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ARTICLE INFO RESUME

Article : Cette étude vise la valorisation de I'intégration des huiles de Juniperus phoenicea
Regu le : 02/03/2020 en industrie pharmaceutique. L’extraction par hydrodistillation a permet d’avoir
Accepté le : 03/07/2020 un rendement de 0,62 + 0,3 % pour 100g de matiére végétale. Le profil

chromatographique analysé en phase gazeuse a fait ressortir une richesse en
monoterpénes hydrocarbonés, avec comme composant majeur a-pinene
(47,66%). L’activité antimicrobienne testée sur des souches de références, par la
méthode de I'aromatogramme et celle de la micro atmosphere, a révélé une

Mots clés : Juniperus sensibilité de Staphylococcus aureus, d’Enterococcus faecalis, Kelebseilla
phoenicea, Huile essentielle, pnemoniae et Candida albicans. La valeur de la CMI, CMB et CMF notée varie en
aromatogramme, micro fonction des souches testées. Il est a signaler que toutes les souches sont inhibées
atmosphére, CMI, CMB et a des concentrations comprises entre 0,06% et 0,25%. Ces résultats ont fait
CMF ressortir I'opportunité de I'utilisation de I'huile essentielle de genévrier de

phénicie pour le traitement des infections microbiennes.

ABSTRACT

This study aims to promote the integration of Juniperus phoenicea oils in the
pharmaceutical industry. The extraction by hydrodistillation provides a yield of
0.62 = 0.3% per 100g of plant material. The chromatographic profile analyzed in

Keywords: Juniperus the gas phase revealed a richness in hydrocarbon monoterpenes, with the major
phoenicea, Essential oil, component a-pinene (47.66%). The antimicrobial activity tested on reference
aromatogram, micro strains, by the aromatogram method and that of the micro atmosphere, revealed
atmosphere, MIC, MBC and a sensitivity of Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Kelebseilla
MFC pnemoniae and Candida albicans. The value of the MIC, CMB and CMF noted

varies according to the strains tested. It should be noted that all the strains are
inhibited at concentrations of between 0.06% and 0.25%. These results
highlighted the advisability of using phenicia juniper essential oil for the treatment
of microbial infections.
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1. Introduction

L'usage abusif et répété des antibiotiques dans la lutte contre les microorganismes a fait émerger de nouvelles
souches microbiennes multi résistantes. Selon Chaudhary (2016), ces dernieres sont rencontrées principalement
chez les entérobactéries. Plusieurs travaux tentent de valoriser les substances bioactives d’origines végétales
comme solution alternative pour une meilleure prise en charge médicale (Harikrishna et al., 2004 ; Arab et al.,
2014 ; Bouchenak et al., 2018). La prévalence des infections respiratoires d’une part, la richesse, la diversification
de la flore médicinale de notre pays, et la phytothérapie comme tradition populaire d’autre part, plaident pour
une approche industrielle d’exploitation des plantes médicinales. En Algérie, la médecine traditionnelle a toujours
occupée une place importante dans les traditions de médication, en particulier pour les infections touchant
I’appareil respiratoire. Cette étude consiste a évaluer I'activité inhibitrice des huiles essentielles d’une plantes
médicinales, largement utilisée par la population locale, sur la croissance de certaines souches microbiennes de
référence. Il s’agit de Juniperus phoenicea.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Aprés une étude ethnobotanique et suite au nombre restreint d’études effectuées sur les plantes disponibles,
notre choix s’est porté sur la plante aromatique Juniperus phoenicea, actuellement répondue de maniére faible
dans la région de Dellys mais parfaitement connue et utilisée dans la médecine traditionnelles par la population de
la région. La partie utilisée de cette plante est les rameaux sur lesquels sont plaquées les petites feuilles.
L'ensemble est utilisé aprés séchage.

2.2. Souches microbienne

Les huiles essentielles de Juniperus phoenicea sont testées sur les quatre souches bactériennes : Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aerugenosa, Klebseilla pneumoniae et Enterococcus faecalis et une levure Candida albicans,
pour leurs fréquence élevée de contamination et de pathogénicité. Les souches sont des lots d’ATCC (Américain
Type Culture Collection), elles sont entretenues par repiquage sur milieu nutritif gélosé favorable a leur croissance
pendant 24h a 37°C et 48h a 25°C pour Candida. Le tableau suivant présente les principales caractéristiques de ces
bactéries.

Tableau 1. Caractéristiques des souches utilisées

Souches bactériennes Couleur de Gram Type de Gram Références
Staphylococcus aureus violette G (+) ATCC 6538
Entérococcus faecalis violette G(+) ATCC 6569
Kelebseilla pnemoniae Rose G(-) ATCC 4352
Pseudomonas aerugénosa Rose G(-) ATCC 9027
Candida albicans ATCC 24433

Récolte et séchage de la matiéere végétale

Les feuilles et les rameaux sont récoltés dans la région d’étude a Dellys, en deux périodes différentes. La premiere
récolte est réalisée au mois de Novembre alors que la deuxieme s'est faite en Avril. Les feuilles et les rameaux sont
lavés puis séchés a Iair libre et a I'ombre loin du soleil et de 'humidité. L’ensemble est disposé en couches minces
sur du papier absorbant, propre et sec, renouvelé de fagon systématique. Le séchage de cette plante a duré 15
jours.

Extraction et estimation du rendement en huiles essentielles

Les huiles essentielles de genévrier sont obtenues par hydrodistillation de 100g de matiére végétale (rameaux et
feuilles). La durée de I'extraction est de 4 heures et I'opération est répétée a plusieurs reprises. La décantation de
I'HE est réalisée dans une ampoule de 250ml, puis I'huile obtenue est séparée de la matiére non organique en
ajoutant a 'ensemble I’éther di-éthylique.

Aprés évaporation du solvant organique, I'huile essentielle est conservée dans un flacon en verre a 4 °C. Le
rendement est calculé par le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue et la masse végétale utilisée dans
I'extraction.
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Caractérisation chromatographique des huiles essentielles par CG/SM

L'identification des constituants de I'huile essentielle de Juniperus phoenicea en se basant sur leurs temps de
rétention est réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-Packard (série HP 6890) couplée a
un spectromeétre de masse (série HP 5973). La fragmentation est effectuée par impacte électronique a 70ev. La
colonne utilisée est une colonne capillaire HP-5MS (30m x 0,25mm), I'épaisseur du film est de 0,25um. La
température de la colonne est programmée de 60°C a 220°C pendant 10 min a raison de 3°C/min. le gaz vecteur est
I’'Hélium dont le débit est fixé a 1,5 ml/min. Le volume injecté est de 1 pl en mode Split (1/100). L’appareil est relié
a un systeme informatique.

Etude de I'activité antimicrobienne

La méthode adoptée pour I'évaluation de I'effet antimicrobien des huiles essentielle (HEs) de J. phoenicea est celle
dictée dans les travaux de Celitkas et al. (2007). L'inoculum est préparé a partir d’une culture de 18 — 24h pour les
bactéries et de 48h pour la levure. L’analyse qualitative a pour objectif de vérifier I'activité de I'huile essentielle de
J. phoenicea sur les différentes souches citées précédemment par la méthode de diffusion en milieu solide ou la
méthode des disques. Cette étude est portés sur les deux phases de I'huile essentielle : la phase liquide
« aromatogramme » et la phase gazeuse « micro atmosphere ». Dans un premier temps, une premiére couche
d’une épaisseur de 15 a 20 mm du milieu gélosé Mueller Hinton pour les bactéries étudiées et Sabouraud pour la
levure Candida albicans est coulée dans les boites de Petri. Aprées solidification du milieu, une deuxieme couche
fine constituée d’un mélange de 100ml du milieu gélosé et 200ul de la suspension microbienne est coulée. Dans un
deuxiéme temps, pour la méthode de I'aromatogramme, les disques d’ATB stériles de 9 mm de diametre, imbibés
de 10ul d’huile essentielle, sont déposés sur la gélose préparée précédemment. Quant a I’étude micro-
atmosphérique, cette derniere permet de mettre en évidence la diffusion des composés volatils des HE dans la
boite de Pétri. La technique consiste a déposer le disque imbibé d’une quantité déterminer d’HE au milieu du
couvercle de la boite de Pétri. La boite est fermée avec le couvercle en bas. Le tout est laissé a température
ambiante pendant 30 min pour permettre la diffusion de I’échantillon. Elles sont ensuite mises a I'étuve a 37°C
pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour la levure. La lecture se fait par la mesure du diamétre
de la zone d’inhibition. L’analyse quantitative permet d’avoir une idée sur I'efficacité de I'huile essentielle testée en
mesurant la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et la
Concentration Minimale Fongicide (CMF). Pour cela, Les huiles essentielles sont diluées avec un milieu composé de
gélose (Mueller Hinton ou Sabouraud) et de Tween 80. Les concentrations en huiles essentielles testées sont 2% ;
1% ; 0,5%; 0,25%; 0,125%; 0,06%; 0,03%. Des boites témoins, constituées du milieu de culture additionnée de
quelques gouttes de Tween 80 sont préparées.

3. Résultats

Rendement en huiles essentielles et caractérisation organoleptique

Aprés plusieurs séries d’extraction, un rendement de 0,62 + 0,3 % est obtenu avec la récolte du mois d’avril, soit
trois fois plus supérieur a celui noté avec la récolte du mois de novembre (0,18 + 0,2 %). Elle est de couleur
transparente a faiblement jaunatre, d’odeur caractéristique, forte et persistante.

Analyse de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea par chromatographie couplée a la spectrométrie de masse
CG/SM

La composition chimique de I'HE de Juniperus phoenicea est déterminée par CG/SM en fonction du temps de
rétention et de la teneur en composés volatils. Au total 53 composants volatils, représentant environ 98,65%%
sont identifiés. Les monoterpénes hydrocarbonés sont le groupe majeur. Les composants volatils les plus
abondants dans la constitution de cette I'HE sont : a-pinene (47,66%) suivit par a-phyllandréne (7,28%), p-cymene
(6,05%), myrcene (5,43%), B-pinéne (2,79%) et limonene-D (2,40%) (Tableau 2).
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Tableau 2. Composition chimique relative de I'huile essentielle de Juniperus phoenicea

Tr (min) Composés Teneur (%) Tr (min) Composés Teneur (%)
5,02 Bornyléne 0,02 17,68 Carvone 0,35
5,55 Tricycléne 1,87 19,47 Linalol 8,28
6,07 a-pinéne 47,66 22,01 Composé C 0,85
6,33 D -limonéne 2,40 23,02 a-cubébene 0,65
6,44 Composé A 0,83 23,40 B-bourbonene 0,07
6,97 Sabinéne 0,27 23,77 B-elemene 0,21
7,08 comphéne 0,86 24,15 a-elemene 1,08
7,52 B-pinéne 2,79 24,58 a-cédrene 0,32
7,96 Composé B 0,16 24,90 B-caryophylene 1,72
8,10 3-caréne 0,10 25,26 Bicyclo[4,4,0]dec-1- 0,12

ene,2-isopropyl-5-
methyl-9-methyléne
8,35 2-caréne 0,17 26,06 a-Himachalene 0,05
8,96 a-phéllandréne 7,87 26,29 a-Caryophyléne 0,51
10,97 4-caréne 0,45 26,70 Thujopsene 0,12
11,16 Tau.terpéne 0,27 27,07 Epizonarene 0,05
12,60 a-campholenal 0,43 27,24 Tau-Muuroléne 0,08
13,54 p-cymene 6,05 27,44 B-Cubebene 0,39
13,77 Camphene 1,05 27,65 Aromadendréne 0,21
hydrate

14,10 Pinocarvéol 0,60 27,99 Naphtalene 0,29
14,70 Myrcene 5,43 28,17 B-Himachalene 0,15
14,98 Terpinen-4-ol 1,13 28,62 Germacréne D 0,25
15,51 Myrténal 0,24 28,78 Tau-cadinéne 0,26
15,65 a-terpénoil 0,52 29,11 Delta-cadinéne 0,40
15,84 Myrténol 0,31 31,53 Caryophylene oxyde 0,86
16,15 Verbenone 0,47 33,32 Composé D 0,21
16,97 Trans-carvéol 0,36 33,46 a-cédréne 0,32
45,58 Composé C 0,13

Activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne réalisée sur les deux phases de I’'HE de J. phoenicea obtenus par mesure
des diameétres des zones d’inhibition sont reportés dans le tableau suivant :

Tableau 3. Moyennes des diametres des zones d’inhibition pour différentes souches testées

Souches Phase liquide (Aromatogramme) Phase gazeuse
(Micro atmosphére)

Staphylococcus aureus 2310,4 mm 18,500 mm
ATCC 6538

Enterococcus faecalis 13+00 mm 10+0,3 mm
ATCC 6569

Klebseilla pneumonia 21+0,6 mm 19+0,25 mm
ATCC 4352

Pseudomonas aerugenosa Résistante Résistante
ATCC 9027

Candida albicans 18,5+00 mm 14+0,3 mm
ATCC 24433
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L'huile essentielle de J. phoenicea a exercé une action antimicrobienne sur toutes les souches testées excepté P.
agerugenosa qui s’avere résistante. Les valeurs des diametres des zones d’inhibition de la croissance microbienne
pour les deux phases de I'HE sont relativement proches. La bactérie la plus sensible envers les deux phases de I'HE,
liquide et gazeuse, est Staphylococcus aureus, avec respectivement un diametre d’inhibition de 23+0,4mm et
18,5+t00 mm. Les autres bactéries a savoir Enterococcus feacium et K. pneumonia ont montré une sensibilité
modérée. Le diameétre des halots varie selon la phase de I'HE de 10+0,3mm a 21+0,6 mm. La méme constatation est
relevée quant a I'effet de I'HE envers la levure Candida albicans, 18,5t00 mm pour la phase liquide et 14+0,3 mm
pour la phase gazeuse. Les résultats de la CMI, CMB/ CMF relevées sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 4. Valeurs des CMI, CMB et CMF pour les différentes souches testées

Souches cmi CMB/CMF
Staphylococcus aureus 0,25% +2%
Enterococcus faecalis 0,06% 0,5%
Klebseilla pneumonia 0,25% 1%
Candida albicans 0,06% 1%

Les valeurs de la CMI, CMB et CMF varient en fonction des souches testées. Toutes les souches sont inhibées a des

concentrations comprises entre 0,06% et 0,25%. La concentration minimale bactéricide envers Staphylococcus
aureus est supérieure a 2%. La plus petite valeur de la CMI est enregistrée chez Enterococcus faecalis (0,5%). Pour
Candida albicans, 'action fongicide enregistrée est de 1%.

4. Discussion

Le rendement maximal en huile essentielle extraite de 100g de rameaux et feuilles de J. phoenicea par
Hydrodistillation est 0,62 + 0,3 %. Cette valeur est supérieure a celle notée par Robert et al. (1996) au Portugal
(0,41%) et en Grece (0,58%), et Bouzouita et al. (2008) au sud de la Tunisie (0,5%). Elle est similaire aux valeurs
révélées par Robert et al. (1996) en Espagne (0,66%) et Akrout et al. (2007) en Tunisie (0,7%). En revanche, des
valeurs nettement plus importantes sont obtenues au Maroc (1,62%) par Derwich et al. (2010) et en Egypte (1,96%)
par Elsawi et al. (2007). Le Profile chromatographique de I’huile essentielle de J. phoenicea par CG/SM a fait
ressortir plusieurs composés, dont 53 sont volatils, représentant 98,65% de la composition totale. L’élément volatil
majeur est le a-pinene (47,66%), suivi de linalol (8,28%), a-phellandréene (7,87%), p-cymene (6,05%), myrcene
(5,73%), B-pinene (2,97%) et limonene D (2,40%). C’'est une composition tres riche en composée mono terpénique
avec des teneurs importantes forcément dues a la période de floraison. Des études réalisées sur la méme espéce
ont révélé une richesse et une teneur différente en composés volatiles. En effet, Robert (1993) en analysant I'HE
des feuilles récoltées de Portugal, d’Espagne et de Grece a noté une forte variation de la teneur en a-pinéne
(34,1%; 53%; 41,8%), B-phellandréne (19,2%; 5,9%; 3,5%) et PB-caryophyléne (0,22%; 1,0%; 0,5%)
respectivement. Cette constatation est aussi signalée dans les régions magrébines, notamment au Maroc et en
Tunisie pour I'a-pinéne (41,15%, et 59,11%), linalol (2,54% et 3,3%), p-cyméne (1,10% et 0,34%) et B-pinéne (3,53%
et 0,60%) respectivement. Il ressort de cette comparaison que I'HE de J. phoenicea est formé principalement d’a-
pinéne.

Cette variation de point de vue qualitative et quantitative est due a certains facteurs écologiques, a la partie de la
plante utilisée, a I'age de la plante et a la période du cycle végétatif et méme a des facteurs génétiques (Cavaleiro
et al. 2001; Rezzi et al., 2001 ; Thompson et al., 2003 et Karousou et al., 2005). L’effet antimicrobien exercé par I'HE
de J. phoenicea est due a sa richesse en certaines substances réputées d’étre des antimicrobiens puissants. L'a-
pinéne, composé majeur de I'HE, est connu pour sont activité antibactérienne (Bourkhiss et al, 2007). Le
rapprochement monoterpénique bicycliqgue de a et B-pinéne a montré une considérable activité biologique
(Delaquis et al., 2001 ; KIM et al., 2003). De méme, les énantiomeéres de a et B-pinéne, linalol et limonéne-D, sont
connu aussi pour leur activité bactérienne (Magiatis et al., 1999). L’action antimicrobienne des HEs se manifeste
selon Martins et al (2000) et Aligiannis et al (2001), en présence de terpéene C;et C;5capables de former des ponts
d’hydrogene avec le site actif des enzymes. Les alcools terpéniques, molécules présentes aussi dans notre HE, sont
aussi particulierement actif contre les cellules microbiennes, et peuvent provoquer d’'importants dégats sur la paroi
cellulaire (Griffin et al., 1999; Dorman et al., 2000; Carson et al., 2002; Hammer et al., 2003). Ils contribuent avec
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les Aldéhydes et les Esters a I'ensemble des activités antimicrobiennes des HE (Belletti et al., 2004). La résistance de
Pseudomonas aerugenosa a I'action inhibitrice des composants des HEs est décrite par Fleurette et al. (1995), De
Feo et al. (2003) et Pibiri (2006). Ces derniers I'attribuent a la capacité de cette bactérie a former un biofilm ou
barriere polysaccharidique composée de strates reliées de I'intérieur a la membrane externe.

5. Conclusion

L’analyse qualitative par CG-SM de I'huile essentielle de J. phoenicea a montré un profile chromatographique trés
riche en composés mono terpénique, avec comme élément majeur a-pinéne (47,66%). Le test antimicrobien a
montré |'efficacité des composants volatiles de I'HE de J. phoenicea envers la majorité des microorganismes, a
I'exception P. aeruginosa qui s’est révélée résistante. Pour I'ensemble des souches testées, la concentration
minimale inhibitrice est comprise entre 0,06% et 0,25%. La concentration minimale bactéricide varie de 0,5%
(Enterococcus faecalis) a une valeur supérieure a 2% (Staphylococcus aureus). En vue de ces résultats, I'HE de J.
phoenicea peut étre envisagé comme une solution alternative, seule ou associée a un antibiotique, pour faire face a
la résistance des microorganismes aux antibiotiques de synthése.
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