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Résumeé

Juniperus oxycedrus L. est une plante aromatique et médicinale, conparele nom
Taga, appartenant a la famille des Cupressacemsissant a |'état spontané.

Ce travail est consacré a l'étude de [lactivitéinaictobienne des extraits
méthanoliques dd. oxycedrus sur des especes microbiennes fréquentes dangdesans
communes.

En outre, le rendement le plus élevé en extr@thanolique a été obtenu avec les
glabules en comparaison avec les feuilles et legaax.

Par ailleurs, I'étude du pouvoir antimicrobiem eks extraits méthanoliques a montré
gu'ils se sont avérés actifs uniguement sur lestses bactériennes a Gram positif testées
(B. cereus, B. subtilis et S aureus). Par contre, ils ne présentent aucune activitdes
souches bactériennes a Gram négatif testéesoli et P. aeruginosa) et les souches
fongiques testée€(albicans et A. niger).

Ce travail pourrait servir d’appui pour trouver dakernatives aux médicaments et

antibiotiques conventionnels utilisés en thérapguati

Les mots clés :

Juniperus oxycedrus L., extrait méthanolique, activité antimicrobienne.



Abstract

Juniperus oxycedrus L. is an aromatic and medicinal plant, known bg ttame Taga,
belonging to the family Cupressaceas and growiogtsmeously.

This work aims to study the antimicrobial activiaf methanolic extracts of J. oxycedrus
on microbial species frequent in common infections.

In comparison with leaves and twigsms, the higlyedtd of methanolic extract hgs been
obtained with glabules Thus, the study of themaiatiobial potency of these methanolic
extracts showed that they were active only on tlaengpositive bacterial strains tested (B.
cereus, B. subtilis and S. aureus). On the othed,hthey haven t shown any activity on
the gram negative bacterial strains tested (E.amali P. aeruginosa) and the fungal strains
tested (C. albicans and A. niger).

Thus, this study could serve as support for findattgrnatives to conventional drugs and
antibiotics used in therapy.

Keywords :

Juniperus oxycedrus L., methanolic extract, antiofi@l activity.
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I ntroduction

I ntroduction

Depuis la nuit des temps, les hommes appréciest Vertus apaisantes et
analgésiques des plantes. A travers les sieceg,dditions humaines ont su développer la
connaissance et l'utilisation des plantes médiemafujourd’hui encore, les deux tiers de
la pharmacopée ont recours a leurs propriétés ivesatLarousse, 2001). De plu,
recherche médicale atteste de l'efficacité et 'shdcuité de nombreux médicaments
phytothérapeutiques (Willker, 2009).

Toutefois, avec le développement de l'industriensfue et pharmaceutique, les
produits de synthése ont pris le dessus et lesujisodaturels ont peu a peu été délaissés
notamment dans les pays développés. Cependant, laveanps les médicaments de
synthese ont commencé a exhiber des effets secesda@ qui a conduit le retour aux
produits naturels (Kasilo et Trapsida, 2010). Efeteflautomédication et l'utilisation
anarchique des médicaments synthétiques et désadigties a engendré des problémes de
santé inquiétant dont les allergies, la toxicitdaetésistance microbienne (Zhang et al.
2015).

Les plantes médicinales constituent une compogantiamentale pour I'avenir du
systéme de santé dans le monde; elles demeurergoumee inépuisable de substances
actives. Parmi ces molécules, on retrouve les dilbed, acides phénoliques, tannins,
saponines, terpenes et flavonoides possédant everstivités biologiques (Adouane,
2016).

La phytothérapie est une discipline qui tend torgoa se renouveler, car la
recherche des nouveaux médicaments est continueBdimites de I'antibiothérapie, vis-
a-vis des champignons et des bactéries multi-eégiesd ont incité a chercher de nouvelles
possibilités, pour lutter contre celles-ci. L’'essmtuel de la thérapie par des substances
d’origine végétale telles que les extraits offrendeivelles perspectives thérapeutiques. En
effet, depuis quelques années, un intérét accrpast sur les extraits végétaux ayant
montré des propriétés antibactériennes et antifpeg (Sadou et al. 2015).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéresseés @ame spontanée commune
en Algeérie;Juniperus oxycedrus.

Le GenévrierJuniperus oxycedrus L. appelé communément Cade en francais ou
«Taga » en arabe dialectal; est une plante de la famédkeCupressaceae. C'est une espéece

tres commune dans le sous-bois et les zones dégrdds régions semi-arides en Algérie.

~1~
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Ce taxon a un réle écologique considérable duyféit résiste a la sécheresse, surtout dans
les régions les plus arides (Hafsi et al. 2017)plDs, cette plante est utilisée en médecine
traditionnelles dans le traitement de diverses diasatelles que I'hyperglycémie, la
tuberculose, la bronchite et la pneumenieczéma, les rhumatismes et la gale
(Bensegueni-Tounsi, 2001; Larousse, 2001; Miagd. &013).

L'absence ou manque de travaux de recherches eamtéren Algérie sur les
activités biologiques des extraits de cette plamtes ont motivés a la sélectionner afin
d’en déterminer I'activité antimicrobienne.

Ce travail a donc pour objectif d'évaluer I'acvintibactérienne et antifongique
des extraits méthanoliques des différentes paseiennes du. oxycedrus a savoir ; les
feuilles, rameaux et glabules sur quelques southe®biennes frequemment rencontrées

dans les infections communes.
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Synthese bibliographique

l. Juniperus oxycedrus
l.1. Généralités

Le Genévried. oxycedrugFig. 1) est une plante de la famille des Cupessale
genreJuniperus L est le plus diversifié de cette famille. Il arépartition la plus large par
rapport aux autres genres de coniféres. Il compeswviton 75 especes (Adams et al, 2013),
la plupart de leur croissance est dans I'hémispheré. L'oxycedreest fréquent en région
cétiere méditerranéenne (du Maroc a I'lran), Oasil I'une des plantes caractéristiques des
garrigues et des maquis, on le rencontre dansdfehbke du bassin méditerranéen. Il vit dans
les régions du sud de I'Europe (Espagne, Franc#)cetit jusqu’aux les pays du Moyen-
Orient.

En Algérie, Maire (1952) et Quezel et Santa. (J9# mentionné que lduniperus
oxycedrusest commun dans le secteur des hauts-plateaurd®ya&lgerois et Constantinois)
et aussi dans le secteur de I'Atlas Saharien. Bewus-especes ont été décrites sur des bases
morphologiques: laubsp. macrocarpéSibth. & Sm.) Ball et laubsp rufescen&ink) Asch.

& Graebn. Selon Quezel et Santa. (1962)Jumiperus oxycedrusubsp macrocarpa est
commun sur tout le littoral, tandis que Janiperus oxycedrusubsp rufescens est tres
commun dans toute I'Algérie. Il se distingue fagiEnt par ses fruits brun rougeéatres et non

bleuatres et feuilles aigués (Quezel et Gast, 2017)

Figure 1. Parties aériennes duoxycedrus

a : feuilles, b: glabules, c: rameaux.

~3~
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|.2. Systématique

Embranchement : Spermaphytes

S. Embranchement : Gymnospermes

Classe : Pinophytes

Ordre : Pinales

Famille : Cupressacées

Genre : Juniperus

Espece : Juniperus oxycedrus. (Tela-botanica, 2017).

Nom francais : oxycédre, Genévrier oxycedre, cadeier, petit cedre, petit cedre d’Espagne
Nom arabe: Arar
Nom berbere : Taga ou Tagga (Damerdji et Men@i4).

|.3. Description botanique

C'est un arbuste qui peut atteindre 8 m (mais ptusent un arbrisseau), a feuillage
persistant. Les feuilles, toutes en aiguilles pijes, sont verticillées par 3 et disposées en 6
rangs le long de la tige. Elles sont un peu glasagiedonnent a l'arbuste une teinte grisatre.
Elles présentent 2 raies blanches sur la face isupér(une seule raie cheluniperus
communi¥y de part et d’autre de la nervure principale. IClas arbuste dioique dont la
floraison intervient en Avril-Mai. Les fruits sobtun-rouge et luisants a la maturité (au bout
de 2 ans)subglobuleux, assez gros (8-10 mm), dépasses désquar les feuilles (Becker et
al. 1982; Tela-botanica, 2011; Miara et al. 2013).

l.4. Répartition géographique
1.4.1. Dans le monde

Le genévrieroxycedre est une espéce originaire de la région méditesrame
(Marongiu et al2003).11 atteint dans les montagnes méridionales |'alétde 1000 meétres.

L’ oxycedreest frequent en région cotiere méditerranéennd/i@wc a I'lran) (Fig. 2)
ou il est 'une des plantes caractéristiques desgues et des maquis. Il est le plus courant
des genévriers méditerranéens, on le rencontre laggrsemble du bassin méditerranégn.
Afrique du Nord il couvre 450.000 hectares (Quezd¥ledail, 2003).
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mm Reépartition de:
genévriers

Figure 2. Aire de répartition des genévriers en région méditeenn. Sourc: :
(Quezel et Medail, 200:

1.4.2. En Algérie

Le genévrier couvre environ 290.000 hectares erérdg Il recule de plus en pli
dans I'Atlas Saharien et sur le versant du sud dan¢-Atlas sousl’action du climat
désertique mais surtout sous celle de 'homme et des traux (Kerbouch, 2010). Avec
l'altitude de 0 a1000 metre (Franck, 2018), 'est une espece typiqg de la région
méditerranéennenebioclimat sen-aride (Quezel et Gast, 2017).

1.5. Utilisation
1.5.1. Usage thérapeutique loc:

Cette plante est utilisée en médecine traditiorl L'extrait du bois deJ. oxycedrus
huile de cadeest connu dans tout IMaghreb pour son utilisation ancestrale dan
conservation de I'eau dans les “Outresune sorte de tannage sur la peau des ca|
maintient I'eau de I'outre saine et propr

L’huile de cade est utilisée par les anciens seuwim de Cedria contre I'eczén
I'acné, le psoriasi, I'impétigo, la teigne et la gal
Utilisée en dermatologie vétérinaire contreerpes et les plaiesuppurées en
association avec des substances rgiques et capables d'atténuses effets irritants
(Bensegueni-Tounsi, 20018]le est aussi utilisécontreles diverses affections cutan (El
Hamrouni, 2001).
Reméde efficace contre les cystites, il facilitedi@inage, mais ne doit pas €

employé en cas d'insuffisance rén.

~5~
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Le genévrier fortifie le systéme digestif. Par vamterne ou externe, il se révele
efficace dans le traitement des arthrites chrorsgde la goutte et des rhumatismes.
En application, I'huile essentielle diluée calme ilflammations ; elle est censée favoriser le
drainage des tissus sous-cutaneés. Il stimule ¥enflanstruel (Larousse, 2001).

C'est une plante Stimulante, diurétique, toniquéettomac antiseptique pulmonaire
et dépurative (Miara et al. 2013).

Attention : A éviter en cours de grossesse ou en cas de ragteslantes. Ne pas
utiliser en cas d'infection ou d’'insuffisance réndl'absorption de I'huile essentielle par voie

interne est a proscrire hors contrdle médical (usse, 2001).

|.6. Substances actives de la plante

Le fractionnement de I'extrait méthanolique dwxycedrusndique une teneur de la
fraction AcOEt (2,66 %), et un rendement de latfoan n-buOH de (14 %).
L'huile essentielle dd. oxycedrusest caractérisée par une prédominance-piméne (39,32
%) suivi du dgermacréne (8,88 %) (Mazari, 2009).

Salido et al. (2002) (in Mazari, 2009), rapportgae I'huile essentielle des feuilles de
J. oxycedrusssp. badia récolté en Espagne contient une fameuteena-pinéne (40-57 %)
suivi de l'oxyde de manoyle (5-10 %). D’autres cosgs chimiques son présents en quantités
modérées tels que les phellandréne, p-cymeéene, mgjrégrpineol et (E)-nerolidol. Par contre,
J. oxycedrussp.macrocarpacontient beaucoup de sabinene (26,5 %) etadpitiene (22,6
%). Par ailleurs, la composition des huiles esstesi des feuilles de la sectidaniperusest
généralement beaucoup plus simple et dominée pandmoterpenes simples (Bouyahyaoui,
2017).

I1. Les différents procédés d’extraction des principeactifs des plantes

A lintérieur de leurs cellules, les éégux renferment des essences, c’est —a- dire des
sécrétions naturelles que I'on utilise pour obtdeg extraits. Il existe plusieurs méthodes
d’extractions, qui se pratiquent en fonction de plartie du végétal choisie. Plusieurs
techniques d’extraction peuvent étre mises en cepeue extraire les principes actifs des
plantes, toujours trés recherchés pour toutesssdiépplication en alimentaire, nutraceutique,
cosmétique et pharmacie, ...

Tout procédé d’extraction est basé sur la difféeethe solubilité des substances d’un
mélange dans un solvant. Le mélange a extrairegiesolide ou liquide et le solvant liquide

ou fluide supercritique (Penchev, 2010).
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I1.1. Intérét de I'extraction

Le but de l'extraction est d’isoler une ou plusgeunolécules a partir d’'u
organisme. Ainsi, la découverte de nouveaux médioasnpeut passepar I'étude de ces
substancesaturelles et si une molécule se trouve étre padate dans un domaine preé«
elle pourra faird’objet d’'une commercialisation sous forme de madien (Benabdallah,
2016).

I1.2. Types d’extractions

Parmi les techniqgueonventionnelles, on trouv
a. Distillation

Ce processus nécessite I'emploi de trois cuvege®lpar des tubes. Les extr.
peuvent alors étre séparmds I'eau ce, comme elle est plus Iégere que c-ci, elle reste en
surface. Grace a cettechnique d’extraction, I'extrait garde ses pro@se et I'eau qui res

apres la séparation peut seiila fabrication des hydrolatsiéro Buronzo, 200¢.

b. L’extraction par solvants chimique:

Cette méthode epratiquée au niveau industriet utilise des produits chimiqu
comme le benzéne, un solvant voe. L'extrait ainsi obtenue peut garder des trace:
solvant utilisé dans I'opératic (Moro Buronzo, 2009).

L’appareil de Soxhlet(Fig. 3) a été utisé pour la préparation des extr
meéthanoliques car le screening phytochimique a dé@au’il permettait I'extraction d'u
plus grand nombre de molécules. Par coipour les extraits éthanoliques la macératior
préférable car elle donies méme résultats que I'appareil de Soxhlet tout en étaatuicour

plus facile a realiser (Akroum, 201

| Refrigérant

Cartouche poreuse: produit a extraire |

Extracteur

| Siphon d’évacuation de 1I’extrait |

. 4—[ Solvant (s)

Solurce de chale

Figure 3. Schéma d’'urappareil de Soxhlet (Benabdallah, 20
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c. Extraction par entrainement a la vapeur
Ce mode a été considéré comme l'un des cas patgwe la distillation des

mélanges liquides dont les constituants sont, @miipletement insolubles ou complétement
solubles dans I'eau, soit spécialement solublea (@mtenant des traces d’huile ou huile
contenant des traces d'eau). L'entrainement déd’'lmssentielle a la vapeur d'eau est un
mouvement de transfere des matieres beaucoup piaglexes, cette complexité reviens au
fait que les dépbts des huile essentielles dedgiasont différents de leur nature et de leur
positionnement lorsque le contacte entre la vapellihuile est empéché montre un systeme
de distillation par entrainement a la vapeur d'@&g. 4) (Beddiar, 2016).

‘Vapeur d'eau charges

Eau chaude
d'hiile assoanfielie

Huile sssentisls

Flamntes arcmatigues

Vapeur d'eau

Eau fraide
Eau
Eau filorala

Eau florale +
huile essentialla

Chaleur—-r} r'i :.;' P !.:'
pEaTas SN aTan

Essencier

Figure 4. Systeme de distillation a I'entrainement de laetap’eau (Beddiar, 2016).

d. Extraction par macération

C’est une méthode traditionnelle couramment em@o¥#le consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant avesams agitation, a température ambiante ou
a température élevée pour une durée déterminéeesllbasée sur la solubilité des composeés
bioactifs dans un solvant d’extraction et elleiefiiencée par une série de facteur incluant la
nature du matériel végétal, la concentration eatéslde I'échantillon, la nature du solvant, la

durée d’extraction...etc (Khenfer et Medjouel, 2016).

e. Extraction par micro-ondes

Les ultrasons sont des ondes vibrations@liécaniques de fréquence allant de 16
KHz a 1 GHz pouvant se propager dans les soliéssliquides et les gaz. Dans un milieu
liquide, la propagation des ondes va générer deegysuccessifs de compression (haute
pression) et de raréfaction (basse pression) §i(Michel, 2011).
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> Condensateur

Huile essentielle

» Hydrolat

‘ M N
D @ i I:fx( ) ; Eau
L s
- — — > Materiel végétal

Four Micro-ondes

Figure 5.lllustration d’'une distillation assistée par Mievades (Beddiar, 2016).

f. Extraction par hydrodistillation

Extraction par hydrodistillation efiligant un appareil (Fig. 6) de type Clevenger:
I'extraction de feuilles seéches dans un ballon aeebteau distillée, puis chauffer, les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les h@ls§marent de I'eau par différence de densité.
L'huile essentielle obtenue est mise dans un flacdabri de la lumiére et stockée a 4C°
(Djenadi et Farhi, 2011).

)
/

i
[o4]
W,

sy
X

5

Figure 6. Principe de la technique d’hydrodistillation (Atlde2018).
1. Chauffe ballon; 2. Ballon; 3. Thermomeétre; 4frigérant; 5. Entrée et sortie d’eau; 6.

Erlenmeyer ; 7. Matiere a extraire I'essence ;@iche d’huile essentielle.
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g. Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés ne s’appliqgue gu’aux agrumes.
Le principe de ce traitement mécanique est fonaélssuupture des péricarpes riches en
cellules sécrétrices en essences. L'essence lileétdecueillie par un courant d’eau puis est

isolée par décantation (Abdelli, 2018).

II1. Activité antimicrobienne

Les extraits possedent des propriétés antimicroB®plus ou moins prononcées. En
effet, en raison de leur caractére lipophile, leamnistituants se lient aux membranes
cellulaires des micro-organismes. llIs inhibent notent les échanges d’électrons
membranaires lors des phosphorylations oxydativesfrenent ainsi le métabolisme
energétique. De fortes concentrations en extraisigisent également a la lyse membranaire
et a la dénaturation des protéines cytoplasmi@exsscher et al. 2005).

Plusieurs études ont montré que les extraits spaldes de s’attaquer aux microbes
les plus puissants, comme le staphylocoque, ldidate koch (tuberculose) ou le bacille
typhique (typhoide) (Moro Buronzo, 2009).

Les extraits ont une double- action coné® microbes : lls peuvent les tuer (effet
bactéricide) et ils en arrétent la prolifératioffdebactériostatiques). Les plus puissants pour
cela sont ceux qui contiennent des phénols (Khat)l), flavonoides (Judd et al. 2002),
tannins,Saponines (Manase, 2014) et alcaloides (Ceccorg§)2@squels sont utiles pour

lutter contre les infections bactériennes (Morodszio, 2009).
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Partie expérimente

1. Objectif
Ce travail a eu pour but I'évaluation de [lactivigntimicrobienne des extra
méthanoliques des différentes parties aériennduniperus oxycedrus.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel biologique
2.1.1. Matériel végétale
Le J. oxycedrus a été récolté dans la région de Tiaret en FévOaéB2Les différente

parties aériennes (feuillagmeaux et glabule(Fig.7)ont été utilisées lors de cette ét.

Figure 7. Parties aériennes dJ. oxycedrus (a: feuilles, b: rameaux: glabules

2.12. Microorganismes testé

Septsouches microbiennefréquemment rencontréatans les infections commui
ont été utiliséetors de cette étul (tableau 1)l s’agit de souches de collectiinternationale
ATCC (American Type Culture Collection) fourniesagieusement par les laboratoires
CHU Mostapha Pacha d’Alc exceptéCandida albicans qui est un isolat clinigl.. Une
observation au microscope, aprés coloration si pour les champignoret de Grar pour les

bactéries ont été effectuéafin de vérifier la pureté des soucl

2.1.2.1. Souches testées
a. Bactéries a Gram positif
- Bacilluscereus
Bacillus cereus est une bactérie Gram positiaéroanaérobie facultatif et capatde

produire des spores dans des conditions défava de croissance. C’est un mi-organisme
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mobile, en forme de bacille de grande taille (>int), parfois en chainette et aux colonies a
'aspect cireux et opaque sur milieux gélosés (ag,2014).
Il est responsable de toxi-infection alimentaiig, (fes [égumes, les pommes de terre
et les épices) avec soit syndrome diarrhéiquesgaiirome émétique apres l'ingestion.
Il cause aussi des infections de plaie traumatsguiiée par de la terre, infection osseuse,

infection sur bralure et infection oculaire (Cla2®14).

- Bacillussubtilis

Connu aussi comme le bacille du foin ou le bad#kel'herbe, est une bactérie Gram-
positif, catalase-positif, c'est surtout une espdxquitaire. Sa longueur varie de 2 a
4 um et sa largeur de 0,5 a 2 um. Elle a pour fazelkilaire des batonnets droits a bout
arrondis. Elle est mobile grace a une ciliatureitpéne. Elle est aérobie stricte, sa
température optimale est de 40 °C. Peut formeremaespore dure protectrice. Cette bactérie

peut étre responsable de I'intoxication alimentédeuzerouata, 2017).

- Staphylococcus aureus

C’est une bactérie Gram-positif, opportuniste, cangale de la peau et des muqueuses
de 'hnomme et de nombreuses espéces anim8lass une moindre mesure, elle peut
coloniser également le périnée et les muqueuseasalag et les aisselles (Lays, 2012).

Les staphylocoques sont disposés de fa manieraappes de raisin. Sur gélose, ils
forment des colonies plus grosses que les stregu@soet poussent en aérobiose (Bourhy et
al. 1999).

Elle est responsable d’infections cutanéo-muquelistestions ostéo-articulaires, pleuro-
pneumonies, seépticémies, toxi-infections alimeatathoc toxinique et infections sur corps

etrangers (Barbier, 2008).

b. Bactéries a Gram négatif

- Pseudomonas aeruginosa

Appelé aussi bacille pyocyanique, est une bact&riam négatif, trées répandu dans
'environnement, pathogene opportuniste, parfoimmensal de sujets sains, frequemment
résistant aux biocides et aux antibiotiques (Legl2002).

Il est responsable d'infection pulmonaire (Elmegkia978). C’est un pathogéne

opportuniste responsable de nombreuses infectiters les patients immunodéprimés comme
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les bralés, et les cancéreux. Il peut causer désctians urinaires et les infections

nosocomiales (Bourhy et al. 1999).

- Escherichia coli

C’est un bacille a coloration de Gram négatif, b&r@naérobie facultatif. C’est une
bactérie immobile ou mobile et non-sporulée (Bali@016).

Elle est responsable de gastro-entérites, infestiomnaires et de méningites chez le

nouveau né (Moualkia et Ansar, 2014).

c. Champignons
* Leslevures

- Candida albicans

C’est une levure non capsulée, non pigmentée eb@erCette levure diploide forme des
colonies blanches crémeuses, elle peut mesurerad&53um.C. albicans peut aussi former
des chlamydospores, qui sont des structures telesina(Lagane, 2007).
Elle est responsable de tropisme particulier pesiréins et I'ceil (El Jouhari, 2008).
Elle est aussi I'agent d’'une mycose de la peauesuntliqueuses (muguet buccal,

vulvovaginite...) et d’autres affections (Delarra802).

* Les moisissures

- Aspergillusniger

C’est I'une des espéces les plus communes dangrbanement et représente 5 % des
isolats aspergillaires en laboratoire (Metahni, 201 ’aspergille noire, est un champignon
filamenteux ascomycéte de I'ordre des eurotialésstdine des espéces les plus communes
du genre aspergillus qui apparait sous forme drooisissure de couleur noire sur les fruits et
légumes. La température de développement est d€ 2%°peut étre inhibé a 37°C
(Guillaume, 2006).

Le premier cas répertorie d’infection fongique humeaest attribue a Bennett (1842).
L’auteur décrit la présence de champignons danshashats, les cavernes et les masses
tuberculeuses pulmonaires d’'un patient (Thierry,130

Il s’agit du principal agent des otomycoses (aftexs de I'oreille dues a un champignon).

Il est également responsable d’aspergilloses etleedroisieme espece retrouvée dans
'aspergillose invasive. Il est responsable de égrddation de certains fruits et légumes
(Metahni, 2012).
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3. Méthodologie
3.1. Protocole expérimentale

Les étapes suivies dans la présente étude solitedétans Idigure :

Juniperus oxycedrusL.
( * \
Rameaux, feuille et glabules
Séchage a I'abri de la lumiére
4 l 7\
Extraits méthanoliques

[ Evaluation de I'activité antimicrobienne ]

Bactéries Champignon

4=

[ Gram positif ] [ Gram négatif ] [ Levure [ Moisissure
Staphylococcus Escherichia cali

aureus Pseudomonas Candida Aspergillus
Bacillus cereus aeruginosa albicans niger

Bacillus subtilis

Figure Brotocole expérimental.

3.2. Préparation de I'extrait méthanolique
Apres la récolte de la plante, les parties aérigiffeiilles, rameauxet glabules) sont

isolées et séchées a I'ombre dans une étuve seomperature de 40°C. Ensuite, elles sont
broyées a I'aide d’'un broyeur électriqgue en poddre. La méthode d’extraction utilisée est
celle décrite par Satirapathkul et Leela (2011 )cayweelgues modifications. Brievement, 50 g
de matériel végétal broyé est macéeré dans 500 miélkanol aqueux (70 %) puis soumis a
une agitation continue durant 24 heures. La salutimtenue est filtrée et le filtrat récupéré est
mis a I'étuve a 40°C afin d’évaporer le méthandéxtrait sec ainsi obtenue est conservé a

4°C a I'abri de la lumiére.
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3.2.1. Détermination du rendement en extraits métheoliques
Le rendement en extrait brut est défini comme émmapport entre la masse de
I'extrait brut sec et la masse du matériel végbtalyé a traiter.il est calculé selon la
formule suivante R = (M1/M2) x100
R : Rendement en extrait brut sec exprimé&en
M1: Masse en grammes de I'extrait brut sec.
M2 : Masse en grammes du matériel végétal broyétarrai

3.3. Evaluation de I'activité antimicrobienne du gaévrier

Afin d’évaluer l'action antimicrobienne des extmides différentes parties du
genévrier, différentes concentrations de chaguaigxiont été préparées dans du DMSO a 50
%. Des suspensions microbiennes sont préparéed eamslistillée stérile a partir de cultures
jeunes de 24 h puis ajustées au standard de térldds MacFarland pour obtenir une
concentration microbienne de®lgellules/ml.

La technique de diffusion sur gélose a partir desspa été utilisée (Balouiri et al.
2016). Brievement, des boites de Pétri contenantladegélose Mueller Hinton sont
ensemencées par étalement a l'aide d’'un écouvdlgrartir de la suspension microbienne
standardisée sur toute la surface de la géRaela suite, la gélose est perforée a l'aide de la
partie supérieure d’'une pipette Pasteur (6 mm denélire) formant des puits. Les cavités
ainsi formées sont remplies de 20 puL de l'une dexentrations des extraits a tester. Les
boites sont mises a incuber dans une étuve a Erfitapt 24 h pour les bactéries et la levure
C. albicans et a 25°C pendant une semaine pour la moisigsuniger.

L’activité antimicrobienne est évaluée en mesurantaide d'un pied a coulisse ou
d'une régle, le diamétre de la zone d’inhibitioduite par les extraits ou les antibiotiques
(Yala et al. 2016)Tous les essais sont répétés trois fois.

En parallele, des antibiotiques de réféecont été testés sur les mémes souches en
étude afin de comparer les résultats, ceux-ci slantéphalotine 30 pg (contre les bactéries a
Gram positif et négatif) (Archambaud, 2009), latazfliime 30 pug (contre les bactéries a
Gram positif et négatif) (Ferry et Richard, 201Bjcideuynalidixique 30 pg (contre les
bactéries a Gram négatif principalement les entardies), (Muylaert et Maini, 2013), la
novobiocine 30 pg (antibiotique bactériostatiquspactre étroit, active principalement sur les
bactéries a Gram positif, en particulier sur legpBylocoques et les streptocoques ainsi que
sur certains cocci et bacilles a Gram négatif tdusy Haemophilus et Pasteurella), (Delarras,
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2014), l'oxaciline 1 pg (contre les bactéries a Gram positif principaem les
staphylocoques) (Wolffe €fimsit, 2001, la colistine 10ug (contre les bactéries a Gr:
négatif)(Ferry et Richard, 201

Figure 9. Techniquede diffusion a partir des puits pour la détermimatile I'activité
antimicrobienne des différents extr.

3.3.1.Détermination de la sensibilité des microorganismetestés en fonction de la zor
d’inhibition
La sensibilité des bactéries cibles envers lesrdiftés extraits est classée selon
diamétres des halos d’inhibition détermines (Alem et Arbaoui, 2017).
0 & 8 mm bactérie non sensible ou résisti;
» 9 a 14 mm bactérie sensible ou intermédii ;
» 15 a 19 mm bactérie tres sensil ;

> >20 mm: bactérie extrémement sensi
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Résultats

4.1. Observation microscopique des souches test
L’'observation microscopiquedes caractéristiques morphologiqudes souches

testées confirmé qu'il s’agissait bien des souches ci(Fig. 10).

y »
. N q )
*\: :
., ) - A2

E. coli P. aeruginosa

X b A

S. aureus B. subtilis B. cereus

Figure 10.Observation microscopique des souches apres dolosimple (e) et de Gra

4.2. Rendement en extraits méthanoliqu:

by

Les rendements esxtraits méthanoliqueobtenus a partir des différentes par

aériennes du. oxycedrus sont cités dans ftableau 1.

Tableau 1.Rendements en extraits méthanoliques des difféygateies aériennes

Genévrier.

Partie: Feuilles Rameaux Glabule:
Rendement (¥ 23.56 11.56 30
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On remarque que le rendement en extrait des gk est le plus élevé (30 %) su
par celui de feuilles (23,56 %) alors que les ramgaésentent le rendement le plus fa
(11,56 %).

Rameaux

Figure 11.Extraits méthanoliques des différentes pa aériennes dJ. oxycedrus.

4.3. Activité antimicrobienne des extraits
Les diamétres des zones d'inhibition des ex des différentes partie
aériennes du. oxycedrus aux différentes concentrations s@pécifiques a chacun d
microorganismes testés, les résultats sont illustrés anfigure 12, 13, 14, 15, 16 et 1
ainsi que le tableau 2.
Un produit est considé actif, si le diamétre de la zone d'inhibition sgpérieur
8 mm (Kabichat, 2013).

~18 ~



Résultats

H Feuilles H Rameaux i Glabules

Diametres des zones d'inhibition (mm) a
10 %

S aureus B. cereus B. subtilis

Figure 12. Diametres moyel des zones d'inhibitionr(m) des extraitméthanoliques
a10 % sur le souches microbiennes testées.

Figure 13.Zones d'inhibitionproduites par lesextraits méthanoliques J. oxycedrus a 10
% sur les souches testées.
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20 - M Feuilles H Rameaux M Glabules

Diametres des zones d'inhibition (mm) a
20 %
H
o

o N A~ O 0
1

S aureus B. cereus B. subtilis

Figure 14.Diametres moyel des zones d'inhibitionr(m) des extraitméthanoliques a

20 % sur le souches microbiennes testées.

Figure 15.Zones d’inhibitionproduites ar lesxtraits méthanoliques «J. oxycedrus a 20
% sur les souches testées.
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H Feuilles H Rameaux u Glabules

25

%

Diametres des zones d'inhibitions (mm) a 40

S aureus B. cereus B. subtilis

Figure 16.Diamétres moyel des zones d'inhibitiom{m) des extraitméthanoliques

gy

40 % sur le souches microbiennes testées.

Figure 17.Zones d’inhibitionproduites par lesextraits méthanoliques J. oxycedrus a 40

% sur les souches testées.
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On note que les trois extraits des parties aérednd. oxycedrus ont exhibé une
activité inhibitrice seulement contre les trois cloes bactriennes a Gram positif alors
gu’aucune inhibition n’a été observée sur les bwdéa Gram négatif ainsi que sur les
deux champignons testés (tableau R).cereus et B. subtilis sont les souches les plus
sensibles avec une zone d'inhibition maximale de 1915 mm suivie d&. aureus avec
17 + 1 mm a une concentration de 40 % pour ledlésuet les rameaux alors qu’a 10 %,

les mémes souches ont présentées des zones diothide 14 0 mm, 15+ 1 mmet 13 +

1 mm de diamétre respectivement pour les mémesiesxtr

L’extrait des glabules, quant a lui, a présent&tases d'inhibition les plus faibles

par rapport aux autres extraits avec des diamdgek2 + 1,15 mm pouB. cereus et B.

subtiliset 10.5 £ 1.15 mm pol8 aureus, ceci pour une concentration de 40 %.

Tableau 2.Diametres moyens des zones d'inhibition (mm) désiéx relatifs aux

différentes souches bactériennes et fongiquestesté

Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (mm)
Souches| S. aureus B. cereus | B. E. |P. C. A.
Concentration % subtilis | coli | @ruginosa | albicans | niger
DMSO 00 00 00 00 | 00 00 00
Feuilles 13x1 15+1 14+0 |00 | OO 00 00
10% | Rameaux | 131 15+0 14+1 |00 | 00 00 00
Glabules | 10+0 11+1 11+1 |00 | OO 00 00
Feuilles 16.3+0.57] 18+1 18+1|00 | 00 00 00
Rameaux | 16.3+1.15 18+1 18+1|00 | 00 00 00
20% | Glabules | 10.2+0.46| 113+ 11.3+ |00 | OO 00 00
1.15 1.15
Feuilles 171 19+0.57, 19+ |00 | OO 00 NT
1.15
40 % | Rameaux | 17+ 1 19+0.57 19+ |00 | 0O 00 NT
1.15
Glabules | 10.5+1.15| 12+1.15 12+ |00 | 00 00 NT
1.15
Feuilles NT NT NT 00 | 00 00 NT
50 % | Rameaux | NT NT NT 00 | 00 00 NT
Glabules | NT NT NT 00 | 00 00 NT

NT: Non Testée.
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4.4. Test de sensibilité vis-a-vis des antibiotiggeconventionnels

Les résultats du test de sensibilité des souchesobiénnes testées vis-a-vis de
quelques antibiotiques (tableau 3, Fig. 18) a &gtle de maniére générale celles-ci sont
plus sensibles a la novobiocine et a l'acide naligie exceptéP. aeruginosa et C.
albicans qui n'ont présenté de sensibilité a aucun dedbiatitjues testés ce qui démontre
une forte résistance de la part de ces deux souClpendant. aureus s’est révélée la

plus sensible par rapport aux autres souches sesidigie deB. cereus etB. subtilis.

Tableau 3.Diametres moyens des zones d'inhibition (mm) débiatiques relatifs aux

microorganismes testés.

W E.coli |S. B. B. P. C. A.

Antibiotiques aureus | cereus | subtilis | aeruginosa | albicans | niger
Ceftazidime 0 0 0 0 0 0 0
Céphalotine 0 33 8 11 0 0 9
Acide nalidixique 25 17 25 24 0 0 25
Novobiocine 35 37 26 24 0 0 27
Oxacilline 0 17 0 0 0 0 0

Colistine NT NT 0 NT NT NT NT

NT: Non testée

» 0 a8 mm : bactérie non sensible ou résistante ;. R...

» 9 a 14 mm : bactérie sensible ou intermédiaire ;..S....

» 15a19 mm : bactérie trés sensible ;..................... TS

» >20 mm : bactérie extrémement sensible................ B8r{ket Arbaoui, 2017).
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Figure 18.Zones d’'inhibition produites par lantibiotiquegestés sur I¢ différentes

souchebactériennes et fongiques étudiées.

~ 24 ~



Discussion



Discussion

Discussion

Cette étude a eu pour objectif I'évaluation de féefantimicrobien des extraits
méthanoliques des parties aériennes (feuilles,aaret glabules) dil oxycedrus.

La difféerence observée entre les rendements désratites parties aériennes de la
plante a savoir les feuilles (23.56 %), les ramgdudx56 %) et les glabules (30 %); peut étre
expliquée par le fait que la quantité du soluté&lgtovarie d’'un tissu végétal a I'autre. En
effet, les composés bioactifs en particulier lemgosés phénoliques peuvent étre présents
dans une large variété de plantes mais avec desrtenariables entre les différentes espéeces
et dans les différents tissus (Luczaglet 2014). De plus, la méthode d’extraction influe la
guantité et la qualité de I'extrait obtenu. En effe phénomeéne de transfert de soluté dans le
matériel végétal n'est pas affecté seulement pdadesur caractérisant la matiére végétale
(micro-texture et complexité de la structure dwsuisvégétal). Le soluté lui-méme peut
influencer le processus de diffusion et, par consgge, le rendement de par sa structure
moléculaire, sa taille, sa localisation, sa répartiet ses liaison dans la matiere végétale avec
d’autres composés (Baazi et Ghecil 2017). Etantnéloque presque tous les éléments
identifiés a partir de plantes et qui sont actdatee les micro-organismes sont des composes
aromatiques ou composés organigues saturés, ildespius souvent obtenus par extraction
éthanolique ou méthanolique. Les solvants alcoeBqeuvent augmenter la perméabilité des
parois cellulaires en facilitant I'extraction d’yphus grand nombre de molécules polaires de
moyenne et de faible polarité. Les rendements lies @levés sont habituellement obtenus
avec de I'éthanol et du méthanol et leurs mélaages de I'eau. Le méthanol et I'éthanol sont
signalés comme solvants d'extraction efficaces fesusaponines et les stérols, les alcaloides,
les polyphénols et les terpénoides (Ait Abderral#@i,8).

On remarque d'aprés les résultats obtenus que Xéwmite méthanoliques des
différentes parties di. oxycedrus n’ont aucune activité antimicrobienne contre lest®aes
testées a Gram négatit.(coli et P. aeruginosa) et aucune activité antifongique contre la
moisissure et la levure testéeA. figer et C. albicans respectivement) quelque soit la
concentration utilisée. En revanche, une inhibitte la croissance des bactéries testées a
Gram positif & savois. aureus, B. cereus et B. subtilis a été notée.

Il est a noter qué. aureus s’est révélée la plus sensible vis-a-vis des astidpies
conventionnels testés suivie Becereus et B. subtilis. Alors queP. aeruginosa et C. albicans
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n'ont présenté aucune sensibilité vis-a-vis de catixCe qui concorde parfaitement avec les
résultats obtenus avec les différents extraits ametliques du genévrier.

Cependant les travaux de Mansouri et al. (R@ht démontré que I'huile essentielle du
Genévrier était efficace contre certaines bactéri€sam négatif dori. coli et P. aeruginosa
et sur les moisissures doAt niger, Penicillim expansum et Penicillium digitatum et les
moisissures causant la pourriture du bo& {rabeum, P. placenta, C. puteana, C.
versicolor). Ce qui n’est pas le cas avec les extraits métipres testés dil oxycedrus.

En effet, I'action des molécules antimicrobiennépahd essentiellement de la nature
et la composition de la substance utilisée et chotype de la souche microbiennes. En outre,
la différence de sensibilité aux agents antimi@obipeut s’expliquer par la perméabilité, la
composition et la charge des structures extériedessmicroorganismes. Elle peut aussi étre
due a la variation dans le taux de pénétratioredtraits de produits naturels a travers la paroi
cellulaire et les structures de la membrane cétkul@it abderrahim, 2018). Plusieurs études
ont démontré la sensibilité des bactéries a Grasitipwis-a-vis des agents antimicrobiens
par rapport aux bactéries a Gram négatif. Cettéréifice d’activité pourrait s’expliquer par la
différence de la composition pariétale des deuxesyple bactéries. Effectivement, les
bactéries a Gram positif composées d’'une paroiusk@ment de peptidoglycane épais
semblent étre plus favorables a la pénétratiorpdgtomolécules qui atteindraient facilement
leurs cibles intracellulaires. A I'opposé, les léaets a Gram négatif avec leur membrane
externe composée des phospholipides qui interiésarac les molécules, rend leur passage a
travers la paroi difficile surtout les composésrapdobes (Tian et al. 2009; Soundararajan et
al. 2012). La résistance de ces dernieres est thuprésence des lipopolysaccaharides (LPS)
dans la face externe de leurs membranes formasit e barriere contre la pénétration des
molécules bioactives. Le mécanisme exact par lempgel PS interviennent reste méconnu a
I'heure actuelle (Baazi et Ghecil, 2017). Les pardes champignons quant a elles sont
composées en majeure partie de polysaccharidessi, Aém plus de la génétique des
microorganismes, la teneur de la paroi en polysaabbs et lipides affecte significativement
la perméabilité des différentes molécules antintiEones et la réponse des microorganismes
vis-a-vis de celles-ci (Ait Abderrahim, 2018).

On note une variabilité dans I'activitétibactérienne des extraits des différentes parties
aériennes du. oxycedrus. En effet, les extraits des feuilles et des tipedsentent une activité
antibactérienne plus élevée par rapport a ceuxgthsules. Ceci a été observé aussi par
d’autres auteurs comme El-sawi et al. (2007) aurscale leurs travaux sur l'activité

antimicrobienne des extraits des rameaux et dés filu genévrier d’Egypte. Ces résultats
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sont aussi en concordance avec les résultats ddAngt al. (2003) qui ont étudié I'activité
antimicrobienne des huiles essentielles des rameauwdes fruits de quelques espeéeces de
Genévrier sur un certain nombre de micro-organismes

Les travaux de Merghache et al. (2012) sur les cot#€ phytochimiques de cette
plante, ont révélé notamment la présence des #eslo des dérivés phénoliques, des
flavonoides et des terpénoides; qui sont connusr pewrs innombrables propriétés
biologiques dont les propriétés antimicrobiennes.

Plusieurs travaux ont rapportés l'action antimiceobe des polyphénols. Les
mécanismes d’action des polyphénols sur les migesosmes sont trés complexes; parmi les
hypothéses les plus avancées figurent leur actiorles acides nucléiques, les enveloppes
cellulaires et sur le métabolisme microbien tel duehibition de la phosphorylation
oxydative. Ainsi, ils inhibent les fonctions derfeembrane cytoplasmique, interagissent avec
les protéines et enzymes extracellulaires de |aipaicrobienne, séquestrent le substrat
nécessaire a la croissance microbienne et dénafeseprotéines agissant comme des agents
tensioactifs (Ait Abderrahim, 2018).

En ce qui est des alcaloides les mécanismes ahaptoposes sont l'inhibition de la
synthése des acides nucléiques, inhibition des penapefflux, perturbation de I'équilibre
homéostasique, perturbation de la membrane extetnde l'intégrité de la membrane
cytoplasmique, fuite du contenu cytoplasmique...€Bushnie et al. 2014). En outre, les
saponines possedent des propriétés ressemblaliés des détergents et peuvent augmenter
la perméabilité des membranes cellulaires bactéeesans les détruire (Soetan et al. 2006).

En outre, l'activité antimicrobienne des huileseasiglles deJ. phoenicea et J.
oxycedrus de I'Algérie pourrait étre associée a la quant#g erpenes et de leurs composés
majoritaires (par exemple-pinene, myrcene-pinene, linalol, myrcend}-phellandrene et
germacrene D). Ces composés possedent une fortgéaantimicrobienne, en s’attaquant a
la membrane plasmatique, ce qui provoque une augti@mnde la perméabilité et la perte de
constituants cellulaires. De surcroit, il a étpp@té que b-pinéne, qui est le composé
majoritaire, présente plusieurs activités biologsjuil est antibactérien, anti-inflammatoire,

antiviral, expectorant, sédatif, herbicide et ingege (Bouyahyaoui, 2017).
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Conclusion et perspectives

Malgré le développement de l'industrie des médicasnd'origine chimique, la
phytothérapie traditionnelle constitue actuellemerd source de remede par excellence.
Cette derniere connait une large répartition ckezpbpulations ayant confiance en usage
médical populaire et n’ayant pas les moyens deatgples frais de la médecine moderne.

En effet, la phytothérapie joue un réle tres imgotridans le domaine thérapeutique
moderne, en constituant une base de données éstig@ede ethnobotanique. Cette
derniere est riche en connaissances empiriquekiandisdes expériences des hommes.

L'utilisation des plantes spontanées médicindt@aine celle des plantes cultivées
et la plupart de ces plantes sont récoltées mameiit surtout au Printemps.

Dans le cadre de valorisation des ressources Hatuveégétales locales, cette étude
a permis de démontrer |'efficacité, quoique resteeaux bactéries a Gram positif, des
extraits méthanoliques des différentes partieeagdas duuniperus oxycedrus L. Ce qui
n'a pas été fait auparavant car les travaux réajisgue-la concernent essentiellement les
huiles essentielles de cette plante.

Ce travail pourrait servir d’appui pour trouver @ddternatives aux medicaments et

antibiotiques conventionnels utilisés en thérapgueti
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