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| ntroduction générale

Introduction générale

Depuis de nombreuses annees, les plantes médicinales jouent un réle important dans
la médecine et la pharmacologie. Aujourd’hui, on estime qu'environ 80% de la population
mondiale repose sur des préparations botaniques comme meédicaments pour répondre a
leurs besoins de santé (Ogbera et al., 2010).

Une grande partie des recherches actuelles porte sur I'étude de molécules
antioxydantes et antimicrobiennes d origine végétale (les vitamines, les caroténoides et les
polyphénols), pour remplacer celles de synthese en raison des risques toxicologiques
potentiels (Athamena et al., 2010). En effet, les polyphénols sont des composés naturels
largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante notamment
gréce aleurs effets bénéfiques sur la santé (K oechlin-Ramonatxo et al., 2006).

Différentes espéces de genévrier ont été utilisées dans la médecine traditionnelle
depuis des siecles comme des diurétiques, des remedes pour |'indigestion et comme une
ressource de goudron (Medini et al., 2009). Juniperus oxycedrus est I'une des espéces du
genre Juniperus de la famille des Cupressacées. Ce sont des arbustes ou petits arbres tres
appreéciés pour leurs richesses en huile essentielle et pour ses composants biol ogiquement

actifs, largement utilisés dans la médecine traditionnelle (Adams, 1998).

Au cours de ces dernieres années, le genre genévrier notamment |’ espéce Juniperus
oxycedrus a fait I’objet de plusieurs études. Des études phytochimiques portées sur les
taxons de Juniperus ont démontré la présence d'une grande diversité de métabolites

secondaires avec une variété d'effets pharmacologiques (M oreno et al., 1998).

Cependant, de nombreuse études dans la littérature ont rapportée la composition en
huiles essentielles du genévrier oxycedre extraites a partir des feuilles (Alan et al., 2016 ;
Angioni et al., 2003 ; Liorens-Molina et al., 2016), des baies (L 0izzo et al., 2007 ; Alan
et al., 2016 ; Liorens-Molina et al., 2016), des rameaux (Mansouri et al., 2010 ; Alan et
al., 2016) et de la partie aérienne (Derwich et Chabir 2011).

Dans le monde, plusieurs travaux sont élaborés sur les activités biologiques de cette
espéece, on cite principalement ceux de (Tavianoet al., 2013 ; Karaman et al., 2003 ;
Orhan et al., 2011 ; El Jemli et al., 2016). En Algérie les études ont été faites sur les
aiguilles (Chaouche et al., 2013) |'écorces de la racine (Chaouche et al., 2013 ;
Chaoucheet al., 2014) et la partie aérienne (Djeridane et al., 2006).
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Malgre cette masse d’' éudes sur I’ espece, a notre connaissance, il n'ya pas d’ études
qui ont été réalisées sur les extraits méles et femelles de J. oxycedrus en Algérie. Alors
c’'est dans ce cadre que s'inscrit notre travail qui a pour problématique de rechercher des
éventuelles différences phytochimiques entre les deux sexes de I’ espece d’ une part et entre
les parties du méme sexe d autre part, afin de compléter les données préexistantes sur

I’ espéce en Al gérie.

L’ objectif de notre étude est de quantifier les composés phénoliques et les huiles
essentielles, ainsi que de comparer et d' évaluer in vitro, |’ activité antioxydante (le test de
DPPH et la méthode FRAP) et I’ activité antimicrobienne (par la méthode de diffusion des
disques et la méthode des puits) des extraits des rameaux males, rameaux et cones femelles

de Juniperus oxycedrus recueillis dans larégion de Taref en Algérie.

Notre travail est organisé en trois chapitres principaux, dont le premier est celui de
recherches bibliographiques qui résume les différentes familles des composés phénoliques,

ainsi que les principaux travaux réalisés sur I’ espéce Juniperus oxycedrus.

Dans le chapitre matériels et méthodes sont présentés les différentes méthodes
d extraction et les protocoles utilisés dans les dosages et I’évaluation des activités

biologiques testées dans ce travail.

Les résultats issus de ce travail sont présentés et discutés dans le chapitre résultats et

discussions.

En fin, une conclusion générale qui résume I’ ensemble des résultats obtenus, et dans

laquelle quel ques perspectives sont proposées.

.
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|.1. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes aromatiques et médicinales ont éé employées pendant des siécles comme
remédes pour les maladies humaines parce qu’ elles contiennent des composantes a valeurs
thérapeutiques (Nostro et al., 2000). Les extraits naturels issus de ces plantes possedent
des propriétés biologiques tres intéressantes, qui peuvent étre utilisés dans divers domaines

asavoir lameédecine, la pharmacol ogie et |a cosmétologie (Madsen et al., 1995).

Ces dernieres années, divers métabolites secondaires des végétaux ont été largement
étudiés comme source dagents médicinaux contre diverses infections. Les classes
importantes de ce groupe de composés comprennent les alcaloides, les composes
phénoliques et les huiles essentielles. Ces substances ou composés ont une application
thérapeutique contre les microorgani smes pathogenes (les bactéries, les champignons et les
virus), lesradicaux libres et I'inflammation (Okigbo et Omodamir o, 2006).

|.2. Genévrier

Le genévrier (ou genievre) est connu pour ses propriétés diurétiques depuis
I'Antiquité. Au I siécle, il éait indiqué pour le traitement des problémes urinaires et pour
lutter contre la toux. Il a des propriétés antirhumatismales, carminatives, antiseptiques,
antifongiques et antioxydantes (Grinwald et Jancke, 2004). Il est aussi employé pour
soulager la dysenterie, I'hémorragie, I'arthrite rhumatismale et les douleurs menstruelles
(Seca et Silva, 2006).

Le genévrier appartient a la famille des Cupressacées, il se présente sous forme
d arbres et d arbustes , qui peuvent atteindre dix métre de hauteur, a feuilles linéaires,
persistantes, étroites et épineuses, toujours vertes, a fleurs monoiques et parfois dioiques,
les méles s organisent en chéton ovoide, les femelles en chéon arrondi, formant plus tard
une baie de la grosseur d’un pois, adeux ou atrois graines (Gray, 1864).

L e genre Juniperus comprend environ 68 especes. |l est représenté par trois sections:
caryocedrus, oxycedrus et sabina qui présentent une large répartition géographique dans
le monde (Figure 1) (Adams, 2011).
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Figure 1: Répartition du genre Juniperus dans le monde (Mao et al., 2010) in (Bouadam-Far hi,
2013).

[.2.1. Espece Juniperus oxycedrus

Juniperus oxycedrus est une espece typique de la région meéditerranéenne, sa
répartition s étend dans I’ Afrique du nord (Maroc, Algérie et la Tunisie). Il se trouve aussi
en Espagne, en France, en Italie, en Portugal, en Turquie, dans la péninsule Balkanique, et
aussi dans I'Est du Caucase et au Nord de I'lran. C’est une espéce qui se développe sur des
pentes seches, mais elle est rare sur les dunes de sable. Elle apprécie les lieux arides,
rocailleux, sur calcaire ou sur sols acides, ou il est fréquemment associé au chéne vert et au
chéne kermés (Farjon, 2005) in (Brus et al, 2011).

Cette espéce comprend cing sous especes qui différent selon leurs habitats, le
diamétre des cones et la largeur des aiguilles. subsp. macrocarpa, subsp. badia, subsp.
transtagana et subsp. oxycedrus (Klimko et al., 2007) et subsp. rufesens (Medini et al.,
2009). En Algérie, Quézel et Médial (2003) notent deux sous especes; subsp. rufesens et
subsp. macrocarpa.

L’ huile de cade, extraite par distillation des branches et des bois de la plante, elle est
largement employée dans la dermatologie humaine et vétérinaire pour traiter I’ eczéma et
autres maladies de la peau, aussi €le est utilisée comme composant de parfum dans les
savons, détergents, cremes, lotions et parfums (Bouhlal et al., 1988). En outre, cette plante
est égaement utiliste comme un reméde populaire pour traiter divers maux:
I'hyperglycémie, I'obésité, la tuberculose, la bronchite et la pneumonie (Sanchez de
Medina et al., 1994). Comme €lle possede différentes propriétés : stimulante, diurétique,
tonique de I’ estomac, antiseptique pulmonaire et dépurative (Miara et al., 2013).
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Les extraits de Juniperus présentent de nombreuses activités biologiques,
cest-a-dire antioxydants (Chaouche et al., 2013), antiseptiques (Taviano et al., 2013)
anti inflammatoires (Legak et al., 2014), analgésiques (Akkol et al., 2009), anticancéreux
(Kusari et al., 2010), antidiabétiques (Orhan et al., 2012) et neuroprotecteurs (Tavar es et
al., 2012).

[.2.1.1. Taxonomie et description botanique

L’ espece Juniperus oxycedrus appartient a la section Juniperus, la classification de
I’ espece dans |le monde végétal est mentionnée dans le tableau I.

C'est un arbre ou arbuste, dioique de 8 a 12 m de hauteur, avec branches éalées, a
feuilles persistantes, verticillées en aiguille ou en écaille 8-25 mm de longueur et 1-1,5 mm
de largeur. Les cones femelles de 8-10 mm d'épaisseur contenant trois graines par cone,
présentent une couleur orange a brune rougeétre a sa maturité (Schulz et al., 2003). Les
cones maes sont petits terminaux ou axillaires, ils sont subglobuleuses de 1 mm de
diamétre. (Figure 2) (Miara et al., 2013).

Tableau |: Classification botanique de Juniperus oxycedrus (Klimko et al., 2007).

Régne: Plantes
Embranchement: Spermaphytes
Sous-embranchement: | Gymnospermes
Classe: Coniféres
Ordre: Coniféraes
Famille: Cupressacées
Genre: Juniperus
Espece: Juniperus
oxycedrus

Figure 2: Juniperus oxycedrus (Dupont et Guignhard, 2007).

|.3. Métabolites secondair es des plantes

Les métabolites secondaires sont des composeés chimiques synthétisés par les plantes
(composeés phytochimiques), qui ne participent pas directement aux processus de base de la
cellule vivante, mais leurs roles dans les plantes semblent étre principalement liés a la
défense (Newman et Cragg, 2012). Ces composés secondaires contiennent des groupes

s
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chimiques variés (terpenes, alcaloides, composés phénoliques ...), qui sont répartis
inégalement chez lesvégétaux (Macheix et al., 2005).

Les métabolites secondaires sont |a source des produits pharmaceutiques, des additifs
aimentaires, des ardbmes et d’ autres matériaux industriels (Jian Zhaoa et al., 2005). IIs
exercent un role majeur dans I’ adaptation des végétaux aleur environnement et ils assurent
des fonctions clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes,
herbivores, etc.) et abiotiques (UV, température, etc.) (Bourgaud et al., 2001). IIs sont
également utilisés comme des hormones sexuelles; des agents de transport du métal; des
agents de symbiose entre plantes et microbes, nématodes, insectes et animaux supérieurs
(Newman et Cragg, 2012).

[.3.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont I'une des principales classes de métabolites
secondaires, ils congtituent une famille de molécules organiques regroupant un vaste
ensemble de substances chimiques qui comprennent au moins un noyau aromatique, et un
ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus dautres constituants, ils peuvent aler de
molécules simples de faible poids moléculaire a des composés hautement polymeérisés

comme lestanins (Mehinagic et al ., 2011).

[.3.1.1.Voies de biosyntheses des composés phénoliques

Les composes phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de
carbone via la voie de I'acide shikimique et la voie de I'acétate, celles de I'acide
shikimique qui est al'origine de la formation de la phénylalanine et de la tyrosine dont la
désamination de ces acides aminés conduit aux acides hydroxycinnamiques (Cheynier et
al., 1997). Les flavonoides dérivent a lafois du p-coumaroyl CoA et de I'enchainement de
trois maillons acétate (apportés sous forme de malonyl-CoA) (Annexe 1) (M acheix, 1996).

1.3.1.2. Classifications des composes phénoliques
L es composés phénoliques peuvent étre classés sur la base de leur:

%+ Structure chimique (la nature de leur squelette carboné, le nombre, |’ arrangement
des atomes de carbone et lalongueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique);

%+ Composition (contenant de I'azote, de sucres ou non);

% Solubilité dans divers solvants;

% La voie par laquelle ils sont synthétisés. Mais ils sont généralement classés en
fonction de cette derniere (Tiwari et Rrana, 2015).
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a. Phénolssimples

Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a I’ éat naturel, ils sont issus
de la décarboxylation de |’acide shikimique. On trouve parmi les phénols simples le

pyrocatéchol, le phloroglucinal et |I” hydroquinol (Tableau Il) (Jian Zhaoa, 2005).

b. Acides phénoliques
Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en C6-C1 (Tableau I1),
composés d' un noyau benzénique sur lequel vient s attacher une chaine aliphatique a un
carbone. lls sont produits par la voie shikimate. Ces composés sont universellement
distribués dans le regne végétal, on trouve |’ acides gallique, protocatechuique, vanillique
et syringique (Crozier et al., 2006).

Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont une sorte de phénols non flavonoides
caractérisés par la structure C6-C3 (Tableau I1). Ces composés sont abondants dans les
plantes et sont utilisés alafois dans les stratégies structurelles et chimiques de défense des
plantes (Price et al., 1997).

c. Coumarines

Ce sont des lactones des acides 2-hydroxy-Z-cinnamiques (C6-C3) (Tableau II), dans
les plantes, ces composés peuvent se produire dans les couches de graines, les fruits, les
fleurs, les racines, les feuilles, les tiges, bien qu'en général la plus grande concentration se
trouve dans les fruits et les fleurs. Ils sont divisés en coumarines simples et complexes

(furocoumarines et pyrannocoumarines) (Jian Zhaoa, 2005).

d. Stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques qui ont une structure C6-C2-C6
(Tableau I1), avec deux noyaux benzéniques reliés par un pont éhyléne. Ils sont produits
par les plantes en réponse a des attaques fongiques, bactériennes ou virales. 1ls sont
présents dans les bryophytes, les ptéridophytes, les gymnospermes et les angiospermes
(Landrault et al., 2002).
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e. Flavonoides

L’ ensemble des flavonoides sont de structure générale en C15 (C6-C3-C6) (Tableau
[1), constituent une énorme classe de composés phénoliques naturels. |ls sont présents dans
la plupart des tissus végétaux, souvent dans les vacuoles, ils peuvent se produire sous
forme de monomeres, de dimeéres et d'oligomeéres supérieurs (M acheix et al., 2005).

Les flavonoides forment un ensemble de composés qui effectuent une large gamme
de fonctions (Ex: protegent les plantes contre l'irradiation UV-B). Les flavonoides sont
constitués de divers groupes de métabolites qui comprennent les chalcones, les aurones, les
flavanones, les isoflavones, les flavones, les flavonols, les flavane-3,4-diols
(leucoanthocyanidines), les flavane-3-ol et les anthocyanidines (Annexe2) (chira et al.,
2008).

Tableau I1: Principales classes des composés phénoliques (M ehinagic et al ., 2011).

Squelette carboné | Classe Exemple Formule
] _ b
C6 Phénols simples hydroquinol |-|0—::HH ,::’_DH
oo
T
Lo
,
Acide _ P
C6-C1 hydroxybenzoiques | acide vanillique C.'\ _z_\ -
— —0Q
goN_ S
¥
Acides HOL_ s #XV*J\UH
hydroxycinnamiques | acides caféique H P
C6-C3 HO™

| S
Coumarines Ombelliférone m
HO C 0

. 7 . OH e
C6-C2-C6 Stilbenoides Trans-resvératrol O

C6-C3-C6 Flavonoides cathéchine ”Qj’j
“~OH
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f. Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques d'origine végétale, qui partagent la
capacité de tanner les proténes. Ils sont souvent difficiles a dégrader, ils constituent 1 a
4% de |I’humus et ils sont surtout recyclés par les champignons (Hopkins, 2003).

On distingue essentiellement deux familles chimiques:

e Taninshydrolysables
Sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien ester (donc hydrolysable), la
structure de base des tanins hydrolysables est constituée d’un glucide habituellement le
glucose, dont un radicale hydroxyle forme une liaison ester avec I'acide gallique. Les
résidus d'acide galique se lient entre eux pour former un grand polymére réticulé
(Figure 3) (Hopkins, 2003).

e Taninscondensés
Sont des oligomeres de flavane-3-ol (éventuellement de flavane-3,4-diols) dérives de
la catéchine ou de ses nombreux isomeres, reliées par des liaisons fortes carbone-carbone
contrairement aux tanins hydrolysables, Ils sont résistants a |I'hydrolyse et seules des
attaques chimiques fortes permettent de les dégrader (Figure 3) (Macheix et al., 2005).

OH HO oOH
(@ (b)
Figure 3: Structures chimiques (a) d’un tanin hydrolysable et (b) d’un tanin condensé (M acheix
et al., 2005).
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1.3.2. Huiles essentidlles

Les huiles essentielles sont un mélange de constituants volatils lipophiles, elles sont
obtenues a partir de diverses parties des plantes, telles que les graines, les bourgeons, les
feuilles, les racines, les fruits, les rhizomes, les écorces et les fleurs (Sadgrove et Jones,
2015). Elles sont localisées dans le cytoplasme de certaines cellules végétales, a savoir les
poils sécréteurs, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices internes et les poches
secrétrices (Dhifi et al., 2016).

Les huiles essentielles sont solubles dans I'alcool, I'éher et les huiles fixes, mais
insolubles dans I'eau. Ces huiles volatiles sont genéralement liquides et incolores a
température ambiante (Dhifi et al., 2016). Elles sont largement utilisées dans I'industrie
pharmaceutique et cosmétique, la parfumerie, et auss |'aromathérapie. Elles ont
dinnombrables activités biologiques, y compris antivirdes, antibactériennes,
Antiparasitaires, anti-inflammatoire, insecticides, antifongiques, anticarcinogenes,

antioxydants et antimutagenes (Hassan et al., 2016).

[.3.2.1. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels tres complexes de différentes
constituants chimiques. Cependant, ces constituants peuvent étre regroupés en deux grands
groupes chimiques en fonction de leurs origines biogénétiques bien distinctes, il y a le

groupe des terpénoides et celui des composés aromatiques (Pichersky et al., 2006).

a. Lesterpénoides

Les terpénoides sont en genéral trés nettement dominants dans les huiles essentielles
et les plus rencontrés sont les monoterpénes (C10) et les sesquiterpenes (C15). Leurs
structures sont obtenues a partir de la combinaison de deux ou trois unités isopréene(CsHs)
(Figure 4) (Bakkali et al., 2008).

CI |3
(ls
CH
Hzc/ ~c= =

I
H

Figure 4: Structure chimique de I'isopréne (Bakkali et al., 2008).
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b. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup moins fréquents que les
terpenoide (ex: Eugeéenol). Ce sont trés souvent des allyles et des propénylphénols, parfois
des aldehydes. On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composés en
(C6-C1) comme lavanilline (Figure 5) (Betts, 2001).

OCHj
OH

Vanilline Eugénal

Figure 5: Structure chimique de quel ques composees aromatique (Bakkali et al., 2008).

|.4. M étabolites secondair es de Juniperus oxycedrus

|.4.1. Composés phénoliques

L’ éude réalisée par Legak et al., en 2014 sur les feuilles et les cones femelles de J.
oxycedrus L. subsp. Macrocarpa, récoltée dans la République de Croatie, leur a permis de
distinguer différentes composées comme la rutine, la catéchine, la quercitrine,
I'épicatéchine et I'amentoflavone. Chaouche et al., (2014) rapportent que |I'écorce de
racine de Juniperus oxycedrus récoltée en Algérie est une source riche en composés
phénoliques tels que les oligomeéres de |la proanthocyanidine, I'hexose de la quercétine, la
quercitrine et le glucoside de la dysamnetine qui sont considérés comme des antioxydants
naturel précieux.

En 2013, Taviano et al., ont comparé la composition chimique des baies mdres de J.
oxycedrus L. subsp. Oxycedrus et J. oxycedrus L. subsp. Macrocarpa, recueillis dans
différentes régions de Turquie. Ils ont trouves que la teneur totale en composés phénolique
était environ trois fois plus élevée chez subsp.macrocarpa (17,89 = 0,23 mg/g d'extrait)

gue chez subsp. oxycedrus (5,14 + 0,06 mg/g d'extrait). L'analyse HPLC a révélé une
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présence de sept

composés phénoliques comme la rutine, I’ hypolaetin-7-pentoside,

I” apigenine, le cupressoflavone, I’amentoflavone, 1e biflavone, le metil-biflavone.

|.4.2. Les huiles essentielles

Nous avons synthétisé et reporté dans le tableau |11 les différentes études antérieures

réalisees sur la composition chimique des huiles essentielles de différentes parties de

Juniperus oxycedrus (feuilles, baies, bois et rameaux) dans différents pays.

Tableau

oxycedrus rapporté dans différents travaux.

. Principaux composants dominants dans les huiles essentielles de Juniperus

Pays

Partiedela plante

Composition en huiles

essentielles

Auteurs

Maroc

Rameaux

a-pinéne (52,13 %)
Limonene (7 .32%)

(Mansouri et al., 2010)

Turquie

Feuilles

Baies

Rameaux

Oxyde de manoyle
(32,8%) Oxyde
decaryophyllene(11,9%)

Myrcene (44,6%),
Pinene (19,9%)
Germacrene D (15,5%)

Oxyde de caryophylléne
(16,8%)

(Alan et al., 2016)

Maroc

Feuilles

a -Pinene (31.25%)
Sabinenne(5.21%)
Limonéne (5.02%)

(Derwich et Chabir,
2011)

Algérie
(Djelfa)

Feuilles

transpinocarveol (7,0%)
cis-verbenol (6,3%)
manoyle Oxyde (6,0%).

(Dop et al., 2006)

Liban

bois

baies

d-Cadinene (14,5% )
cis-thujopsene (9,2%)
o -amuuroléne (4,9%)

a -Pinene (27.4%)
B -Myrcene (18.9%)
o —Phellandrene(7.1%)

(Loizzo et al., 2007)
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a -Pinene (53.2%) (LIorens-Molinaet al.,
_ d -3-Carene (3.6%) 2016)
Espagne Feullles Limonéne (3.1%)

|.5. Oxydants et antioxydants
I.5.1. Radicaux libres et espécesréactives del'oxygene (ERO)

Un radica libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un ou
plusieurs électrons non apparié sur |’ orbitale externe, qui lui confére une grande réactivité
et une durée de vie extrémement courte (Novelli, 1997).

L’ appellation ERO inclut les radicaux libres de |I’oxygene : anion superoxyde
(O2e), radical hydroxyle (OHe) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont
la toxicité est importante tels que le peroxyde d’ hydrogene (H20.) (Annexe 3) (Haleng et
al., 2007).

1.5.2. Stress oxydant

La formation des radicaux est une conséquence normae de métabolisme aérobie
chez I’homme, la notion de stress oxydant est définie comme I’ incapacité de |’ organisme a
se défendre contre I’agression des especes réactives de I’oxygene (ERO), suite a un
déséquilibre lié, soit a une production accrue d’ ERO, soit a une diminution de la capacité
de défense antioxydante (Sies, 1991).

Les sources de stress oxydant peuvent avoir diverses origines endogenes et exogenes
tel gue le mode de vie, I’environnement et les mécanismes biochimiques qui augmentent
de fagcon anormale la production des ERO et favorisent une baisse de la capacité
antioxydante dans I’ organisme. En outre, le stress oxydant n’est pas une maladie en soi,
mais il constitue un terrain favorable au développement de pathologies diverses. Ce qui a

fait des especes réactives d'oxygene une entité mortelle pour I'humanité (M agder, 2006).

|.5.3.Conséquences du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes des
mol écul es biologiques (oxydation de I'ADN, des proténes, des lipides). L’ADN, qu'il soit
nucléaire ou mitochondrial, est une cible majeure des ERO. Ceux-ci peuvent en effet
interagir avec les désoxyriboses de I’ADN, mais aussi avec ses bases puriques et

B
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pyrimidiques. L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques
membranaires, induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la
désorganisation compléte de la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d' échange, de
barriere et d’ information. Les ERO sont capables de réagir avec différents acides aminés
des chaines de protéines, altérant également leur fonction. Les EOR sont aussi capables de
couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéques (Haleng et al.,
2007).

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables
selon la dose et |e type cdlulaire. De |égers stress augmenteront la prolifération cellulaire
et I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que
de forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biol ogiques
sont induites par le stress oxydant: mutation, carcinogenése, maformation des foetus,
dépdt de protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés
(Favier, 2003).

[.5.4. Activité antioxydante

Pour se protéger des effets délétéres des ERO, |’ organisme dispose d' un ensemble

complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’ antioxydants :

-L'une est endogéne et se compose denzymes (superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase, catalase), de protéines (ferriting, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de
systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela
S gjoutent quelques oligoéléments comme le séénium, le cuivre et le zinc qui sont des

cofacteurs d’ enzymes antioxydants (Figure 6) (Haleng et al., 2007).

-L’autre est apportée par I'alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches en
vitamines C, E, caroténoides, glutathion et en polyphénols (Anderson et al., 2001).
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Figure 6: Mode d action des principaux systemes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs
métalliques (Favier, 2003).
[.5.5. M écanismes antioxydants généraux des composés phénoliques

L'activité antioxydante des composés phénoliques est due a leurs propriétés redox
élevées et a leur structure chimique qui peuvent étre responsables de la neutralisation des
radicaux libres (Zheng et Wang, 2001). Les groupes hydroxyles phénoliques sont des
donneurs d'hydrogene. Apres interaction des ces groupes avec |'espece réactive, une forme
radicalaire de |'antioxydant est produite, ayant une stabilité chimique beaucoup plus grande
gue leradical initial. L'interaction de ces groupes avec les n-électrons du cycle benzénique
donne aux molécules des propriétés particuliéres, notamment la capacité de générer des
radicaux libres ou le radical est stabilisé par délocalisation (Parr et Bolwell, 2002).

La capacité antioxydante des composes phéenoliques est également attribuée a leur
capacité a chélater les ions métalliques impliqués dans la production des radicaux libres
(Yang et al., 2001).

Les structures des composés phénoliques ont souvent le potentiel dinteragir
fortement avec les protéines, en raison de leurs cycles benzénoides hydrophobes et du
potentiel de liaison hydrogéne des groupes hydroxyle phénoliques. Ceci donne aux
composeés phénoliques la capacité d'agir en tant qu'antioxydants en raison de leur capacité a
inhiber certaines enzymes impliquées dans la génération de radicaux, telles que diverses
isoformes du cytochrome P450, les lipoxygénases, la cyclooxygénase et la xanthine
oxydase (Cos et al., 1988).
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|.6. Activités antimicrobiennes des composés phénoliques

Les composés phénoliques possedent des activités antibactériennes, antifongiques et
antivirales potentielles (Baydar et al., 2006). Leurs principales cibles dans la cellule
microbienne sont les adhésines, les polypeptides et les enzymes membranaires (Cowan,
1999). Ils sont capables de supprimer un certain nombre de facteurs de virulence
microbienne tels que: I'inhibition de la formation de biofilm et la neutralisation des
toxines bactériennes) (Daglia, 2012).

Les propriétés antimicrobiennes de certaines classes de composés phénoliques ont
été proposées soit pour développer de nouveaux conservateurs alimentaires (Rodriguez
Vaquero et al., 2010) en raison de la pression croissante des consommateurs sur I'industrie
alimentaire pour éviter les conservateurs synthétiques, ou pour développer des thérapies
novatrices pour le traitement de diverses infections microbiennes (Jayaraman et al.,
2010).
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I1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes (rameaux males, rameaux et
cones femelles) de la plante Juniperus oxycedrus, récoltée dans la région de Taref (I’est
d Algérie) a une adtitude de 17 m, durant le mois de Février 2017. Les échantillons ont é&é

transportés dans des sacs en plastique étiquetés.

Figure 7: Arbustes de genévrier oxycédre (Photos prises par Mr Bouadam en Février 2017).

[1.1.1. Séchage et broyage

Les échantillons sont divisés en deux parties, la partie consacrée a |’ extraction des
polyphénols est séchée al’ éuve (T° = 47 °C) pendant 5 jours, puis passee dans un broyeur
électrique, le broyat est tamisé a I'aide d'un tamis de 250um de diamétre, la poudre
obtenue est conservée dans un flacon opague.

L’ autre partie est découpée en petits morceaux puis séchée al’air libre pendant 20
jours, a I'abri de la lumiére. Cette partie est réservée pour I'extraction des huiles

essentielles

I1.2. Méthodologie
Notre étude a porté sur |I’analyse de la teneur en composés phénoliques (Phénols

totaux, Flavonoides et Tanis condensés), le rendement en huiles essentielles ains que
I’ activité antioxydante et I’ activité antibactérienne des extraits éthanoliques de |’ espéce

Juniperus oxycedrus.
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[1.2.1. Extraction des composes phénoliques

La méthode d'extraction utilisée dans ce travail est celle d Oomah (2010), qui
consiste a dissoudre 0,8 g du broyat vegétal (rameaux et cones) dans 32 ml d éthanol a
96%.

Les mélanges sont agités sur un agitateur magnétique pendant deux heures a
température ambiante, puis ils sont centrifugés pendant 10 mn a 6000 tours/mn. Aprés
filtration du surnageant, les filtrats éthanoliques sont récupérés dans des tubes a essal puis

conserveés au réfrigérateur.

11.2.2. Dosage des composeés phénoliques

[1.2.2.1. Dosage des phénols totaux

a. Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée par dosage colorimétrique
avec un spectrophotometre. Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de
complexes de I'acides phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique
(H3PM012040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’ oxydation des
composes phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe
molybdene-tungstene de couleur bleu, dont I’ absorption maximum est comprise entre 725
et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
végéetaux (Boizot et Charpentier, 2006).

b. Protocole

L e dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon laméthode décrite par Skerget et al. (2005):

Dans des tubes a essais, on mélange 500l de I’ extrait dilué avec 2500 pl de folin-
ciocateu dilué (1/10). Aprés agitation, le mélange est incubé pendant 3mn a température
ambiante, ensuite, on gjoute 2000 pl de NaCOs (7 ,5%). Les tubes sont ensuite placées
dans un bain marie a 50°c pendant 5mn. Une fois refroidis, |’ absorbance est mesurée par
un spectrophotométre a 760 nm. Le témoin est préparé de la méme maniere en remplacant

I’ extrait par 500pl d’ éthanol.
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L’ acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). Le taux des phénols totaux, examinés dans les
extraits de Juniperus oxycedrus est déterminé a partir de |’ équation standard de la courbe
d’ éalonnage d’ acide gallique: Y= 11,75X -0,033 ; R? = 0,987 (Annexe 5).

[1.2.2.2. Dosage des flavonoides

a. Principe

La formation d’un complexe jaunétre, lors de |I'gout du chlorure d aluminium, est
due a la fixation des ions AI®* sur les atomes d’ oxygéne, présents sur les carbones 4 et 5
des flavonoides. La quantité des flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon
le flavonoide prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard
pour la détermination de la teneur des flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al.,
1996).

b. Protocole

Le dosage des flavonoides totaux a été faite selon la méhode de Chang et al.,
(2002), Le protocole de dosage est |e suivant:

Dans des tubes a essai, on mélange 1000ul d’extrait dilué avec 1000 pl de solution
d AlClz (2%). Aprés 10 mn d'incubation a température ambiante et &’ abri de la lumiére,
lalecture des absorbances est faite 2430 nm. Le témoin est préparé de la méme maniére en

remplacant I’ extrait par 1000 pl d’ éthanol.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire réalisée par la quercétine a différentes concentrations (0,01-0,08mg/ml) dans les

mémes conditions que I’ échantillon (Annexe 5).

[1.2.2.3. Dosage des tanins condensés

a. Principe

Les tanins sont des polymeéres caractérises par la présence d’ un nombre suffisant de

groupe hydroxyphénoliques permettant des combinaisons plus stables avec |es protéines et

N
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alcaloides. Ces composeés sont géenéralement amorphes, solubles dans I’ eau et insolubles

dans les solvants organiques apolaires (Quettier-Deleu et al.,2000).
b. Protocole

La méthode de n- butanol est utilisée pour le dosage des tanins condensés (Dohou et

al., 2004), selon les étapes suivantes:

On mélange 3000 pl de n-butanol avec 500 pl d extrait dilug, le mélange est agité
pendant une minute, puis on gjoute 100 pl de 2 % de la solution [FENH4(S04)2,12 H20]
préparée dans du HCI 2N. Aprés agitation, I’ensemble est mis au bain marie a 90C°
pendant 20 min. Les absorbances sont lues a 550 nm. Le témoin est préparé de la méme

facon en remplacant I’ extrait par 500 pul d’ éhanol.

Selon Vermerris et Nicholson (2006), la concentration de proanthocyanidines est
exprimée en équivalent de la cyanidine. Le coefficient d’extinction molaire «e» qui est
utilisé pour convertir les valeurs d absorption en concentrations est égal & 34700 L mol

cm'. La loi de Beer-lambert: A= e.l.c est employée pour déterminer les concentrations en

tanins condensés.
A M

C= E.Im (mg/ml)

AVEC:

e (: laconcentration de proanthocyanidines en mg/ml ;

e & coefficient d’ extinction molaire de lacyanidine en L mol-tecm™;
e M_ : massemolaire delacyanidine (égale a 287,24g/mol) ;

e [ largeur delacuveen cm (égaleal cm).

e A:l'absorbance del’ échantillon.

11.2.3. Extraction des huiles essentielles de Juniperus oxycedrus

L’ extraction des huiles essentielles de Juniperus oxycedrus a éé effectuée par la
technique d hydrodistillation sur un appareil de type Clevenger, I'extraction a duré 3h30
min. Dans un ballon, une quantité de 95 g de matiere seche (rameaux males, rameaux et
cones femelles) est macérée dans 400 ml d'eau distillée pendant 24 heures. Le ballon est

porté a I’ ébullition, les vapeurs d’ eau contenant des gouttelettes d huile sont condensees

N
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dans un réfrigérant puis récupérés dans une ampoule a décantation, apres une nuit de
décantation, les huiles se séparent de I'eau par différence de densité.

Le calcul du rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I'huile
essentielle obtenue et la masse de matiere végétal traitée (Clevenger, 1928).

Rue = (|\/| He / MS). 100

R : Rendement en extrait (%).
MHe : Quantité d'extrait récupéré (le poids de |’ huile essentielle) en g

Ms: Quantité de matiére végétale utilisée pour |'extraction exprimée en g.

Réfrigérant

Ballon

Ampoule a décantation

Chauffe ballon

Figure 8: Appareil dhydrodistillation (Clevenger) (Photo prise par Mr Bouadam en 2013).

11.2.4. Evaluation del’ activité antioxydante et antiradicalaire

[1.2.4.1. Test deréduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

Dans cet essai, la couleur jaune de la solution vire au vert ou au bleu par la
conversion du complexe Fe** ferricyanure au fer ferreux Fe?* par |es antioxydants présents
dans I’ extrait végétal. Le pouvoir réducteur est éudié en utilisant la méhode décrite par
(Zubia et al., 2007).
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Iml d extrait est mélangé avec 2,5 ml du tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5 ml
de ferricyanure de potassiun (KzFe(CN)s) a 1%. Le mélange est incubé dans un bain marie
pendant 20min a 50°C. 2,5 ml de cette solution est mélangée avec 2,5 ml d'acide
trichloracétique (TCA) a 10%, puis I’ensemble est centrifugé pendant 10 min. Dans un
tube a essais, une fraction de 2,5 ml a partir du surnageant est mélangé avec 2,5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml chlorure ferrique (FeClz.6H20) a 0,1%. L’ absorbance du mélange ainsi
obtenu est mesurée a 700 nm apres 10 min d’incubation a température ambiante.

La concentration des composés réducteurs (antioxydants) examinée dans les extraits
de Juniperus oxycedrus est déterminée a partir de I'éguation standard de la courbe
d étalonnage d’ acide ascorbique: y = 9,3x - 0,0429 R2 = 0,9425 (Annexe 5).

I1.2.4.2. Piégeage du radical libre DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
a. Principe

Le principe de ce test se résume en la capacité de I’ extrait a réduire le radical libre
DPPH de couleur violette foncée, qui se transforme en coloration jaunétre (aprés
réduction). Cette décoloration est mesurable par spectrophotométrie (Figure 8) (Brand-
Williamset al., 1995).

Figure 9: Réaction d’'un antioxydant avec le radical DPPH (Brand-Williams et al., 1995).

b. Protocole

Le test de DPPH a été réalisé suivant la méthode décrite par Bektas et al. (2005)
modifiée. Une série de concentration d’ extrait et des standards (quercétine, acide gallique,
acide ascorbique) sont préparée dans 1’éthanol, 800 ul de chacune sont ajoutés a 03 ml
d'une solution éthanoligue de DPPH (0,004%). Aprés 30 minutes d’incubation a
I’ obscurité et atempérature ambiante, |’ absorbance est lue 2517 nm.
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L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %) a été calculée de la

maniére suivante:

| % =[(A témoin — A échantillon) / A témoin] x 100.

Une courbe des concentrations de I’extrait en fonction de | % a été tracée. Les
valeurs de I'IC50 (la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50% de
I” activité de DPPH) ont été déterminées en utilisant le logiciel (Graph Pad Prism V 6.00).

[1.2.5. Evaluation del’ activité antibactérienne

[1.2.5.1. Souche bactérienne

Des colonies de Staphylococcus aureus sont isolées a partir d’un aliment, ont été
transférées dans des tubes contenant de I’ eau distillée stérile afin d'avoir une suspension
bactérienne (108 UFC/mI). Ces souches standardisées nous ont été gracieusement fournies
par M™ BENACHOUR du laboratoire de Microbiologie.

Dans la présente étude, nous avons testé |’ activité antibactérienne des extraits de J.
oxycedrus par deux méthodes (des disques et des puits).

[1.2.5.2.M éhode de diffusion en disque

Afin d’'évauer |’ activité antibactérienne des extraits préparés, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé. Le principe de cette méthode est d’imbiber des
disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de diametre avec les substances a tester. Les
disques ont été imbibés dans différentes solutions méres des extraits dissous dans |’ éthanol.
Un disque imbibé dans |’ é&thanol a été employé en tant que contréle négatif. Ensuite, les
diques sont déposés a la surface d’un milieu, gélose Muller-Hinton, écouvillonné par une
suspension bactérienne. A lafin de la durée d’incubation (24h) a 37 C°, les diamétres des

zones d'inhibition ont été mesurés (Legak et al., 2014).

[1.2.5.3. Méthode des puits

La procédure suivie est celle dlsmail et al., (2008), L'ensemencement de la
suspension bactérienne de 1 mL est réalise en surface du milieu Mueller Hinton
préalablement coulé dans des boites Pétri. Apres 15 mn, des puits ont été découpés al'aide

de pipettes Pasteur. Le fond des puits est obturé par une goutte de gélose Mueller Hinton

2
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pour limiter la diffusion des extraits sous la gélose. Ensuite, 100 ul d extrait sont verses
dans chaque puits. Apres diffusion, les cultures sont incubées dans I’ é&tuve alatempérature
de 37 °C pendant 24 h. Les zones d'inhibitions sont mesurées al’aide d’un pied a coulisse.
Le diamétre du puits (8 mm) n’est pasinclus dans les résultats.

11.3. Etude statistique

Les expériences ont été réalisées en cing répétitions pour les trois extraits (rameaux
males, rameaux et cones femelles). Les résultats du dosage composés phénoliques et les
activités biologiques testés sont exprimés en moyenne = SD. Une analyse unidirectionnelle
de variance (ANOVA) a été effectuée avec lelogiciel «Statistica» sur les résultats de notre
étude. Une différence des extraits de Juniperus oxycedrus a été considérée comme
statistiquement trés hautement significative lorsque p <0,001. L'analyse de corrélation de
I'activité antioxydante par rapport a la teneur des composés phénoliques a été réalisée en
utilisant le programme statistique élémentaire et programme EXCEL.
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[11.1. Teneursen composés phénoliques
[11.1.1. Teneursen phénolstotaux

L’ analyse statistique par le test ANOVA a révélée une différence significative entre les
teneurs en phénols totaux des extraits de Juniperus oxycedrus (sexe male et femelle). La
teneur en phénols totaux la plus élevée est détectée au niveau des extraits des rameaux
males (128,88 £ 7.92 mg EAG/ g ms), suivie de ceux des rameaux femelles (74.24 + 5.46
mg EAG/ g ms) et la concentration la moins élevée est observée chez les cones femelles
(4.47 £ 0.22 mg EAG/ g ms) (figure 10).

La comparaison de ces résultats avec les données antérieurement publiées par
Chaouche et al., (2013), qui ont travaillé sur les aiguilles et les écorces des racines de
Juniperus oxycedrus de Tlemcen, a montré gque la teneur en phénol totaux dans les
rameaux males est comparable alateneur des aiguilles (133,08 + 4,1 mg EAG/ g ms), ainsi
les concentrations des extraits des rameaux femelles sont proches de celles des écorces des
racines (76,2 + 2,8 mg EAG) de la méme espéece issue de Tlemcen (Chaouche et al.,
2014).

Les résultats de cette étude différent de ceux obtenus par Orhan et al., (2011) qui
ont travaillé sur les extraits des feuilles de J. oxycedrus subsp. Oxycedrus de la Turquie
(206,19 = 9,04 mg EAG/g ms) et de ceux trouve par Chaouche et al., (2013) qui ont dosé
les extraits de I'écorce des racines de la méme sous espece a Tlemcen (53,2 £ 2,2 mg EAG
/g ms). La concentration des cones est proche de celle trouvée par Taviano et al., (2013)

qui ont travaillé sur les extraits de la méme espece récoltée en Turquie (5,14 = 0,06 mg
EAG/ g extrait).

Teneurs en phénol totaux
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Figure 10: Teneurs en phénolstotaux de |’ espéce Juniperus oxycedrus (chaque valeur représente la

moyenne de cing essais + SD).
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[11.1.2.Teneursen flavonoides

D’apres la Figure 11 et I'analyse statistique par le test ANOVA la teneur en
flavonoides varie d’un échantillon a un autre. Les rameaux femelles enregistrent la teneur
la plus élevée (13.5+1.47 mg EQ/g ms), suivies des rameaux méles (11.61+2.05 mg EQ /g
ms), ces teneurs sont inférieurs a ceux trouves par Chaouche et al., (2013) qui ont travaillé
sur I'extrait des écorces des racines (39,72 + 3,2 mg équivalent catéchine (EC) /g ms) et sur
I’extrait des aiguilles (61,52 = 3,1 mg EC/g ms) de Juniperus oxycedrus de Tlemcen. La
plus faible concentration en flavonoide est mesurée dans les extraits des cones femelles
(1.27+0.01 mg EQ/g ms) qui est relativement inférieurs a ceux annonces par Djeridane et
al., (2006) qui ont analysé la partie aériennes de la méme espéce récolté dans la région de

Laghouat en Algérie (3,50 = 0,5 mg équivaent rutine ER / g ms).

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité
des solvants utilisés dans la préparation d’extrait (Chaouche et al., 2014). Le type de
standard utilisé (quercétine, rutine) peut aussi influencer les résultats (Djeridane et al.,
2006).

Teneurs en flavonoides
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Figure 11: Teneurs en flavonoides de I’ espéce Juniperus oxycedrus (chaque valeur représente la
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moyenne de cing essais + SD).
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I11.1.3. Teneurs en tanins condensés

Les résultats obtenus pour la concentration des tanins condensés sont rapportés dans
lafigure 12. L’ analyse statistique par le test ANOVA arévéée une différence significative
entre les teneurs en tanins condensés des extraits de Juniperus oxycedrus. Le dosage des
rameaux maes a donné la teneur la plus élevée qui est de 0,128 + 0,002 mg/ ml par
rapport aux rameaux femelles (0,082 + 0,004mg / ml), la concentration la plus faible est
enregistrée au niveau des extraits des cones femelle (0,000643 + 0,000014 mg /ml).

Les teneurs en tanins condensés obtenus dans notre éude sont largement inférieurs a
ceux de Chaouche et al., (2013); Chaouche et al., (2014) qui ont dosés les extraits des
aiguilles et de I'écorce de laracine de J.oxycedrus subsp. oxycedrus dont ils ont trouvé que
la teneur en tanins condensées est de I’ ordre de 9,78 + 1,3 mg EC/ g ms pour les aiguilles

et 31,3+ 2,1 mg EC/ g mspour I’ écorce de laracine.

Les teneurs en tanins condensés peuvent varier en raison de plusieurs facteurs tels
que: la sensibilité des tanins a plusieurs voie de dégradation (I’ oxydation, la lumiere...), le
stade de maturité des fruits, les conditions climatiques, pédologiques ou le stress généré
par la prédation (Julkumen-Titto, 1985).

Teneurs en tanins condensé
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Figure 12: Teneurs en tanins condenses de |’ espéce Juniperus oxycedr us (chague valeur représente

centration mg

lamoyenne de cing essais + SD).
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[11.2. Rendement en huiles essentielles

Les résultats du rendement en huiles essentielles (HE) sont présentés dans la figure
13. Les cones femelles de Juniperus oxycedrus ont fourni un rendement en huiles
essentielles d’environ 0,19 % contre seulement 0,04 % et 0,09 % pour les rameaux
femelles et ceux des rameaux males respectivement. Ce dernier est similaire au rendement
trouvée par Dop et al., (2006) sur les extraits obtenus a partir des feuilles de la méme
espece récoltée dans la région de Djelfa en Algérie (0,1%). Le taux fourni par les cones

femelles est |égerement supérieur a celui obtenu par Mansouri et al., (2010) qui ont

Résultats et discussions

travaillé sur les rameaux de la méme espece récoltée en Maroc qui est de 0,15 %.
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Figure 13: Rendement en huiles essentielles de |’ espéce Juniperus oxycedrus

Il a été constaté que les rendements en huiles essentielles, pour les parties aériennes

étudiées (rameaux méles, rameaux et cones femelles) sont inférieurs a ceux trouvés par les

auteurs cités dans | e tableau ci-dessous:

Tableau 1V: Rendement en Huiles essentielles de Juniperus oxycedrus dans différents régions.

Equipes Loizzoetal., | Alanetal., Derwich et Llorens-Molina et
Chabir al.,

Pays/ année Liban/2007 | Turquie/ 2016 | Maroc/ 2011 | Espagne/ 2016

Rendement Baies0,72 Baies2,12 Partie aérienne | Baies 0,8

(%) Bois 0,68 1,66 Feuilles 1,2
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111.3. Evaluation del’ activité antioxydante et antiradicalaire
[11.3.1. Pouvoir réducteur defer (FRAP)

D’ aprés la Figure 14, tous les extraits de Juniperus oxycedrus anal ysés présentent la
capacité de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?*). L’ analyse statistique par le
test ANOVA arevélée une différence significative entre les concentrations des composés
réducteurs des extraits de Juniperus oxycedrus. L’ extrait des rameaux males donne une
réduction significative desions ferriques en ions ferreux qui est del’ ordre de 22,296 + 2,88
mg EA ASC/g ms, suivi par |’extrait des rameaux femelles (18,038 + 2,62 mg EA ASC/g
ms), ces résultats peuvent étres expliqués par leurs contenus €levés en phénols totaux et en
flavonoides. Le pouvoir réducteur le plus faible est obtenu dans |’ extrait des cones femelles
(0,368 + 0,13 mg EA ASC/g ms).

Pouvoir réducteur de fer
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Figurel4: Evaluation de |’ activité antioxydante des extraits de Juniperus oxycedrus par la

méthode FRAP (chague valeur représente la moyenne de cing essais + SD).

En 2015, Ghedadba et al., déduisent de ce test que les polyphénols notamment les
flavonoides jouent un réle tres important dans la chéation des métaux de transition
impliqués dans la réaction de Fenton (formation de radicaux hydroxyles résultant de la
réaction du fer avec le peroxyde d’ hydrogéne) (Figure 15).
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Figure 15: Réaction de Fenton (Ghedadba et al., 2015).

I11.3.2. Piégeage du radical DPPH"

D’apres les Figures 16 et 17, les extraits de Juniperus oxycedrus possedent une
activité antiradicalaire dose dépendante, les différents extraits sont déterminées par leurs
IC50. Selon Kadri et al (2011) une valeur plus faible de I'lC50 indique une activité
antioxydante plus élevée. Les standards utilisés ont montré une activité antiradicalaire avec
des IC50 qui sont de I’ ordre de 0,05+0,04 mg/ml pour la quercétine; 0,004+0,001 mg/mli
pour |’ acide gallique et 0,009+0,001 mg/ml pour I’ acide ascorbique.

Pour les deux extraits de Juniperus oxycedrus, |’ extrait des rameaux males présente
I'activité antiradicalaire la plus élevée avec une IC50 égale a 0,004+0,0002 mg/ml suivi par
I’ extrait des rameaux femelles avec une IC50 de 0,005+0,0006 mg/ml. Ces deux activités
ne présentent pas une différence significative ni entre elles ni avec le standard |’ acide
galique, mais montrent une déférence significative avec I’ acide ascorbique (figure 16).

Ces résultats sont en accord avec les travaux menés par chaouche et al., (2013) qui
ont testé I activité antiradicalaire des extraits hydro-méthanolique d’ écorces de racines de
Juniperus oxycedrus avec une IC50 de 2,9 = 0,2 ug/ ml. Les résultats de cette étude
indiquent aussi que les extraits des rameaux males et femelles sont plus actifs par rapport
aux extraits des aiguilles étudiés par Chaouche et al., (2013) et aux extraits de feuilles
éudiés par El Jemli et al., (2016) (IC50 = 10,95 + 0,7 et 17.91 + 0.37 ug/mi
respectivement).
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Figure 16: Activité antiradicalaire des extrais des rameaux méles et femelles de J. oxycedrus et des
standards I’ acide ascorbique et I'acide gallique (chague valeur représente la moyenne de trois

essais+ SD).

L’ extrait des cones femelles présente |'activité antiradicalaire la moins élevée avec
une IC50 de I’ordre de 0,61 £ 1.02 mg/ml, ce résultat est supérieur a celui rapporté par
Taviano et al., (2013) sur les extrait de Juniperus oxycedrus spp. oxycedrus de Turquie
avec une IC50 de 1,84 + 0,20 mg/ ml (figure 17).

Cette activité peut étre liée aux polyphénols trouvés dans la plante. Selon (Turkmen
et al., 2007) les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d'hydrogene au radical

DPPH, en raison de leur structures chimiques idéales.
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Figurel?7: Activité antiradicalaire des extrais des cones femelles de J. oxycedrus et du standard

quercétine (chaque valeur représente la moyenne de trois s+ SD).




Chapitrel 11 Résultats et discussions

I11.4. Evaluation del’ activité antibactérienne

Les résultats de |’activité antibactérienne de nos extraits sont présentés dans le
Tableau V, Figure 18 et 19. Les résultats montrent que les extraits issus de la plante
Juniperus oxycedrus ont un effet inhibiteur sur la croissance de la souche bactérienne
Saphylococcus aureus. Cependant, la zone d'inhibition maximale est observée chez
I’ extrait éthanolique des cones femelles.

Nos résultats sont comparables a ceux trouveés par Karaman et al., (2003), qui ont
étudié I’ activité antibactérienne des aiguilles de J. oxycedrus sur la souche bactérienne
Saphylococcus aureus en utilisant la méthode de diffusion en disque, dans laquelle les
auteurs ont calculé une zones d’inhibition qui varie de 8 a11 mm.

L’analyse statistique par le test ANOVA a révélé gqu'il n'ya pas une différence
significative entre les zones d’inhibitions des extraits par la méthode des puits. Dans la
méthode de diffusion en disque I'extrait éhanolique des cones femelles présente une
différence significative par rapport aux extraits des rameaux males et femelles.

Tableau V: Diamétres des zones d'inhibitions (DD en millimetre) de la souche bactérienne

Saphylococcus aureus provoquées par les extraits de Juniperus oxycedrus.

Extraits (DD en mm) Témoin
Rameaux males | Rameaux femeles | Conesfemelle Ethanol
Méthode des
puits 6,83+ 0,29 8,33+ 0,58 8,67+1,15 _
Méthode de
diffusion en 8.67 £ 0.58 7+1 12 + 3.46 _
disque

(-) : aucun effet (DD =lamoyenne de 3 estimations + SD).
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Figurel8: Zones d'inhibitions effectuées par les extraits de J. oxycedrus sur la souche bactérienne
S aureus par la méthode des puits: (1) extrait des rameaux males (2) extrait des rameaux femelles

(3) extrait des cones femelles (4) extrait éhanolique.

Figurel9: Zones d'inhibitions effectuées par les extraits de J. oxycedrus sur la souche bactérienne
S aureus par la méthode de diffusion en disque: (1) extrait des rameaux males (2) extrait des

rameaux femelles (3) extrait des cones femelles (4) extrait ethanolique.

[11.5. Corréation entre |’ activité antioxydante et les composés phénoliques
La teneur en phénols totaux des extraits de J. oxycedrus de notre éude présente une

corrélation tres hautement significative avec les vaeurs obtenues lors du dosage des
flavonoides (r= 0,80) et des tanins condenseés (r= 0,98). Ces résultats montrent que les
principales classes des phénols totaux (flavonoides et tanins condensés) sont fréquentes
dans les composés phénoliques de la plante. En outre une corréation trés hautement
significative est constatée entre les flavonoides et les tanins condensés (r = 0,87) (Annexe
6) (Tableau VI).

Une corréation tres hautement significative est observée entre le pouvoir réducteur
(FRAP) et la concentration des phénols totaux; des flavonoides et des tanins (r = 0,94; r =

0,93, r = 0,97, respectivement) (Annexe 7) (Tableau VI). Alors que I'activité

=
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antiradicalaire de DPPH est fortement corrélée avec les teneurs en phénols totaux; en
flavonoides et en tanins condensés du genévrier oxycedre avec les indices de corréation
suivants. r = 0,85; r = 0,97; r = 0,92, respectivement. Ces résultats indiquent que les
composes phénoliques (les phénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés)

contribuent largement dans |’ activité antioxydante du genévrier oxycedre.

Des analyses similaires ont été faite sur les extraits de feuilles de J. oxycedrus,
J.thurifera, J. phoenicea et Tetraclinis articulata du Maroc, qui ont montré que la teneur
en phénols totaux; en flavonoides possédent une forte corrédation avec I'activité de
piégeage des radicaux libres (DPPH) (r = 0,99; r = 0,99 respectivement) et le pouvoir
réducteur de fer (r = 0,95; r = 0,96 respectivement) (El Jemli et al., 2016).

L’activité antiradicalaire par FRAP manifeste une corrélation tres hautement
significatives avec celle du DPPH (r = 0,94) (Annexe 7) (Tableau V1). Ce résultat est en
accord avec celui obtenu par EI Jemli et al. (2016) (r = 0,97)

Tableau VI: Coefficients de corréation entre I’ activité antioxydante et |es composés phénolique (P
<0.05;P<0.01;P<0.001).

Variables | Phénols Flavonoides | Tanins Pouvoir DPPH
totaux condensés réducteur

Phénols 1.00 r=0.80*** r=098*** | r=0.94*** |r=0.85***
totaux
Flavonoides | r=0.80*** | 1.00 r=0.87*** r=0.93*** r=0.97***
Tanins r=0.98** | r=0.87*** 1.00 r=0.97%** | r=0.92%**
condensés
Pouvoir r=0.94*** | r=0.93*** r=097*** | 1.00 r=0.94***
réducteur
DPPH r=0.85** | r=0.92*** r=0.92*** | r=0.94*** |1.00

(*** : Corrélation trés hautement significative)
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, nous avons quantifié trois groupes de composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés) et calculé le rendement des huiles
essentielles des rameaux males, rameaux et cones femelles de I'espéce Juniperus
oxycedrus récoltée dans lawilaya de Taref. Aussi des activités biologigues (antioxidante et

antimicrobienne) ont été évaluées.

Les résultats obtenus dans notre éude ont montré que les trois parties de la plante
étudiées présentent des différences significatives entre elles.

L’extrait éthanolique des rameaux males a donné la plus grande vaeur en
polyphénols totaux et en tanins condenses. Tandis que, I’ extrait des rameaux femelles a
révélélavaleur laplus élevée en flavonoides, par contre les cones présentent les valeurs les
plus faibles en composée phénoliques. L’ évaluation de I’ activité antioxydant des extraits
par le test de DPPH et la méthode FRAP montre que les extraits des rameaux méles et
rameaux femelles sont les plus actifs.

Les résultats obtenus pour |'activité antibactérienne montrent que la souche
Saphylococcus aureus est tres vulnérable vis-avis de tous les extraits éhanolique de cette

plante.

La forte corrélation enregistrée ente la capacité antioxydante et la quantification des
composés phénoliques indique que les composés phénoliques contribuent de maniere

importante aux propriétés antioxydantes de ces extraits végétaux.

A lalumiére de ces résultats, on peut considérer que I’ espece J. oxycedrus est |’ une
des sources naturelles de composés antioxydants et antimicrobiens d’importance éevée,
qui pourraient étre appropriés pour des applications dans différents domaines (la

pharmacie, I'industrie alimentaire et la phytothérapie...).

Les résultats obtenus dans ce travail ne constituent gu'une premiere étape dans la
valorisation de cette espece, des éudes complémentaires seront nécessaires:
e FEtudier chague extrait séparément, puis analyser et identifier les différents
Ccomposés qui existent, dont les composés phénoliques par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC-SP) et la caractérisation chimique des huiles essentielles par

chromatographie en phase gazeuse coupl ée ala spectrométrie de masse (GC-MS).

s



Conclusion et perspectives

e |l serait également intéressant de réaliser d autres éudes pour évaluer le potentiel
antibactérien in vitro tel que: la détermination de la concentration minimale inhibitrice et
la concentration minimale bactérienne ainhiber.

e Des études plus approfondies in vivo sur I activité antioxydante et antimicrobienne
seraient nécessaires dans les années a venir pour mieux comprendre le mécanisme d’ action
des molécules bioactives de cette plante, leur dose thérapeutique ainsi que leur toxicité.

Cela permettrait de préparer des produits pharmaceutiques de grand intérét thérapeutique.

.
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Annexe 1. Les grandes lignes du métabolisme phénolique.
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Annexe 2: Structures de base des principaux flavonoides.

Flavenol

Isoflavone

o

o C
.ll"" L)

e OH

Anthocvanidine Flavan-3-ol

Flavanong

Annexe 3: Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactive de I’ oxygene

impliqué en biologie.
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Annexe 4: Appareils et matériels utilisé lors de I’ expérimentation.

YV V.V V V V V V V V V VY

Ampoule a décanter.

Ballons (50ml—2000ml) pour le rota-vapeur.
Etuve.

Papier filtre.

Spectrophotométre UV -visible.

Balance de précision.

Agitateur magnétique plague chauffante.
Hydro-distillateur (Clevenger).
Bain-marie thermostat.

Centrifugeuses.

Broyeur.

Vortex.

Annexe 5: courbe d’ éalonnage des composés phénoliques et pouvoir réducteur.
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Annexe 6: Corrélation entre les composées phénoliques.



Annexe 7: Corrélation entre |’ activité antioxydante et les composées phénoliques.



Glossaire

Carminatives. Le terme carminatif est associé a toute substance augmentant I'évacuation des
gaz intestinaux et de I'estomac, tout en en réduisant le volume. Les aliments carminatifs sont
utilisés en phytothérapie pour diminuer les troubles gastriques et soigner la constipation. Ils
ont une action trés favorable sur les ballonnements.

Dépurative: Se disait de tisanes et de médications auxquelles on attribuait la propriété de
débarrasser |'organisme de ses toxines et de ses déchets.

Diurétique: est une substance qui entraine une augmentation de la sécrétion urinaire et qui
peut étre utilisée notamment pour traiter I'nypertension artérielle, I'insuffisance cardiaque,
certains cedémes, I'hypertension portale ou I'hyperkaliémie

Tonique: L'adjectif tonique désigne, dans un contexte de pathol ogie neurologique, ce qui est
en rapport avec la tonicité, le tonus ou le tonisme. Il s agit d'une posture se caractérisant par
une rigidité, une force, une intensité importante des muscles. on parle de spasme tonigue ou
de convulsion tonique.

L actones: Nom générique des esters, dont le groupe fonctionnel -CO-O- fait partie d'un cycle.
(De formule générale (CR2)n CO-O, les lactones se forment a partir des acides-alcools ou des
oxydes-phénols, ou encore par oxydation ménagée des cyclanones.

Bryophytes: Plante terrestre ou d'eau douce dépourvue de vaisseaux mais pouvant avoir des
feuilles et caractérisée par I'importance de la phase a n chromosomes (haplophase) dans le
cycle reproductif, telle que les mousses et les hépatiques. (Les bryophytes forment un
embranchement).

Ptéridophytes: Plante ayant des vaisseaux et une circulation de séve, mais se reproduisant
sans fleurs ni graines, telle que les fougeres, les préles, les lycopodes, etc. (Les ptéridophytes,
ou cryptogames vasculaires, forment un embranchement divisé en quatre classes que certains
auteurs considérent comme autant d'embranchements distincts).

Gymnosper mes. Plante a graines (spermaphyte), dont les ovules, puis les graines, sont portés
sur des écailles plus ou moins ouvertes et non dans un fruit clos. (Les gymnospermes
constituent un sous-embranchement, presque uniquement formé, de nos jours, par les
coniferes: pins, cypres, genévriers, etc.

Angiospermes: Plante a graines dont I'ovule, fécondé par I'intermédiaire d'un tube pollinique,
se transforme en un fruit clos. (Les angiospermes portent généralement des fleurs typiques.
Elles forment un sous-embranchement, sopposant aux gymnospermes).

Humus: Matiére colloidale du sol issue de la décomposition et de la transformation chimique
et biologique des débris végétaux. Ensemble des matieres organiques se trouvant dans la
couche superficielle d'un sol.



Résumé

Le genévrier oxycedre appartient & la famille des cupressacées, ¢’ est un arbre aromatique qui se rencontre dans la
région méditerranéenne et du Proche-Orient. Cette éude vise & évaluer et & comparer les composés phénoliques, le
rendement en huiles essentielles et certaines activités biologiques des extraits éhanoliqgues de Juniperus
oxycedrus de lawilaya de Taref. Les résultats ont montré que I’ extrait des rameaux méles présente les teneurs les
plus élevées en phénols totaux (128,884 + 7.92 mg EAG/ g ms) et en tanins condensées (0,128 + 0,002 mg/ ml).
Cependant la concentration la plus éevées en flavonoides est déterminée dans les extraits des rameaux femelles
(13.5£1.47 mg EQ/g ms). L’extraction des huiles essentielles de la plante, accomplie par la technique
d’ hydrodistillation, a donné un rendement de 0,19 % pour les cones femelles supérieurs a ceux des rameaux méales
et des rameaux femelles (0,09 % et 0,04 % respectivement). L’ activité antioxydante des extraits a été déterminée,
in vitro, par le test de DPPH et la méthode FRAP. Les trois extraits ont révélé une activité antioxydante
significative. Cependant, I’ extrait des rameaux males enregistre la plus grande capacité de piéger le radical DPPH
avec une plus faible valeur d’IC50 (0,004 + 0,0002 mg/ ml), et donne une bonne réduction des ions ferriques
(22,296 * 2,88mg EAA / g ms). En outre I’ activité antibactérienne réalisée sur la souche S. aureus, par la méthode
de diffusion des disques et la méthode des puits, a montré que les extraits testés sont doués d'activité
antibactérienne appréciable. Des corrélations linéaires significatives, entre les différents tests de I’ activité
antioxydante et la quantification des composés phénoliques, ont été trouvées.

M ots clés: Juniperus oxycedrus, composés phénoliques, Huiles essentielles, Activité antioxydante, Activité
antibactérienne.

Abstact

The juniper oxycedre belongs to the cupressaceae family, it is an aromatic tree that is found in the Mediterranean
region and the Near East. This study aims to evaluate and compare the phenolic compounds, the yield of essential
oils and certain biological activities of the ethanolic extracts of Juniperus oxycedrus from the Taref wilaya. The
results showed that the male branch extract had the highest total phenol contents (128.884 + 7.92 mg EAG / g
ms) and condensed tannins (0.128 + 0.002 mg / ml). However the highest concentration of flavonoids is
determined in the extracts of the female branches (13.5 + 1.47 mg EQ / g ms). The extraction of essential oils
from the plant, performed by the hydrodistillation technique, gave a yield of 0.19% for female cones greater than
those of male and female branches (0.09% and 0.04 % respectively). The antioxidant activity of the extracts was
determined, in vitro, by the DPPH test and the FRAP method. The three extracts revealed significant antioxidant
activity. However, the male branch extract shows the greatest ability to trap DPPH with a lower IC50 value (0.004
+ 0.0002 mg / ml), and gives a good reduction of ferric ions (22.296 + 2, 88 mg EAA / g ms). Moreover, the
antibacterial activity carried out on the S. aureus strain, by the disk diffusion method and the well method,
showed that the extracts tested are endowed with appreciable antibacterial activity. Significant linear correlations
between the various tests of antioxidant activity and the quantification of phenolic compounds have been found.

Keywor ds: Juniperus oxycedrus, polyphenols, essential oils, Antioxidant activity, antibacterial activity
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