade peut étre aussi sous forme de gel contenant 4g d'huile de cade et 3g d'acide

salicylique.
L'huile de cade existe aussi sous forme d'une solution;

e 35g d'huile de cade
e excipients (laurylsulfate de trolamine, laurate de sorbital, polysorbate et eau purifiée).
(Belliot, 2007)

I-7-Traitements a I'huile de cade:

- I'huile de cade est surtout indiquée dans le traitement de psoriasis et des dermites

séborrhéiques. Dans ce cas, on la prescrit comme suite;

- application d'une pommade a base d'huile de cade chaque soir pour lutter contre

I'épaississement de la couche dermique.

- le lendemain un shampoing doit étre appliquer pour éliminer les résidus de la pommade sur

le cuir chevelu.

- pour le reste du corps un bain, de 15 minutes, est conseillé, avec une solution a base d'huile
de cade, qui doit étre diluée en raison de 2 a 4 cuilleres a soupe, pour une baignoire d'eau
chaude. On peut également l'appliquer localement avec des compresses sur les parties
malades du corps. (Belliot, 2007)

- P’application d'huile de cade sur la peau ne provoque aucun effet immédiat, méme a une

grande concentration, seule une chaleur est ressentie au moment de I'application.

- il parait que l'huile de cade possede une maniére particuliere d'agir, ces propriétés
n'apparaissent pas au moment de I'application, mais aprés un bout de temps qui permet la

pénétration du principe actif dans le tégument. (Dechambre, 1870)

- l'expression du princip actif se vois lors de la formation de papulo-pustules dures parfois
d'un volume considérables de couleur rouge. La pustule cadique pourrait étre résolue par des

frictions prolongées qui diminuerait I'affection squameuse. (Dechambre, 1870)
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I-8-Falsification de I'huile de cade:

Malgré son faible prix de revient et son faible colt, 1'huile de cade est 1’objet de

falsifications avec d'autres goudrons végétaux (houille, hétre, pin,...etc).

Les pharmaciens et les connaisseurs de I'huile de cade reconnaissent I'huile de cade vraie

grace au reflet rouge qu'elle donne, car les autres goudrons donnent un reflet brun. (Bardeau,

2009)



I1-Matériels et méthodes:
11-1-Matériels:
11-1-1-Matériel biologique:

11-1-1-1-L'huile de cade:

L'huile de cade est produite dans la régions de Ouled Taleb (wilaya de Sétif). Il s'agit d'un

produit commercial, vendu par les herboristes.
I1-1-1-2-Souches microbiennes:
Toutes les souches testées ont été remises par le service de microbiologie de CHU de SETIF.
- Pseudomonas aeruginosa (souche 97): isolée a partir du pus.
- Enterobacter aerogenes (souche 903): isolée a partir du sang.
- Serratia marcescens (souche 91): isolée a partir du pus.
- Klebsiella pneumoniae (souche 912): isolée a partir du sang.
- Candida albicans (souche 96).
I1-1-2-Matériels de laboratoire:
- milieux de culture;

e Mueller-Hinton (IPA, Algérie);
e Sabouraud (IPA, Algérie);
e bouillons nutritifs: Mueller-Hinton (IPA, Algérie);

- spectrophotomeétre SPECORD 50;
- étuve MMM-Group (venticell);

- solvants (Biochem): diethyl ether, ethanol, méthanol, acide acétique, benzene, chloroforme,

acide hydrochlorique;

- produits chimiques (Biochem): hydroxyde de sodium et bicarbonates de sodium.
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11-2-Méthodes:
11-2-1-Caractérisation physico-chimique:
La caractérisation physico-chimique porte :

- d’une part, sur la solubilit¢ de l'huile de cade dans divers solvants, organiques et aqueux,

polaires et apolaires ;

- et la caractérisation spectrophotométrique UV-visible des différents extraits actifs obtenus
(Bensegueni L, 2001).

11-2-1-1-Test de solubilité:

e Solubilité en milieu aqueux:
La solubilité en milieu aqueux est déterminée comme suit:
- dans de l'eau distillée;
- dans I'eau distillée acidifiée (HCI);
- dans I'eau alcalinisée (bicarbonates de sodium, pH 7);
- dans I'eau alcalinisée (NaOH, pH 13).

e Solubilité en milieu organique:

On régénere I'huile de cade par chauffage et on en rajoute 1 ml dans 9 ml de chacun des

solvants suivants: diéthyl éther, chloroforme, benzene, acide acétique et éthanol.

Aprés 60 minutes, on filtre toutes les solutions pour déterminer la présence éventuelle de

précipité (solubilité partielle) ou I’absence de résidu (solubilité totale).
Le test est effectué en quatre exemplaires.
11-2-2-prospection du pouvoir antiseptique:
11-2-2-1-Fractionnement de I'huile de cade :

Le test consiste a séparer 1’huile de cade en différentes fractions, basé sur les criteres de
solubilité de polarité variable, déterminés par la caractérisation physico-chimique. L’objectif

est de séparer I’huile de cade en "pools" de molécules présentant une solubilit¢ commune :
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Figure 4: Extraits obtenus par fractionnement.
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Tous les filtrats obtenus sont évaporés, récupérés dans le DMSO et testés pour une éventuelle

activité antiseptique.
11-2-2-2-Microbiologie de I'huile de cade:

Avant d'étudier le pouvoir antiseptique de I'huile de cade, on se doit de détecter une éventuelle

microflore
e Protocole expérimental:

un échantillon d'huile de cade brute est ensemencé par strie sur gélose Mueller-Hinton (MH)

et dans un bouillon du méme milieu.
11-2-2-3-Mise en évidence de I'activité inhibitrice:
[1-2-2-3-1-Activité de I'huile brute:
e protocole expérimental:
L'huile de cade est solubilisée dans le DMSO (20%).

-on réalise un ensemencent sur boites de pétri avec gélose MH, pour les bactéries et

Sabouraud, pour la levure.

- on sature un disque stérile avec 15 pl de la solution huile de cade + DMSO qu'on dépose au

milieu de la gélose.

- incubation a I'étuve 24 a 48 heures/ 33°C (Bensegueni L, 2001).



11-2-2-3-2-Activité des divers extraits:

e test en milieu solide:

- protocole expérimental:

- les cing souches sont ensemencées dans 5 boites de pétri au contact avec les disques de

chacun des extraits obtenus aprés fractionnement. (5 disques dans chaque boite).
-Incubation 24 heures dans l'étuve.

e test en milieu liquide:

- protocole expérimental:

- chaque souche est ensemencée dans 5 ml de bouillon nutritif MH, additionné de 15 pl de

chaque extrait.
Incubation 24 a 48 heures dans I'étuve.
[1-2-2-3-3-Test en gélose bicouche:
e protocole expérimental:

Pour I'extrait chloroformique, le seul ayant montré une certaine activité inhibitrice, on a

procédé par ensemencement sur gélose en double couche:

- une gélose MH, est additionnée de I'extrait chloroformique (1 ml/10 ml de gélose MH), puis
solidifiée en position inclinée en boite de pétri. sur laquelle on coule une gélose MH vierge.
Le but est de créer ainsi un gradient de concentration en principes actif, pour favoriser la

croissance microbienne méme en cas de grande sensibilité. (Nicolle, 1965)
11-2-2-4-Traitement alcalin :

L huile de cade se présente sous forme d’une oléorésine 1égeérement visqueuse, véritable
piége a molécules. En effet elle diffuse mal dans les milieux de cultures, empéchant ainsi
d’éventuels principes actifs de s’exprimer. Le but de ce test est de solubiliser cette oléorésine
en milieu alcalin et a différents pH, le seul traitement aqueux ayant réagit avec I'huile de cade,

pour libérer ses principes actifs :



e protocole expérimental:

- aprés chauffage de I'huile de cade, on le traite avec une solution alcaline (bicarbonates de
sodium ou NaOH).

pH 10 + chauffage (protocole A)

>

» pH 13 + chauffage (protocole B)
» pH 8 + chauffage (protocole C)
>

pH 7 + chauffage (protocole D)
Dans les différents cas on obtient une fraction hydrosoluble et un résidu.
[1-2-2-4-1-Protocole A:
[1-2-2-4-1-1-Protocole a: (appliqué a "I'extrait éther")

Le "filtrat éther" est évaporé et le résidu est traité avec une solution NaOH a pH 10 avec

chauffage jusqu'a dissolution totale;

- apres refroidissement et filtration on obtient une fraction hydrosoluble alcaline et une autre

insoluble;
- la fraction insoluble est solubilisé dans le DMSO "Fla";

- la fraction hydrosoluble est acidifié avec HCI (a pH 2), filtrée puis épuisée avec I'éther

diéthylique;

- le résidu de filtration, insoluble dans le DMSO, est solubilisé dans I'éther "Ra";

- la phase "éther" est évaporée et le résidu obtenu est repris avec du DMSO "PEa";
- la phase aqueuse résiduelle est évaporée et le résidu est repris avec I'éther "PRa".
[1-2-2-4-1-2-Protocole b:

- I'nuile de cade brute est traitée directement avec une solution NaOH a pH 10 avec chauffage

jusqu'a dissolution.
- on suit le protocole a et on obtient les extraits suivants:

» fraction insoluble dans NaOH "FIb";
> résidu de filtration aprés acidification "Rb";
» phase éther "PEb";

» phase aqueuse résiduelle "PRb".



[1-2-2-4-2-Protocole B:
- I'huile de cade est solubilisée dans une solution NaOH a pH 13 avec chauffage.
- on suit le protocole a et on obtient les extraits suivants:

» fraction insoluble dans NaOH "FIB";
> résidu de filtration apres acidification "RB";
> phase éther "PEB";

> phase aqueuse résiduelle "PRB".
11-2-2-4-3-Protocole C:
- I'huile de cade est traitée avec une solution NaOH a pH=8 avec chauffage.
- on suit le protocole a et on obtient les extraits suivants:

» fraction insoluble dans NaOH "FIC";
> résidu de filtration apres acidification "RC";
» phase éther "PEC";

» phase aqueuse résiduelle "PRC".
[1-2-2-4-4-Protocole D:
O n dissous I'huile de cade dans une solution de bicarbonates de sodium ( pH 7 final).

- apres refroidissement et filtration on obtient une fraction hydrosoluble alcaline et un

insoluble.

- la fraction hydrosoluble est acidifié avec HCI (a pH 2), filtrée puis épuisée avec I'éther

diéthylique;
- la "phase éther" est évaporée et le résidu obtenu est repris avec I'éther "PE1";

- la phase aqueuse résiduelle est séchée et le résidu est repris successivement avec I'éther

"PRA1" et le méthanol "PRP1". Ces derniers sont évaporés puis repris avec le DMSO.

- l'insoluble dans le bicarbonates de sodium "FI1" est solubilisé avec NaOH a pH 13, chauffé

pendant une heure puis refroidit;
- la fraction insoluble est solubilisée dans le DMSO "FI2";

- le filtrat est acidifié, filtré (a pH 2) puis épuisé avec l'éther, le précipité est séché puis

solubilisé dans I'éther "RD";



- la "phase éther" est évaporée et récupérée avec le DMSO "PE2";

- la phase aqueuse résiduelle est séchée et le résidu est repris successivement avec I'éther

"PRA2" puis le méthanol "PRP2". Ces derniers sont évaporés puis repris avec le DMSO;
Tous les extraits obtenus sont testés pour leurs activités antiseptiques.
11-2-2-5-Hydrodistillation de I'huile de cade

L'huile de cade a été soumise a une hydrodistillation directe, menée au laboratoire de

microbiologie de la faculté SNV (Mansouri et al, 2010).

Figure 5: Photographie du dispositif d'hydrodistillation.

- I'extrait obtenu est transféré dans une ampoule a décanter. L'ensemble est laissé a reposer

24 heures.

- I'nydrodistillat a été récupéré avec I'éther est testé tel quel (cet extrait est insoluble dans
le DMSO).

On a récupéré aussi dans l'ampoule a décanter un précipité blanchatre (insoluble dans
I'éther "IE"™). Ce dernier est solubilisé dans du méthanol et testé pour son pouvoir

antiseptique.
I1-2-2-5-1-Traitement alcalin de I'hydrodistillat:
- on a traité I'nydrodistillat avec deux solutions:

» bicarbonates de sodium a pH 7;
» NaOH a pH 13.

- I'hydrodistillat traitée avec NaOH est transférée dans une ampoule a décanter , la phase

soluble dans NaOH est récupérée et acidifiée.

- on suit le protocole D.



11-2-2-5-2-Mise en évidence de I'activité inhibitrice de I'hydrodistillat:

- I'huile essentielle et les extraits obtenus suite a son traitement alcalin ont été testé sur toutes

les souches, avec un ensemencement par étalement et des disques imbibés de 20ul chacun.
11-2-3-Spectrophotométrie des extraits

Les extraits testés sont passés au spectrophotometre UV-Visible.

les extraits sont:

" I’hydrodistillat” de 1’huile de cade;
"PE2";

"PRP1";

"PRP2";

"IE".

YV V. V V V



I11-Résultats et discussion:

I11-1-Résultats:
I11-1-1-Caractérisation physico-chimique:

111-1-1-1-Test de solubilité:

I11-1-1-1-1-Solubilité en milieu organique:

L'huile de cade s'est avéree insoluble dans les solvants suivants; diéthyl éther, benzene,

éthanol et acide acétique. Apres une heure de décantation, un dépot se forme au fond des

tubes.

le chloroforme est le seul solvant qui solubilise totalement I'huile de cade.

Tableau 1V: Solubilité de I'huile de cade dans divers solvants.

Solvants Chloroforme Ethanol Diéthyl éther Benzene Acide
acétique
Solubilité Solubilité Partiellement | Partiellement | Partiellement | Partiellement
totale soluble soluble soluble soluble

[11-1-1-1-2-Solubilité en milieu aqueux:

- I'huile de cade est insoluble dans I'eau distillée et a pH acide.

- le traitement alcalin solubilise partiellement I’huile de cade ;

- Dalcalinisation douce (bicarbonate) provoque une précipitation

I’alcalinisation forte (soude) ;

- le résidu —bicarbonate est partiellement soluble dans NaOH.

Tableau V: Solubilité de I'huile de cade en milieu aqueux.

plus importante que

Milieu aqueux Eau Eau Milieu alcalin Milieu alcalin
acidifiée | distillée (NaOH) (bicarbonates de
sodium)
Solubilité Insoluble | Insoluble | Solubilité partielle Solubilité partielle




111-1-2-prospection du pouvoir antiseptique
111-1-2-1-Fractionnement de I’huile de cade

La combinaison éther-éthanol-chloroforme a permis une solubilisation totale de I’huile de
cade en trois fractions solubles distinctes : filtrat éther, filtrat éthanol et filtrat chloroforme. Il

est a noter que ce dernier solubilise toutes les autres fractions.
111-1-2-2-Microbiologie de I'huile de cade

Aucune croissance n'a été obtenue pour la gélose et le bouillon nutritif, méme aprés plusieurs
jours d'incubation. L'huile de cade ne contient aucune microflore, indigene ou contaminante.

Figure 6: Résultats de la microbiologie de I'huile sur boite et bouillon.
111-1-2-3-Mise en évidence de I'activité inhibitrice :
111-1-2-3-1-Activité de I'huile brute:

Sur les boites ensemencées la croissance bactérienne est homogene aucune zone d'inhibition
n'a été observé. A 1’état brute huile de cade n’a présenté aucune activité inhibitrice, du moins

pour les souches testées.

Figure 7: Résultats de I'activité inhibitrice de I'huile brute.



I11-1-2-3-2-Activité des extraits fractionnés:
e test en milieu solide et liquide:

- les trois fractions, le filtrat benzene et acide acétique n’ont exercés aucun effet inhibiteur sur

les souches bactériennes;
- par contre, pour la levure on note une Iégeére inhibition avec la fraction chloroformique.

En milieu liquide cet effet inhibiteur n’est pas évident a observer.

Figure 8: Tests d'inhibition avec extraits préparés.

Tableau VI: Résultats du test d'inhibition des extraits fractionnés.

Extraits Filtrat éther Filtrat Filtrat Filtrat Filtrat acide
Souches éthanol chloroforme benzéne acetique
1) (2) 3) (4) (5)
pseudomonas | Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet
aeruginosa
enterobacter Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet
aerogenes
serratia Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet
marcescens
klebsiella Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet Sans effet
pneumoniae
candida Effet Effet Sensible Effet Sans effet
albicans négligeable | negligeable 12,6 mm négligeable



http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
http://en.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa

I11-1-2-3-3-Test en gélose bicouche:

L'extrait chloroformique a alors été testé en gelose bicouche pour mettre en évidence un
éventuel effet dose: cette technique permet d'exposer la culture a un gradient de concentration

du principe actif.

Pour les bactéries (Figure 8), la croissance homogene confirme I'absence d'effet antiseptique.
Pour Candida albicans par contre I'effet antiseptique se confirme par une croissance réduite

(colonies isolées) aux zones de fortes concentrations.

Figure 9: Résultats du test de gélose en double couche.

111-1-2-4-Résultats d'activité antiseptique des extraits alcalins:

L'appréciation de I'effet inhibiteur s'est faite sur plusieurs jours pour distinguer I'effet
inhibiteur de I'effet "statique™. En effet on a remarqué, pour certains extraits, une reprise de la
croissance dans les zones d'inhibition; signe de la disparition de I’effet inhibiteur. Ceci

explique les appréciations "bactériostatique" et "bactéricide".



I11-1-2-4-1-Protocole A:
I11-1-2-4-1-1-Protocole a: (appliqué a "I'extrait éther")

Tableau VII: Résultats du test d'inhibition des extraits du protocole a.

Extraits Fla Ra PEa PRa
=0 t=
7jours
Resultats - + - +++ -

avec effet: + : sans effet: -

- I'extrait "PEa" exerce une activité bactéricide qui ne s'est manifesté qu'aprés plusieurs jours

de "maturation” (stockage).
La figure ci-dessous souligne cet effet pour les cing souches:
- les faibles zones sont obtenues apres application de I’extrait extemporané;

- les zones plus importantes correspondent au méme extrait appliqué aprés 7 jours de stockage,

a température ambiante (figure 10).

Figure 10: Résultats d'activité antiseptique de I'extrait "PEa". (Annexe 3)

Les résultats des autres extraits, négligeables devant ceux de cet extrait, sont regroupés dans

I'annexe 3.



111-1-2-4-2-Protocoles b, B et C

Tous les extraits obtenus avec ces protocoles se sont montrés inactifs sur la croissance des

microorganismes testés, méme apres plusieurs jours de "maturation™ ( figure 11).

Figure 11: Résultats obtenus avec les extraits "PEb", "PEB" et" PEC".
111-1-2-4-3-Protocole D:

Les extraits obtenus avec ce protocole se sont montrés inhibiteurs, avec des diamétres

d'inhibition intéressants (annexe 4).
Parmi ceux-1a, certains ont donné de trés bons résultats, a savoir :

e extrait "PE2" bactéricide;
e extrait "PRP1" bactéricide (figure 12);

e extrait "PRP2" bactériostatique.

Figure 12: Résultats du test d'inhibition avec I'extrait "PRP1". (Annexe 4)



Tableau VIII: Diametres des zones d'inhibition obtenus avec les extraits "PE2", "PRP2",
"PRP1".

Diamétre d'inhibition (mm)
Extraits "PE2" "PRP2" "PRP1"
souches

Pseudomonas 15.6 18.2 18.4
aeruginosa 13.8 16.6 17.6
17.4 20.0 19.8
Enterobacter 15.0 19.0 17.8
aerogenes 15.9 17.0 18.8
15.1 21.6 22.0
Serratia marcescens 18.0 19.0 17.6
12.4 15.3 17.7
15.2 21.0 19.8
Klebsiella 26.7 17.7 16.9
pneumoniae 13.8 16.6 17.5
11.6 22.2 21.6
Candida albicans 15.0 19.8 17.8
14.4 17.7 17.2
17.4 19.8 21.0

111-1-2-5-Résultats de I'hydrodistillation:
I11-1-2-5-1-Résultats de la caractérisation physico-chimique de I'hydrodistillat:

L'hydrodistillation de I'huile de cade a donné un extrait huileux, jaune-clair, d'odeur

caractéristique de I'huile de cade mais beaucoup moins prononcée, voire agréable.
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Figure 13: Hydrodistillat obtenus.
La caractérisation de I'nydrodistillat a donné les résultats suivants :

e une densité inférieure a celle de I'eau ;
e une insolubilité dans le DMSO ;

e une solubilité totale dans l'alcool;

e une insolubilité dans I'eau a pH neutre ;

e une solubilité partielle dans I'eau alcalinisée.
111-1-2-5-2-Mise en évidence de I'activité inhibitrice de I'hydrodistillat:

L'huile essentielle extraite de I'huile de cade s'est montrée tres inhibitrice, que ce soit a I'état
brut ou apres dilution dans I'éther ( 1/5). De plus elle présente un temps d'action tres court. En

effet on observe les zones d'inhibition apres 6h d'exposition. (figure 13) (Annexe 5)
L'extrait "IE" présente une activité antiseptique pour une dilution de 1/10 (g/ml). (Annexe 6)

Les extraits obtenus apres traitement alcalin de cet hydrodistillat n'ont pas donné de bonne

activité. (Annexe 7)



Figure 14: Résultats du test d'inhibition par I'nydrodistillat.

Tableau I1X: diametre des zones d'inhibition obtenus avec les extraits "hydrodistillat" et "IE".

Diamétre d'inhibition (mm)

Extraits Hydrodistillat IE
Souches

Pseudomonas aeruginosa 19.9 12.6
26.2 20.0
23.4 18.6
Enterobacter aerogenes 08.4 214
24.6 18.0
22.8 154
Serratia marcescens 24.5 19.4
21.0 17.8
28.6 17.0
Klebsiella pneumoniae 194 18.5
30.0 15.0
29.8 19.2
Candida albicans 24.3 17.2
40.1 19.0
35.0 17.6
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I11-1-3-Résultats de la spectrophotométrie

Tableau X: Résultats spectrophotomeétre des solvants.

Absorbance nm

Longueurs d'ondes

DMSO 0.6695 260
Ether éthylique 1.2535 290
méthanol 0.3487 249

Tableau XI: Résultats spectrophotomeétre des extraits.

Absorbance (nm)

Longueur d'ondes

1.8806 320
Hydrodistillat
PE2 1.2527 290
Pic1 1.4000134 292
Pic 2 1.4222 303
PRP1 Pic 3 1.3609 320
Pic 4 0.5757 370
PRP2 1.0739 289
Pic1 0.4948 254
Pic 2 0.5021 261
IE Pic 3 0.4963 266
Pic 4 0.4917 271
Pic 5 0.4800 279




Les extraits ont donnés les graphes suivants:

Figure 15: Spectres des extraits et solvants.



I11-2-Discussions génerale:
[11-2-1-Caractérisation physico-chimique:
L'analyse spectrale UV-Visibles des différents extraits laisse voir que:

- I'nydrodistillat (confondu avec I'huile essentielle ) montre une absorbance dans I'UV avec un
maximum caractéristiqgue a 320 nm. Le pic obtenu, trés pointu, est synonyme d'un extrait

mono moléculaire, donc pure.

- l'extrait ether n'absorbe pas dans I'UV-Visible. On remarque que le spectre obtenu se

confond avec celui du solvant.

- le séchage du résidu aqueux d'extraction (pH 7) a donné deux principes actifs. un principe
actif soluble dans I'éther, ne présentant aucune activité antiseptique, et un deuxiéme extrait
soluble dans le méthanol, présentant une nette activité antiseptique. Ce dernier présente une

absorbance multi-pics synonyme d'une composition hétérogéne, avec trois cComposes majeurs:

e l'une absorbant a 320 nm identifiée a I'huile essentielle (hydrodistillat);

e deux autres absorbant a 292 nm et 303 nm;

- le méme résidu obtenu aprées alcalinisation par NaOH de I'insoluble pH 7 "FI1" a donné

un seul principe actif absorbant a 289 nm.

- I'extrait "IE" présente aussi un spectre complexe avec cing principes actifs absorbants a

des maximum distincts.
Cette analyse fait ressortir des détails tres intéressants:

- si I'hydrodistillation nous donne une huile essentielle trés active comme antiseptique, ce

méme principe actif est retrouvé apres extraction alcaline, dans le résidu aqueux;

- d'autres molécules a fort pouvoir antiseptique, sont retrouvées aussi dans les résidus
aqueux (pH 7 et pH 13) mais l'analyse spectrale montre qu'elles sont différentes du

principe actif extrait par distillation:

e lextrait "PE2", soluble a pH alcalin et insoluble dans l'eau a pH acide, et ne
présentant aucune absorbance dans I'UV-Visible;

e des molécules ( pH 7 et pH 13), solubles dans I'eau a pH acide, absorbant dans
I'UV a des maximums trés voisins ce qui laisse penser qu'elles sont probablement

de la méme famille ou tres proche sur le plan structure.



L'activité antiseptique indiscutable de I'hydrodistillat se retrouve aussi dans I'extrait
alcalin. On est tentés alors d'attribuer I'activité antiseptique de I'huile de cade a cette
fraction, mais I'existence d'une activité antiseptique comparable, dans I'extrait "PE2", ou la
fraction volatile est totalement absente, prouve qu'il ya au moins deux principes actifs

distincts antiseptiques dans I'huile de cade.
[11-2-2-Traitement de I'huile de cade:

L'huile de cade s'est montrée insoluble dans I'eau. Elle présente, par contre, une bonne

solubilité en milieu alcalin croissante avec élévation du pH.

En présence de bicarbonates de sodium, elle présente une légere solubilisation avec
formation d'un abondant précipité. Ce dernier est, en partie, soluble dans la soude .Le
résidu insoluble est soluble dans I'éther.

Le traitement alcalin nous a permis d'obtenir différentes fractions:

- la fraction hydrosoluble a pH 7: aprés acidification et extraction a I'éther, on obtient la
phase éther "PE1" et la phase résiduelle aqueuse "PR". Le séchage de cette derniére donne

un résidu sec extrait successivement par I'éther diéthylique "PRAL1" et le méthanol "PRP1".

- I'insoluble a pH 7: traité avec la soude, il présente une fraction hydrosoluble (pH 13) et
une fraction insoluble. Cette derniere est soluble dans le DMSO "FI1". La fraction
hydrosoluble donne, apres acidification, un extractible éther "PE2" et une phase
résiduelle aqueuse qui, séchée et extraite successivement, par I'éther et le méthanol donne
"PRA2" et PRP2".

L'exploration du pouvoir antiseptique des différentes fractions obtenues nous a donné:
- trois extraits actifs sur les souches testées: "PE2", "PRP1" et "PRP2";

- les caractéristiques d'extraction, les spectres d'absorption UV-Visibles et méme les

diameétres d'inhibition obtenus montrent que "PRP2" est inclut dans "PRP1".

Ainsi le traitement alcalin de I'huile de cade a permis de libérer deux principes actifs que

I'oléorésine brute ne permet pas d'exprimer.

On peut expliquer, de cette maniere, la latence nécessaire a certains extraits pour agir.

Leur emprisonnement dans la résine empéche leur actions immédiate.



A la lumiére de toutes ces considérations, un protocole de traitement globale d'extraction
et d'expression des principes actif de I'huile de cade se dégage. Il est proposé ci-dessous

dans sa forme finale.

Bt Ao caly, - D¥asosistiiation > Hydrodistillat

> IE

NaHCO3 pH 7+ chauffage L’)

Hydrosoluble 1  Insoluble "FI1*

NaOH pH 13
HCl pH 2

Hydrosoluble 2

” HCl pH 2

Eth

o ? g *RD"
Ether

Phase aqueuse résiduelle
< Séchags = éther
.m-

"PRP"

Figure 16: Schémas récapitulatif du protocole proposé.



Conclusion

L'huile de cade a toujours été réputée efficace dans le traitement des affections cutaneées,
pour son action sur les processus de multiplication cellulaires, mais aussi pour son activité

antiseptique.

L'exploration de cette activité sur I'huile brute s'est montrée totalement negative. Mais la
recherche et l'extraction de son huile essentielle s'est avérée tres intéressante. cette huile

essentielle s'est montrée trés antiseptique et ,de plus, présente a des teneurs notables.

L'aspect oléo-résineux d'huile de cade montre une consistance brute, hétérogene, non
adaptée a une utilisation directe et parait nécessiter un traitement susceptible de mieux la

solubiliser.

Si I'hydro-solubilisation n'a rien donné, le traitement alcalin s'est montré tres fructueux.
Deux principes actifs ont été isolés, I'un dans la phase éther et l'autre dans la fraction aqueuse
résiduelle.

Ainsi le potentiel antiseptique de I'huile de cade se confirme. Mais son mécanisme d'action
reste a élucider. Parce qu'une question se pose: ce pouvoir inhibiteur est-il spécifiquement

dirigé contre les microorganismes ou peut-il s'exercer contre les cellules animales et humaine ?

Parce que dans ce dernier cas, toutes les hypothéses sont permises. Un screening moléculaire
s'impose et une réévaluation des différentes propriétés, réelles ou, supposées de I'huile de cade

pourrait, peut etre, répondre au problemes d'antibio-résistance.
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Annexe 1:

Annexes

e différentes pommades a I'huile de cade. (Dechambre, 1870)

Substances

pommades

Huile de
cade

Glycérine

Huile
d'amande
douce

Mucilage de
semences de
coings

AXone

Glycérés
d'huile de

cade

1 gramme

30 grammes

Liniments
de I'nuile de

cade

30 grammes

60 grammes

Liniments
de I'nuile de
cade

4 grammes

30 grammes

Pommades
contre les
gercures du

sein

2 grammes

30 grammes

4 grammes

Pommade de
I'huile de

cade

5 grammes

30 grammes

Annexe 2:

e Poudre de diatomées:

La poudre de diatomées est issue de roche légére de couleur blanche, verdatre ou jaunatre

qui est le résultat de I'accumulation au fil du temps de carapace de diatomées (classe d'algue

unicellulaire marine o d'eau douche). (Le Du et Ferrand, 1990)



http://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Am%C3%A9d%C3%A9e+Dechambre%22&source=gbs_metadata_r&cad=6

Annexe 3:

e Résultats du test antiseptique avec le protocole a:







Annexe 4:

e Résultats du test d'inhibition en présence de I'extrait "PRP2":




e Résultats du test d'inhibition en présence de I'extrait "PE2":

\
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Annexe 5:

e Résultats du test d'inhibition en présence de I'extrait "hydrodistillat":




Annexe 6:

e Résultats du test d'inhibition en présence de I'extrait "I1E":







Annexe 7:

e Résultats du test d'inhibition en présence des extraits du traitement alcalin de
I'hydrodistillat:




Résume:

L'huile de cade a été étudiée pour son pouvoir antiseptique. La caractérisation physico-
chimique, essentiellement la solubilité, a été déterminée. Son fractionnement en milieu

organique a trois pools moléculaires distincts, sans réelle activité antiseptique.

L'hydrodistillation de I'huile brute a extrait une huile essentielle inhibitrice pour toutes les

souches microbiennes testées.

Le traitement alcalin de I'huile brute a libéré deux extraits, I'un polaire et l'autre apolaire

présentant une activité inhibitrice averée.
Mots clés:

Huile de cade, antiseptique, traitement alcalin, hydrodistillation.

Abstract:

Cade oil has been studied for its antiseptic properties. The physical and chemical
characterization, mainly solubility was determined. Its division into organic medium in three

distinct molecular pools exhibit no real antiseptic activity.

The steam distillation of crude oil extracted an inhibitory essential oil for all microbial strains
tested.

The alkali treatment of the crude oil released two extracts, one polar and one apolar having

inhibitory activity proved.
Keywords:

Cade oil, antiseptic, alkali treatment, hydrodistillation.



