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Résumé

Plusieurs villes marocaines, notamment Essaouira, sont connues par la transformation
artisanale du bois de Tetraclinis articulata (Vahl) Masters utilisé surtout en marqueterie et
¢bénisterie. Cette industrie génére des quantités énormes de sciures qui sont brulées pour
servir essentiellement de source d’énergie aux bains maures. Ce travail vise la valorisation de
ce sous-produit par la production d’huiles essentielles, la caractérisation chimique et I’étude
de l’activité antibactérienne et antifongique de ces essences.

Le rendement en huiles essentielles de la sciure de tronc est de 1,63%. Il est relativement
¢levé par rapport a certaines plantes exploitées industriellement comme source d’huiles
essentielles. Ces huiles sont constituées principalement par o-acorénol (20,9%), cédrol
(17,9%), totarol (8,8%), a-cédréne (8,7%) et B-acorénol (7,4%).

L’huile essentielle est trés active in vitro contre les bactéries Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus et les champignons Penicillium
parasiticus, Aspergillus niger et Trametes pini.

Mots-clés: Tetraclinis articulata (Vahl) Masters, production, caractérisation, valorisation,
sciure de bois, huiles essentielles, composition chimique, activité antimicrobienne.

Abstract

Several Moroccan cities, Essaouira in particular, are known for the artisanal processing of
sawdust of Tetraclinis articulata (Vahl) Masters mainly used in marquetry and cabinet
making. The industry generates huge amounts of sawdust that are burnt to serve primarily as
an energy source for the Moorish baths. This work is focused on the valorization of this
byproduct in the production of essential oils, the chemical characterization and the study of
the antibacterial and antifungal activity of these species.
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The yield of essential oils of sawdust is 1.63%. It is relatively high compared to some
plants that are used industrially as a source of essential oils. These oils are composed mainly
of a-acorenol (20.9%), cedrol (17.9%), totarol (8.8%), a-cedrene (8.7%), and P-acorenol
(7.4%).

The essential oil is very active in vitro against the bacteria Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus and the fungi Penicillium parasiticus,
Aspergillus Niger and Trametes pini.

Keywords: Tetraclinis articulata (Vahl) Masters, production, characterization,
valorization, sawdust, essential oils, chemical composition, antimicrobial activity.

1. INTRODUCTION

De la famille des Cupressacées, Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Thuya de Berberie)
est géographiquement li¢ aux trois pays du Maghreb (Maroc, Algérie et Tunisie). Il se

rencontre aussi dans quelques secteurs trés ponctuels, au Sud-est de I'Espagne (région
d'Almeria) et sur l'ile de Malte [1].

Au Maroc, le Thuya de Berberie est par excellence I’arbre du bioclimat semi-aride tempéré
et chaud. Les principaux massifs s’observent sur le versant méditerranéen depuis Tétouan
jusqu’a Al Hoceima, le Rif oriental, les monts de Bni Snasséne et de Debdou, le Moyen Atlas
surtout Central, les vallées du Plateau Central, la Meseta Occidentale, les Haha et les Ida-ou-
Tanane, le Haut-Atlas et I’ Anti-Atlas (figure 1). C’est une essence de basse altitude dépassant
rarement 1400 m. Le Thuya occupe la troisiéme place, en terme de superficie, apres le chéne
vert. Cependant, la superficie occupée par ce résineux n’a cessé de régresser au fil du temps a
cause de son exploitation par I’Homme d’une manicre réguliére ou clandestine. En effet, il ne
représente actuellement que 560.670 ha, soit une diminution de 174.280 ha en 44 ans [2].

Les foréts de Thuya assurent un réle trés important dans la vie économique et sociale des
populations riveraines. Son bois, caractérisé par sa résistance a la pourriture, est utilisé surtout
dans le secteur artisanal pour la marqueterie, I’ébénisterie et aussi comme bois de feu. La
gomme sandaraque produite par Tetraclinis articulata est totalement exportée a 1’étranger.
Elle est utilisée dans la fabrication de vernis de luxe et en industrie pharmaceutique [3,4]. En
médecine populaire, différentes parties sont utilisées principalement pour le traitement des
infections intestinales et respiratoires, le diabete et ’hypertension [5, 6].

L’industrie du bois de Thuya génére jusqu’a 50% de déchets de la quantité consommée [7].
A Essaouira, ville marocaine connue pour son activité artisanale trés importante, cette
quantité est estimée annuellement a 2330,4 tonnes. Ce sous-produit de Tetraclinis articulata
est brulé pour servir de source d’énergie essentiellement pour les bains maures alors qu’il
pourrait constituer une matieére premiere pour la production des huiles essentielles. Les huiles
de Thuya sont largement utilisées en pharmaceutique et en cosmétique.

Cette étude vise la production des huiles essentielles de la sciure de bois de tronc, la
détermination de la composition chimique et 1’étude de I’activité antimicrobienne de ces
huiles afin de contribuer a une meilleure valorisation de cette essence foresticre.
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Figure 1 : Carte de localisation de Tetraclinis articulata (Vahl) Masters
a I’échelle du Maroc

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel végétal

Les échantillons de Thuya ont été prélevés dans la région de Khemisset (Plateau Central
Marocain). La récolte a été effectuée de fagon aléatoire en mars 2007. Les échantillons de
bois ont été transformés en sciure a 1’aide d’une raboteuse.

2.2. Matériel bactérien et fongique

Six souches microbiennes ont été choisies pour leur pathogénicité et pour leur implication
fréquente dans la contamination des denrées alimentaires : quatre souches bactériennes
(Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Micrococcus luteus) et trois
souches fongiques (Penicillium parasiticus, Aspergillus niger et Trametes pini).

Les souches bactériennes sont des lots de « American Type Culture Collection » ATCC ;
elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance. Les
moisissures sont cultivées sur le milieu nutritif « Potato Dextrose Agar » (PDA).

2.3. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle de la sciure de bois de tronc a été réalisée par
hydrodistillation dans un essencier de type Clevenger. La distillation dure trois heures apres
récupération de la premicre goutte de distillat. L huile essentielle est séchée avec du sulfate de
sodium anhydre et stockée a 4 °C dans I’obscurité. Le rendement en huile essentielle est
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exprimé par rapport a la matieére seéche (en ml/100 g de mati¢re seche). Le pourcentage de
matiere seche est estimé par séchage de 5 g de chaque échantillon 4 heures a 1’étuve a 102 °C.

2.4. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Les analyses ont été réalisées grace a un chromatographe Perkin Elmer Autosystem GC,
équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID) permettant la détection des composés,
d’un injecteur diviseur et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i. ; épaisseur du film : 0,25
um) respectivement polaire (Rtx-Wax, polyéthyléneglycol) et apolaire (Rtx-1, polydiméthyl-
siloxane).

Le gaz vecteur est I’hélium avec une pression en téte de colonne de 25 psi. La température
de D’injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 280°C. La programmation de la
température consiste en une ¢élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mn, puis en un palier de 45 mn a
230°C. L’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/50. La quantité
d’huile essentielle injectée est de 0,2 pl.

2.5. Couplage CPG/ spectrométrie de masse (SM)

Les analyses ont été réalisées grace a un chromatographe Perkin ElmerAutosystem XL,
doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22mm d.i. épaisseur du film :
0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé a un détecteur de masse Perkin Elmer
TurboMass. Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique de 70 eV, la
détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d’un assemblage de quatre
¢lectrodes paralleles de section cylindrique. La température de la source est de 150°C. Les
spectres de masse obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 35-
350 Da.

Le gaz vecteur est I’hélium avec une pression en téte de colonne de 43 psi. Le débit dans
chaque colonne est de 1 ml/mn. La programmation de la température est identique a celle
utilisée précédemment pour la CPG. L’injection se fait par mode split avec un rapport de
division de 1/80. La quantité d’huile essentielle injectée est de 0,2 pl.

2.6. Procédure microbiologique

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles ont été déterminées
selon la méthode rapportée par Remmal et al. [8]. et Farah et al. [9]. Du fait de la non
miscibilité des huiles essentielles a I'eau donc au milieu de culture, la mise en émulsion a été
réalisée grace a une solution d'agar a 0,2 % afin de favoriser le contact germe/composé. Des
dilutions sont préparées au 1/10e, 1/25e, 1/50e, 1/100e, 1/200e, 1/300e et 1/500e dans cette
solution d'agar. Dans des tubes a essais contenant chacun 13,5 ml de milieu gélosé a I'extrait
de malt (2 %), stérilisés a I'autoclave (20 min a 121 °C) et refroidis a 45 °C, on ajoute 1,5 ml
de chacune des dilutions de facon a obtenir les concentrations finales de 1/100, 1/250, 1/500,
1/1000 (v/v). Puis on agite convenablement les tubes avant de les verser dans des boites de
Pétri. Des témoins, contenant le milieu de culture et la solution d'agar a 0,2 % seule, sont
¢galement préparés.

L'ensemencement se fait par stries a 1'aide d'une anse de platine calibrée afin de prélever le
méme volume d'inoculum. Ce dernier se présente sous forme de bouillon de culture de 24
heures pour les bactéries et sous forme d'une suspension dans 1'eau physiologique de spores
provenant d'une culture de sept jours dans le PDA pour les moisissures. L’incubation se fait a
I’obscurité 24 heures a 37 °C pour les bactéries et sept jours a 25 °C pour les champignons.
Chaque essai est répété trois fois afin de minimiser I’erreur expérimentale.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

Le rendement moyen en huile essenticlle de la sciure de bois de tronc de Tetraclinis
articulata (Vahl) de la région de Khemisset (Plateau Central Marocain) est de 1,63 %. II est
plus important que celui obtenu a partir des feuilles et des rameaux non feuillus
respectivement 0,22% et 0,41% [10, 11] et relativement ¢élevé par rapport a certaines plantes
qui sont exploitées industriellement comme source des huiles essentielles [12].

Tableau 1 : Composition chimique de I’huile essentielle de la sciure de bois de tronc de
Tetraclinis articulata (Vahl) Masters

Composés Irl Ira Pourcentage (%)
carvacrol 1278 1278 0,8
o-funebreéne 1385 1378 0,2
a-cédréne 1418 1413 8,7
B-cédrene 1434 1419 3,1
Widdréne 1434 1426 0,3
o-acoradiéne 1464 1459 49
B-acoradi¢ne 1465 1461 3,9
[B-alaskene 1495 1490 0,9
cuparene 1498 1492 0,4
o-alaskéne 1512 1507 1,9
oxyde d’italicéne 1538 1521 0,8
cédrol 1601 1589 17,9
épi-cédrol 1619 1601 0,8
a-acorénol 1633 1621 20,9
B-acorénol 1637 1623 7,4
isopimar-9(11) ,15-diéne 1906 1901 0,5
pimara-8(14),15-di¢ne 1955 1653 0,3
oxyde de manoyle 1998 1974 0,2
isopimar-7,15-diéne 1981 1980 0,4
abietatriéne 2046 2032 0,7
sandaracopimarinol 2270 2243 0,4
totarol 2314 2280 8.8
Total 83,24
Monoterpenes oxygénés 0,8
Sesquiterpenes hydrocarbonés 24,3
Sesquiterpéenes oxygénés 47,8
Diterpénes hydrocarbonés 1,9
Diterpénes oxygénés 9,4

Ir a : indices de rétention mesurées sur colonne apolaire (Rtx-1)

Ir 1 : indices de rétention de la littérature

Les abondances sont données sur colonne apolaire sauf en cas de co-élution sur cette
derniére.
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Vingt-deux composés représentant plus de 83% de la composition chimique totale ont été
identifiés (Tableau 1). Les constituants majoritaires sont : 1’a-acorénol (20,9%), le cédrol
(17,9%), le totarol (8,8%), d’a-cédrene (8,7%) et le B-acorénol (7,4%). Cette composition est
largement dominée par les sesquiterpénes oxygénés (47,8%) suivi des sesquiterpénes
hydrocarbonés (24,3%) et des diterpenes oxygeénés (9,4%). On note également la présence en
faible proportion de diterpénes hydrocarbonés (1,9%), de monoterpenes oxygénés (0,8%) et
I’absence totale de monoterpenes hydrocarbonés.

L’huile essentielle de Tetraclinis articulata (Vahl) présente une forte activité inhibitrice
vis-a-vis de tous les germes testés (Tableau 2). Cependant, les microorganismes €tudiés n’ont
pas manifesté la méme sensibilité vis-a-vis de ’huile essentielle. Chez les bactéries, Bacillus
subtilis et Micrococcus luteus sont inhibés a partir de la plus faible concentration utilisée
(1/1000), par contre Escherichia coli et Staphylococcus aureus ont manifesté une certaine
résistance jusqu’a 1/5000 (v/v). Pour les souches fongiques, Pénicillium parasiticus et
Aspergillus niger sont inhibés a 1/2000 alors que Trametes pini n’est inhibé qu’a partir de
1/1000 (v/v).

Tableau 2 : Activité antibactérienne et antifongique de 1’huile essentielle de la sciure de bois
de tronc de Tetraclinis articulata (Vahl) Masters

Concentration V/V_ 1/100 1/250 1/500 1/1000 1/2000 1/5000 1/10000 T

Bactéries
Escherichia coli - - - - - - + +
Bacillus subtilis - - - - - - - +
Staphylococcus aureus - - - - - - + +
Micrococcus luteus - - - - - - - +
Champignons
Trametes pini - - - - + + + +
Pénicillium parasiticus - - - - - + + +
Aspergillus niger - - - - - + + +
T : témoin
- . inhibition

+ : croissance.

Le pouvoir bactéricide et fongicide élevé de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata
(Vahl) est di essentiellement a sa composition chimique trés riche en alcools terpéniques.
Plusieurs auteurs [13, 14, 15] ont travaillé sur 1’activité antimicrobienne des composés
majoritaires des huiles essentielles qu’ils ont classés dans 1’ordre décroissant suivant : phénols
>alcools>aldéhydes>cétones> éthers>hydrocarbures. Par ailleurs, ces mémes auteurs ont
rapporté que les alcools possédent une activité microbicide plutot que bactéricide.

Les bactéries ont été plus vulnérables a I’huile essentielle que les champignons. Ce résultat
est a rapprocher du fait que les terpénols sont abondants par rapport aux hydrocarbures
terpéniques. En effet, il a été signalé que les terpénols sont plus efficaces contre les bactéries
que contre les champignons [16]. Le totarol (phénol diterpénique) en particulier est connu par
son efficacité antibactérienne trés élevée [17, 18, 19, 20, 21].
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4. CONCLUSION

Cette ¢tude consacrée a la valorisation de la sciure de bois de Thuya de Berberie, sous-
produit de cette essence par la production d’huiles essentielles, la détermination de la
composition chimique et 1’étude de 1’activité antimicrobienne de ces huiles.

Le rendement en huiles essentielles obtenu est industriellement intéressant (1,63%).
L’analyse qualitative et quantitative de 1’huile a permis d’identifier 22 constituants. Elle est
caractérisée par la dominance de 1’a-acorénol (20,9%), le cédrol (17,9%), le totarol (8,8%),
d’a-cédrene (8,7%) et le B-acorénol (7,4%).

L’huile essentielle étudiée a montré une forte activité antibactérienne et antifongique
contre toutes les bactéries et tous les champignons testés. Le pouvoir inhibiteur élevé de
I’huile pourrait s’expliquer par teneur élevée en phénols terpéniques particulierement le
totarol.
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